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ÖZET 

KOHLEAR ÇEKİRDEKTE BULUNAN YILDIZ VE ÇALI NÖRONLARINDA 
ASİTE DUYARLI İYON KANALLARININ (ASIC) İNCELENMESİ 

 
Ziya ÇAKIR 

Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dalı  
Tez Danışmanı: Prof. Dr. Ramazan BAL 

2018, 100 sayfa 

 

Asit duyarlı iyon kanalları (ASIC); proton kapılı, voltajdan bağımsız, merkezi sinir 
sistemi ve periferik sinir sisteminde yaygın olarak bulunan hidrojen iyonuna duyarlı iyon 
kanallarıdır. Bu tez çalışmasında ASIC’lerin kohlear çekirdek nöronlarının 
uyarılabilirliğini etkileyerek, işitme sinyallerinin işlenmesinde önemli rol alacağı 
hipotezinin test edilmesi amaçlanmıştır.  
Bu çalışmada albino BALB/c ırkı fareler kullanılarak, kohlear çekirdek dokusunda Real 

time-polimeraz zincir reaksiyon tekniğiyle ASIC gen ekspresyonları mRNA düzeyinde 
ve kohlear çekirdekteki yıldız ve çalı hücrelerinin ASIC akımları yama kenetleme (patch 
clamp) tekniği ile karakterize edildi. 
Real-time PZR analizi ile 16 günlük, 75 günlük ve 2 yaşındaki fare kohlear çekirdek 
dokularında ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 genlerinin ifadesi gösterildi. Voltaj kenetleme 

çalışmalarında kohlear çekirdek nöronlarına, asidik solüsyon uygulanmasıyla içe doğru 
(inward) akımlar oluştu. Kaydedilen ASIC akımlarının yarı aktivasyon pH değeri (pH50) 

yıldız hücreleri için 5,84, çalı hücreleri için 5,81 olarak bulundu. ASIC blokeri amilorid 

bu akımları doza bağımlı olarak inhibe etti. Amiloridin yarı maksimum inhibisyon değeri 
(IC50)  yıldız hücrelerinde 32,5± 0,4 µM (n=30), çalı hücrelerinde ise 32,1 ± 0,2 µM 
(n=12) olarak bulundu. Sodyum içermeyen solüsyonda düşük pH ile indüklenen ASIC 

akımı büyük oranda azaldı (%87,5, p<0.05) (n=13), bu da kaydedilen ASIC akımlarının 
esas olarak Na+ iyonu tarafından taşındığını göstermektedir. Asit uygulamasıyla oluşan 
ASIC akımının hücre dışı Ca2+ ve Pb2+ (10 µM) tarafından inhibe edilmesi, bu hücrelerde 
ASIC1a altbiriminin varlığına işaret etmektedir. Zn2+ (300 µM)’nun ekstraselüler olarak 
uygulanması sonucu ASIC akımları %20 (n=13) oranında artmıştır. Bu da fonksiyonel 
ASIC2a alt birimini içeren homomerik kanalların varlığına işaret etmektedir. Sodyum 
salisilat (1 mM) ASIC akımlarını istatistiki olarak anlamlı düzeyde etkilemedi (p>0.05 
n= 13). Bu da ASIC3 kanallarının bulunmadığını göstermektedir. Akım kenetleme 
çalışmalarında ise asidik solüsyon uygulanmasının kohlear çekirdek yıldız ve çalı 
nöronlarında depolarizasyona neden olduğu belirlendi.  

Sonuç olarak elde edilen veriler kohlear çekirdek hücrelerindeki ASIC akımının ASIC1a 
ve ASIC2a kanalları tarafından taşındığını göstermektedir. ASIC kanallarının merkezi 
işitsel sistemdeki nöronların uyarılabilirliklerini etkilediğini ve dolayısıyla bunların 

işitsel bilgiyi işlemede rolünün olabileceğini ve /veya patolojik süreçlerde olası rolü 
bulunacağına işaret etmektedir. 
 

 

Anahtar sözcükler: Asite duyarlı iyon kanalları (ASIC), Elektrofizyoloji, Yama 

kenetleme tekniği, Kohlear çekirdek, İşitme yolağı  
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF ACID SENSING ION CHANNELS (ASIC) OF 

STELLATE AND BUSHY NEURONS IN THE COCHLEAR NUCLEUS 

 

  Ziya ÇAKIR 

Ph. D. Thesis, Department of Physiology 

Supervisor: Prof. Dr. Ramazan BAL 

2018, 100 pages 

 

Acid sensing ion channels (ASICs) are voltage–independent and proton–gated channels 

commonly found in the both central and peripheral nervous systems. In this study, it was 

aimed to test the hypothesis that whether ASICs could have important roles in processing 

of auditory signals by affecting excitability of cells in the cochlear nucleus.    

In this study, ASIC gene expressions in the cochlear nuclei of albino BALB/mice were 

determined in terms of mRNA levels by using real time polymerase chain reaction and 

ASIC currents in stellate and bushy cells were characterized by using path clamp 

technique.  

ASIC1, ASIC2 and ASIC3 gene expressions were detected in 16 day-old, 75 day-old and 

2 year-old mice. In the voltage-clamp experiments, inward currents were recorded upon 

application of acidic solution to the cochlear nucleus cells, whose half–maximum 

activation pH values (pH50) were 5,84 and 5,81 for stellate and bushy cells respectively. 

Amiloride, which is ASICs blockers, inhibited the acid induced-currents in a dose–
dependent manner. Half–maximal inhibition concentration (IC50) of amiloride was 

32,5 ± 0,4 µM (n=30) for stellates and 32,1 ± 0,2 µM (n=12)  for bushy cells. ASIC 
current was significantly depressed (%87,5, p<0.05) (n=13) in sodium free solution, 

which indicates that the ASIC current is primarily carried by Na+. Inhibition of the ASIC 

currents by extracellular Ca2+ and Pb2+ (10 μM) was a significant evidence for the 
existence of homomeric ASIC1a subunits. ASIC currents were increased by 20 % upon 

extracellular application of Zn2+ (300 μM) (p<0.05, n=13), which indicates the presence 
of functional homomeric ASIC2a subunits. Sodium salicylate (1 mM) did not 

significantly affect the amplitudes of ASIC currents (p>0.05 n= 13), which indicates that 

there are no ASIC3 channels. In current–clamp experiments, application of acidic 

extracellular solution resulted in depolarization of stellate and bushy cells of the cochlear 

nucleus. 

The results shows that the ASIC currents in the cochlear nucleus cells is carried by the 

ASIC1a and ASIC2a channels. ASIC channels affects excitability of the stellate and 

bushy cells and therefore they likely to have a role in processing of auditory information 

and / or pathological processes in the central auditory system. 

 

Keywords: Acid sensing ion channels (ASIC), Electrophysiology, Patch–clamp 

technique, Cochlear nucleus, Auditory pathway.
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Asit duyarlı iyon kanalları (ASIC), proton kapılı voltajdan bağımsız degenerin/epitel sodyum 

kanalı (DEG/ENaC) süper ailesinin bir alt grubu olan asite duyarlı iyon kanallarıdır. Hem 

merkezi sinir sisteminde hem de periferik sinir sisteminde yaygın olarak bulunurlar. ASIC1a 

(1), ASIC1b (2), ASIC2a (3), ASIC2b (4), ASIC3 (5) ve ASIC4 (6) olmak üzere bilinen 6 ASIC 

alt grubu vardır.  

Kohlear çekirdek, merkezi sinir sisteminde işitme sinyallerinin oluştuğu ve işlendiği ilk yer 

olması nedeniyle önemlidir. Kohlear çekirdekte bulunan nöronların sahip olduğu iyon kanal 

tiplerinin, sinyal oluşumuna ne şekilde katkıda bulundukları birçok fizyolojik süreç ve patolojik 

durumla ilişkili olduğu için önem arz eder. Burada yer alan nöronlardan yıldız tipi (stellate), 

ahtapot tipi (octopus) ve çalı tipi (bushy) hücrelerde bazı iyon kanallarının farmakolojik ve 

biyofiziksel özellikleri ve bu kanalların sinyal oluşumuna nasıl katkıda bulundukları 

tanımlanmıştır (7, 8). Fakat ASIC kanallarının bu nöronlarda bulunup bulunmadıkları, işitsel 

sinyallerin oluşumunda, işlenmesinde ve iletilmesinde fizyolojik olarak nasıl bir fonksiyon 

üstlendiklerine dair hiçbir çalışmaya rastlanılmamıştır. Oysaki beynin diğer bölgelerinde hem 

immunohistokimyasal hem de elektrofizyolojik teknikler kullanılarak, ASIC’lerin farmakolojik 

ve biyofiziksel karakterizasyonu yapılmış ve nasıl bir fonksiyon üstlendikleri ortaya 

konulmuştur. Literatür taramalarında merkezi işitme bölgesinde ASIC kanal proteinleri rapor 

edilmiştir (9). 

Kohlear spiral ganglion nöronlarında (kohlear afferent nöronlarında) yapılan çalışmada 

ASIC’lerin ifade edildiği ve uyarılabilirliğe etkisi gösterilmiştir (10). ASIC3 olmayan farelerde 

yapılan bir çalışmada, yaşla birlikte ilerleyici işitme kaybı olduğu gösterilmiştir. Yine ASIC3’e 

bağlı işitme kaybı oluşturulan farelerde işitme eksikliğinin, yavru çağrılarına yanıt verme, 

annelik davranışlarına etkisi ve yetiştirilen yavruların ergenlik dönemindeki sosyal gelişimi 

incelenmiştir (11). ASIC3 ağırlıklı olarak duyu nöronlarında yüksek düzeyde ifade edilir, 

merkezi nöronlarda ise ifadelerinin düşük düzeyde olduğu rapor edilmiştir (12). Bu yapılan 

çalışmalarda kohlear çekirdeğin duyu nöronlarındaki ASIC’lerin varlığı gösterilmiştir, bizim 

çalışmamızda kohlear çekirdeğin merkezi işitme nöronlarında ASIC kanallarının bulunup 

bulunmadığı, bulunduğu saptanması halinde bunların elektrofizyolojik, biyofiziksel ve 

farmakolojik özellikleri tanımlanacaktır. 

Bu çalışmada ASIC’lerin mRNA düzeyinde kohlear çekirdek dokusunda ifade edilip 

edilmedikleri Real-Time PZR yöntemi ile araştırılmış ve kohlear çekirdekte yer alan yıldız ve 
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çalı nöronlarında ASIC’lerin elektrofizyolojik özelliklerinin tanımlanmasında yama kenetleme 

tekniği kullanılmıştır. Bu çalışma ile ASIC kanallarının kohlear çekirdek nöronlarında ilk defa 

çalışılıyor olması nedeniyle çalışmamızın özgün olduğu düşünülmektedir. Bu şekilde bu 

kanalların işitsel sinyallerin işlenmesinde görev aldıklarına inanılmaktadır.    

Çalışmamızda kohlear çekirdekte karakterize edilmiş olan yıldız ve çalı tipi nöronlarında, ASIC 

akımlarının biyofiziksel ve farmakolojik özellikleri karakterize edilmiş olup elektrofizyolojik 

çalışmalar ile işitsel sinyallerin işlenmesinde görev alan bu nöronların uyarılabilirliğini nasıl 

etkilediği akım ve voltaj kenetleme deneyleri ile ilk defa ortaya konulmuştur. 

Sonuç olarak ASIC1a ve ASIC2a mRNA'sının merkezi işitme bölgesinde bulunduğu 

gösterilmiştir (9), ancak fonksiyonel ASIC’lerin varlığı kohlear çekirdekde incelenmemiştir. 

Bu nedenle bu çalışmada 14-17 günlük postnatal yaştaki fare beyinlerinden alınan kohlear 

çekirdek kesitlerinde elektrofizyolojik yama kenetleme (patch clamp) yaklaşımı kullanılarak 

yıldız tipi ve çalı tipi hücrelerde ASIC akımlarının varlığı araştırılmış ve bu kanalların 

biyofiziksel ve farmakolojik özellikleri ile bu nöronların uyarılabilirliğini nasıl etkilediği ilk 

kez ortaya konularak literatüre kazandırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kohlear çekirdek  
2.1.1. Kohlear çekirdek anatomisi 
Kohlear çekirdek, pons ile medulla oblongata arasındaki sınırda, bilateral olarak yerleşim 

gösterir (7). Kohlear çekirdek; kohleadan gelen ses hakkındaki bilgiyi daha üst işitsel 

merkezlere taşıyan ve tüm işitsel sinir liflerinin son bulduğu merkezi işitsel sistemin ilk 

çekirdeğidir. İşitsel bilgi, daha yüksek işitsel merkezlere kohlear çekirdek nöronlarının 

aksonları tarafından iletilir. Ayrıca kohlear çekirdek, korteks ve işitsel beyin sapı 

çekirdeklerinden gelen inici projeksiyonlar da (olivokohlear efferent sistemi) alır (Şekil 2.1) 

(13, 14). 

 

Şekil 2.1. İşitsel bilginin kohlear sinir aracılığıyla kohleadan daha yüksek işitsel merkezlere 
taşınması (15). 

 

Memeli kohlear çekirdeği, magnoselüler çekirdek ve mikronöronal kabuk kısımlarından 

oluşmaktadır. Magnoselüler çekirdek, esas olarak Tip I spiral ganglion nöronlarının aksonları 

tarafından uyarılır (16). Mikronöronal kabuk ise ventral kohlear çekirdeğin medyal, dorsal ve 

lateral yüzeyinin üzerinde yer alır (17). Mikronöronal kabuk, çok sayıda granüllü hücre içerdiği 

için granüllü hücre alanı olarak da adlandırılır (18). Bu alan miyelinli işitsel sinir liflerinden 

girdi almaz bunun yerine miyelinsiz Tip II liflerinden girdi alır (19). Kohlear çekirdek anatomik 

olarak, anteroventral kohlear çekirdek (AVKÇ) ve posteroventral kohlear çekirdek (PVKÇ) 

olmak üzere ikiye bölünen bir ventral kohlear çekirdekten (VKÇ) ve dorsal kohlear çekirdekten 

(DKÇ) oluşur. Kohlear çekirdek dokusunda yapılan çalışmalarda farklı biyofiziksel ve 

morfolojik özellikler gösteren ahtapot, yıldız ve çalı olmak üzere üç hücre tipi rapor edilmiştir 
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(20). Ahtapot tipi hücre, posterioventral kohlear çekirdeğin dorsal ve kaudal’inde yer alır. 

Yıldız tipi ve çalı tipi nöronlar ise kohlear çekirdeğin ventral bölümünde bulunmaktadır (7). İki 

tip (T ve D) yıldız hücresi tanımlanmıştır (Şekil 2.2) (14). 

 

Şekil 2.2. Kohlear çekirdekte bulunan hücrelerin görünümü (14). 

 

Kohlear çekirdekte bulunan hücrelerin biyofiziksel özellikleri fare (21), sıçan (22), gerbil (23), 

kobay (24) ve kedilerde (14) başarılı bir şekilde karakterize edilmiştir. Yapılan çalışmalarda 

kohlear çekirdekte bulunan hücrelerin farklı biyofiziksel özelliklere sahip olduğu bulunmuştur. 

Örneğin; çalı tipi ve ahtapot tipi nöronlarına, depolarize edici bir akım verildiğinde sadece bir 

aksiyon potansiyeli oluştuğu rapor edilmiştir. Yıldız tipi nöronlarının ise eşik değeri aşacak bir 

depolarize akıma cevap olarak çok sayıda aksiyon potansiyeli oluşturdukları gösterilmiştir (7).  

 

2.1.1.1 Ventral kohlear çekirdek 

Ventral kohlear çekirdek (VKÇ), IV. ventrikülün lateral uzantısından vestibülokohlear sinirin 

beyin sapına girdiği kısma kadar uzanmaktadır. Ventral kohlear çekirdek, lateralde uzanan 

anteroventral kohlear çekirdek (AVKÇ) ve medialden kaudale doğru yer alan posteroventral 
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koklear çekirdek (PVKÇ) şeklinde iki alt çekirdeğe ayrılır (Şekil 2.3) (25). Ventral kohlear 

çekirdek, kulaktan beyne işitsel bilgilerin taşınmasında ilk merkez olarak görev yapar. Bu 

çekirdekte yıldız, globüler çalı, küresel çalı ve ahtapot olmak üzere dört hücre tipi tespit 

edilmiştir (14). Birbirinden farklı biyofiziksel ve elektrofizyolojik özellikler gösteren bu 

hücreler farklı bölgelerde bulunmaktadırlar.  

 

Şekil 2.3. Kohlear çekirdeğin anatomik yapısı. 

 

2.1.1.1.1. Anteroventral kohlear çekirdek  
Anteroventral kohlear çekirdek, işitsel sinir lifinin çıkan dalı ile uyarılır. Burada bulunan 

hücrelerin, iki kulaktan gelen seslerin şiddetinin karşılaştırılmasıyla ses kaynağının yerinin 

belirlenmesinde görev aldığı yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir (26, 27). Anteroventral 

kohlear çekirdeğin bu işlevinde özellikle küresel ve globüler çalı hücrelerinin önemli rol 

oynadığı gösterilmiştir (28). Küresel ve globüler çalı hücrelerinin, özelleşmiş sinapslar 

yaptıkları ve işitsel sinirden doğrudan inputlar aldığı rapor edilmiştir. Küresel çalı hücreleri 1-

4 arasında değişen sayıda işitsel sinir lifinden input alırlar. Küresel çalı hücrelerinin Held End 
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Bulbus adında özel sinapslar yaptıkları tespit edilmiştir (29). Globüler çalı hücreleri ise 4-40 

arasında değişen sayıda işitsel sinir lifinden input alırlar. Globüler çalı hücrelerinin Calyx of 

Held olarak adlandırılan ve hücre gövdesinin büyük bir kısmını sararak büyük sinapslar 

yaptıkları gösterilmiştir (30).  

 

2.1.1.1.2. Posteroventral kohlear çekirdek  
İşitsel sinir lifinin inen dalı ile uyarılan posteroventral kohlear çekirdek, sesin zamanlamasını 

ve spektral analizini gerçekleştirir. Elektrofizyolojik çalışmalarda posteroventral kohlear 

çekirdekte ahtapot ve T yıldız hücrelerinin bulunduğu gösterilmiştir. Ahtapot hücresinin yoğun 

olarak bulunduğu ve T yıldız hücresinin ise az sayıda bulunduğu rapor edilmiştir (31, 32). 

Ahtapot hücreleri çok fazla sayıda (> 60) işitsel sinir lifi ile sinaptik bağlantı kurduğu için çok 

kısa bir sürede eksitatorik post sinaptik potansiyellerin (EPSP) sumasyonu ile uyarılırlar (33, 

34). Bundan dolayı ahtapot hücreleri posteroventral kohlear çekirdeğin işlev görmesinde 

önemli rol oynarlar. Bunun aksine, her bir T yıldız hücresi sadece birkaç (5 ya da 6) işitsel sinir 

lifinden girdi alır. Bununla birlikte, bu hücrelerin tüm uyarımı işitsel sinir liflerinden 

kaynaklanmaz. Ahtapot hücreleri diğer ahtapot hücrelerinden uyarıcı girdi alırken, T yıldız 

hücreleri de diğer T yıldız hücrelerinden eksitatörik girdiler alırlar (35). 

 

2.1.1.2. Ventral kohlear çekirdekde bulunan hücre tipleri 
Ventral kohlear çekirdekte yapılan çalışmalarda yıldız, çalı ve ahtapot olmak üzere üç farklı 

hücre tipi karakterize edilmiştir. Bu hücre tipleri birbirinden farklı elektrofizyolojik, morfolojik 

ve biyofiziksel özellik gösterirler. Ahtapot tipi hücreler posteroventral kohlear çekirdeğin 

dorsal ve kaudalinde –V- şeklinde bir alanda sınırları açık bir şekilde belli olan bir bölgede 

bulunurken, yıldız ve çalı tipi hücreleri ise kohlear çekirdeğin ventral bölümünde yer alırlar (7, 

14, 20). 

 

2.1.1.2.1. Yıldız hücrelerinin karakteristik özellikleri 
Yıldız hücreleri morfolojik olarak yıldıza benzedikleri için bu isimle adlandırılırlar. Ventral 

kohlear çekirdekte yaygın olarak bulunurlar. Bu hücrelerin farklı ebatları ve şekilleri vardır; 

yıldız hücrelerinin bir kısmı oval bazıları ise dairesel şekillidir. Bu gruptaki hücrelerin, 

genellikle 3-4 primer dendriti bulunur. Yıldız hücrelerinin projeksiyon desenlerine (akson 

uzantıları, dentritik yapıları gibi) bakılarak iki tip yıldız hücresi (T yıldız ve D yıldız) rapor 

edilmiştir.  Aksonları intermediate akustik strianın Dorsaline projekte olanlar D-yıldız, 

Trapezoid cisme projekte olanlar T-yıldız hücresi olarak tanımlanmıştır (14, 20). Bu hücrelere 
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depolarize edici bir akım verildiğinde, tonik olarak düzenli bir şekilde ateşleme yaparlar ve çok 

sayıda aksiyon potansiyeli oluştururlar (8, 21). T yıldız ve D yıldız hücrelerinin dentritik 

yapıları, akson uzantıları ve biyofiziksel özellikleri birbirinden farklıdır. Kohlear çekirdekte az 

sayıda sonlanmaları olan, T-yıldız hücreleri kompakt dendritlere sahiptir. Kohlear çekirdekdeki 

sonlanmaları oldukça geniş olan D-yıldız hücrelerinin ise, pürüzsüz, uzun, konik ve seyrek 

dallanmaları olan yaygın dendritleri bulunur. T-yıldız hücrelerinin aksonları inferior 

kollikulusa projekte olurken, D-yıldız hücrelerinin aksonları ise genellikle ipsilateral ve 

kontralateral kohlear çekirdeğe projekte olurlar (36, 37).  

 

2.1.1.2.2. Çalı hücrelerinin karakteristik özellikleri 
Çalı hücreleri, ahtapot hücre alanı ve granüler hücre tabakası haricinde ventral kohlear 

çekirdeğin her yerinde bulunur. Bu nöronlar genellikle 200 µm’den kısa, daireselden ovale 

doğru değişen hücre gövdelerine sahiptirler. Çalı hücreleri çok az sayıda dentritik dallanmalar 

yapar ve sinaptik inputları somaları üzerine yerleşiktir (30). Hücre gövdesinde basit bir primer 

dendrit gözlenebilir ve daha sonra bu primer dendrit iki, üç veya dört sekonder dendrite dallanır 

(28). Çalı hücrelerinde nadiren iki primer dendrit de bulunabilir. Bu hücreler kendine ait primer 

ve sekonder dallara sahip oldukları için İngilizcede “bushy” türkçede “çalı” olarak 

isimlendirilirler. Çalı hücrelerinde gövdenin herhangi bir kısmından çıkan aksonun başlangıç 

segmentinin yönelimi daima trapezoid cisimciğe doğrudur. Nissl boyamada çalı hücrelerinin 

hem ince siyah hem de açık kahverengi granüllerle dolu olduğu görülür (38). Çalı hücreleri, 

superior oliver kompleksi ile lateral lemniskusun ventral çekirdeğine projekte olurlar. Bu 

hücrelerin sesin tınısı, zamanlaması ve yoğunluğu hakkında bilgi taşıdıkları gösterilmiştir (39). 

Çalı hücreleri histolojik boyamalarda farklılıklar gösterdiğinden dolayı; küçük küresel çalı, 

büyük küresel çalı ve globüler çalı hücreleri olmak üzere üç alt tipe ayrılmıştır (14, 20, 40). Bu 

üç alt tipin kohlear çekirdekte lokalizasyonu farklıdır. Küçük küresel çalı hücreleri hakkında 

çok az bilgi ve çalışma bulunur. Bu hücrelerin çoğunlukla süperiyor oliver komplekse projekte 

oldukları bilinmektedir (40).  Büyük küresel çalı hücrelerinin anteroventral kohlear çekirdeğin 

rostralinde bulunduğu ve genellikle düşük frekanslı sesleri kodladığı gösterilmiştir. Büyük 

küresel çalı hücreleri, medyal süperior oliver çekirdeğinin medyaline ve lateraline projekte 

olurlar (41). Globüler çalı hücrelerinin ise genellikle işitsel sinir kökünün yakınlarında 

bulunduğu ve yüksek frekanslı sesleri kodladığı tespit edilmiştir (39). Globüler çalı hücrelerinin 

trapezoid cismin medyal çekirdeğine Held kaliksi (Calyx of Held) denilen devasa bir sinaps ile 

projekte olduğu gösterilmiştir (42, 43). Çalı hücreleri genellikle işitsel sinirden eksitatorik input 
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alırlar. Ayrıca dentritler üzerine kaynağı belli olmayan inhibitörik giriş sinyalleri aldıkları tespit 

edilmiştir (30). 

 

2.1.1.2.3. Ahtapot hücrelerinin karakteristik özellikleri 
Ahtapot hücrelerinin dendritleri hücre gövdesinin bir tarafında bulunması nedeniyle ahtapota 

benzetilerek bu isim verilmiştir. Ahtapot hücresi, uzun tek bir aksona ve hücre gövdesinin 

rostral yanından çıkan büyük 3-5 adet kısa dentrite sahiptir (14). Bu dendritler yaklaşık 50-70 

μm’lik bir uzunluğa sahiptir. Oluşan primer dendritler genellikle daha kısa olan sekonder 

dendritlere, bunlar da tersiyer dendritlere dallanır (25). Bu hücreler Nissl metodu ile 

boyandığında sitoplazmanın her tarafına dağılmış çok ince ve soluk granüllere sahip olduğu 

görülür. Ahtapot hücreleri soma ve dentritleri üzerinde bulunan sinapslar aracılığıyla çok sayıda 

işitsel sinir lifinden input alırlar. Ahtapot hücreleri posteroventral kohlear çekirdeğin dorsal ve 

kaudal kısımlarında –V- şeklinde bir alanda sınırları belli olan bir bölgede bulunurlar (44).  Bu 

bölgede özellikle insanlarda sadece ahtapot sinir hücresinin bulunduğu gözlenmiştir (7, 14, 20). 

Fare kohlear çekirdeğinin bu bölgesinde yaklaşık olarak 200 adet ahtapot hücresi bulunduğu 

bildirilmiştir (45). Ahtapot hücreleri tipik görünüşleri, yerleşimleri ve yönelimleri nedeniyle 

kohlear çekirdeğin en kolay ayırt edilebilen hücre tiplerinden birisidir. Bu hücreler uzun ve düz 

primer dendritleri ile karakterize edilirler (14). 

Yapılan çalışmalarda ahtapot hücrelerinin işitsel sinir liflerinde oluşan eş zamanlı ateşlemenin 

olduğu anı belirlediği gösterilmiştir. Ayrıca işitsel bilgiyi beynin daha üst çekirdeklerine ilettiği 

rapor edilmiştir (46, 47). Ahtapot hücrelerinin dentritleri ile işitsel sinir lifi demetlerinin kesişim 

göstermesi, bu hücrelerin çok sayıda sinir lifinden input almasına neden olmaktadır (20, 45). 

Yapılan çalışmalarda ahtapot hücrelerinin input dirençlerinin çok düşük olduğu rapor 

edilmiştir. Ahtapot hücrelerinin input dirençlerinin düşük olması (yani hücre zarı üzerinde 

birim alanda bulunan iyon kanalı sayısının fazla olması), sinaptik akımlara karşı hızlı ve kısa 

süreli cevap vermelerini sağlar (48, 49).   

 

2.1.1.3 Ventral kohlear çekirdeğe gelen sinyaller 

Ventral kohlear çekirdek hücreleri, işitsel sinir lifleri ve granül hücrelerinin yosunsu 

terminallerinin aksonlarından uyarıcı özellikte sinyaller alır. İşitsel sinir lifleri kohleadan aldığı 

işitsel bilgiyi işitme sisteminin ilk çekirdeği olan kohlear çekirdeğe getirirken,  granül 

hücrelerin yosunsu terminalleri ise işitsel çekirdeklerden, vestibüler çekirdeklerden ve 

somatosensoriyel sistemden aldığı inputları kohlear çekirdeğe getirmektedir (24). Bunun 

yanında kohlear çekirdek beyin sapının diğer çekirdeklerinden de uyarıcı ve inhibe edici 
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özellikte olan efferent inputlar alır (50). T-yıldız hücrelerinin glutamaterjik uyarılmada rol 

oynadıkları bilinmektedir (51, 52). Glisinerjik özellikte olan D-yıldız hücreleri ise inhibitörik 

bir etki göstermektedir (53, 54). Glutamaterjik işitsel afferent sinirler, ventral kohlear 

çekirdeğin uyarılmasında önemli role sahiptirler. Ayrıca ventral kohlear çekirdek, trapezoid 

cisimciğin ventral çekirdeğinden (medyal olivokohlear efferent sinir liflerinin ve ventral 

kohlear çekirdeğe projekte olan sinir liflerinin oluşturduğu) kolinerjik lifler de almaktadır (55). 

Yapılan çalışmalarda kohlear çekirdek hücrelerinin işitsel sinir lifleriyle sinaps yaptığı 

gösterilmiştir (50). Anteroventral kohlear çekirdekte bulunan globüler çalı hücreleri ve küresel 

çalı hücrelerinin işitsel sinir lifinden input aldığı belirlenmiştir (30, 56). Kedilerde yapılan 

çalışmada yıldız tipi nöronlarına (T ve D yıldız) işitsel sinir lifinden gelen sinaptik terminallerin 

farklılık gösterdiği rapor edilmiştir. T-yıldız nöronlarının hücre gövdeleri üzerinde bulunan az 

sayıdaki sinaptik terminallerin yaklaşık olarak 10:1’inin işitsel sinir liflerinden geldiği 

gösterilmiştir. Fakat D-yıldız nöronlarının hücre gövdeleri üzerinde bulunan çok sayıdaki 

sinaptik terminallerin yaklaşık olarak yarısının işitsel sinir liflerinden geldiği rapor edilmiştir 

(57).  

Glutamatın işitsel sinir liflerinde yüksek seviyede bulunması, işitsel sistemin nörotransmitter 

maddesinin glutamat olduğunun bir göstergesidir. Yapılan çalışmada ventral kohlear çekirdek 

hücrelerinin glutamat reseptörü olan AMPA (alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-izoksazol-

propionik asit) reseptörleri ile uyarıldığı gösterilmiştir (58). Ayrıca yapılan başka bir çalışmada 

işitsel sinirin uyarılmasıyla verilen yanıta NMDA (N-methyl-D-aspartate) reseptörlerinin 

önemli derecede katkıda bulunduğu rapor edilmiştir (59).  

 

2.1.1.2. Dorsal kohlear çekirdek 

Dorsal kohlear çekirdek, dördüncü ventrikülün tabanında Luschka foramen’in rostral sınırından 

ventrale doğru uzanarak ventral kohlear çekirdeği sarar (60). Dorsal kohlear çekirdeğin sınırları 

ışık mikroskobu ile ventral kohlear çekirdekten rahatlıkla ayırt edilebilir. Dorsal kohlear 

çekirdek bazı çalışmalarda tabaka sayısına göre incelenmiştir. Bu çekirdeğin tabakalar şeklinde 

bir nöronal düzenleme gösterdiği rapor edilmiştir (18, 61). Fakat son yıllarda yapılan 

çalışmalarda ise tabaka sayısına göre değil katmanlara ayrılarak incelenmiştir. Dorsal kohlear 

çekirdek, morfolojik olarak üç katmana ayrılır (62, 63). En dışındaki katmana moleküler hücre 

katmanı da denir. Bu katmanda az sayıda internöronlar ve kohlear çekirdeğin en küçük hücreleri 

olan küçük granül hücrelerinin aksonları bulunur (64). Granül hücreleri çok az sayıda inputlara 

sahiptir fakat buradaki hücreler karakteristik özelliklerinden dolayı sürekli aktif durumda 

bulunurlar. Böylelikle buradaki hücrelerin spontan olarak aksiyon potansiyeli ürettikleri 
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gösterilmiştir (65). İkinci katmana piramidal hücre katmanı da denir. Bu katmanda çok sayıda 

piramidal hücre ve inhibitörik internöronlar (cartwheel hücreleri) da bulunur (66). Dorsal 

kohlear çekirdeğin en iç katmanına derin katman da denir. Bu katmanda işitsel sinir lifleri ve 

dev (giant) hücrelerin bulunduğu gösterilmiştir. Dorsal kohlear çekirdekte yedi farklı nöron tipi 

tanımlanmıştır. Bunlardan dev ve fusiform hücreleri buradaki esas nöron grubunu oluşturur. 

Carthweel, golgi, yıldız, tuberkulo-ventral ve granüler hücreleri ise ara nöronları oluşturur (61, 

67). Dorsal kohlear çekirdekte iki büyük afferent sistem bulunur. Bunlar işitsel sinir lifleri ve 

granül hücrelerinin aksonlarıdır (68). 

 

2.1.2. Kohlear çekirdek fizyolojisi 
Kohlear çekirdek, işitme sisteminin ilk durak yeri olarak bilinen, kohleadan gelen tüm işitme 

sinyallerini alan,  işitsel bilgilerin işlendiği ve bu bilgilerin daha üst merkezlere iletilmesini 

sağlayan hücrelerin bulunduğu beyin sapındaki tek çekirdektir (69). Kohlear çekirdekte yer alan 

nöronların sahip olduğu iyon kanal tipleri, birçok fizyolojik süreç ve patolojik durumla ilişkili 

olduğu için önemlidir. Kohlear çekirdekte bulunan yıldız tipi, ahtapot tipi ve çalı tipi nöronlarda 

bazı iyon kanallarının farmakolojik ve biyofiziksel özellikleri ve bu kanalların sinyal 

oluşumuna nasıl katkıda bulundukları tanımlanmıştır (7, 8).   

Kohlear çekirdek nöronları, alınan ses bilgilerini işitsel çekirdeklere ilettiğinden dolayı işitme 

ile ilgili birçok fizyolojik çalışma bu çekirdekte yapılmıştır (70). Kohlear çekirdekte bulunan 

farklı tipteki hücrelerin sesin temel özelliklerinin (tını, frekans, zamanlama ve şiddetin 

kodlanması gibi) belirlenmesinde görev aldığı daha önceki yapılan çalışmalarda rapor 

edilmiştir. Kohlear çekirdeğin, sesin tanınmasında ve ses kaynağının uzaysal konumunun 

belirlenmesinde görev aldığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (71).   

 

2.1.3. Kohlear çekirdeğin tonotopik organizasyonu 

İşitme sistemindeki tonotopik organizasyonun anlamı, farklı frekanslardaki sesler farklı 

noktaların titreşmesine ve farklı nöron gruplarının uyarılmasına yol açar. Kohleadan kortekse 

kadar giden tüm işitme yolu boyunca sinir liflerinin uzamsal bir organizasyonu söz konusudur. 

İşitme yolu ve korteksteki reseptif alanlardan yapılan kayıtlar, belirli ses frekanslarının belirli 

nöronları aktive ettiğini göstermiştir (72). Diğer işitme çekirdeklerinde olduğu gibi kohlear 

çekirdeğin bölümleri de uyarıldıkları işitsel sinir liflerinin karakteristik frekanslarına göre 

tonotopik organizasyon gösterirler (Şekil 2.4) (33). 
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Şekil 2.4. Kohlear çekirdeğin tonotopik organizasyonu (72). 

 

2.1.4. Kohlear çekirdekte karakterize edilen iyon kanalları 
Voltaj kapılı sodyum kanalları: Bu kanallar fizyolojik olarak birçok yerde görev alırlar. Bu 

kanalların birçok hücrede aksiyon potansiyelinin başlamasına öncülük ettiği yapılan çalışmalar 

ile gösterilmiştir (73). 1950 yılında Hodgkin ve Huxley, voltaj kenetleme tekniğini kullanarak 

sodyum akımlarının aksiyon potansiyelini başlattığını tespit etmişlerdir (74). Sodyum kanalları 

270 kDa ağırlığında büyük bir α alt birimi ve 30-40 kDa ağırlığında küçük β alt biriminden 

meydana gelmektedir (75, 76). Alfa alt birimi, voltaj duyarlı bu kanalların primer olarak yapısal 

özelliklerini belirler. β alt birimi ise kanalın aktivasyon ve inaktivasyon gibi özelliklerini 

düzenler (77). Migren, epilepsi, nöropatik ağrı ve nörodejeneratif hastalıklar gibi sinirsel 

uyarılabilirlikte bozukluk içeren birçok nörolojik hastalıkta voltaj-kapılı sodyum kanallarının 

rol oynadığını işaret eden birçok kanıt vardır (78). 
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Fare dorsal kohlear çekirdek piramidal nöronlarında tetrodotoksine duyarlı Na+ iletkenliği 

gösterilmiştir (79). Yine dorsal kohlear çekirdek piramidal hücrelerinde tetrodotoksine duyarlı 

sodyum akımları tarafından oluşan eşik altı salınımlar gösterilmiştir (80).  

Voltaj kapılı kalsiyum kanalları: Birçok farklı hücre tipinde bulunan voltaja duyarlı kalsiyum 

(Ca2+) kanalları zar depolarizasyonunda aktifleşir. Kalsiyum kanallarının açılmasıyla 

elektrokimyasal gradyanta göre hücre dışından hücre içine doğru kalsiyum iyonları geçer. 

Kalsiyum kanalları gen ekspresyonun düzenlenmesinde ve hücre zarı uyarılabilirliği gibi birçok 

fizyolojik olayda görev alırlar. Voltaja duyarlı kalsiyum kanallarından hücreye giren kalsiyum 

iyonu birçok farklı hücresel olayı başlatacak ikincil haberci olarak da görev yapar (81). İlk 

olarak kalsiyum akımları kardiyak miyositlerden kaydedilmiştir (82). Voltaja duyarlı kalsiyum 

kanalları yapısal olarak geniş bir α1 ana alt birimi ve yanında yardımcı α2, β, γ ve δ alt 

birimlerinden oluşur. Bu kanallar α1 alt biriminin farklılığına göre farklı Ca2+ kanal tiplerine 

tanımlanmıştır. Kalsiyum kanalları yapısal ve fonksiyonel özelliklerine göre Cav1, Cav2 ve 

Cav3 kanal ailesi olmak üzere üç ana gruba ayrılır. Bu gruplar T-tipi, L-tipi, P-tipi, N-tipi, Q-

tipi ve R-tipi olmak üzere çok sayıda çeşitlilik gösterir (83). T tipi akımlardan Cav3.1, Cav3.2, 

ve Cav3.3 ailesi sorumludur (81). L tipi kalsiyum kanalları, Cav1 kanal ailesi olarak da bilinir. 

L tipi akımlardan Cav1.1, Cav1.2 ve Cav1.3 ailesi sorumludur. Bu kanalların dihidropiridin 

agonist ve antagonistlerine karşı yüksek derecede afinite gösterdiği rapor edilmiştir (84). Q ve 

P tipi kalsiyum kanalları, Cav2.2 kanalları tarafından kodlanır ve bu kanal akımları ω-agatoksin 

tarafından bloklanır. N tipi kalsiyum akımlarından Cav2.1 ve Cav1.4 kanalları sorumludur ve 

bu akımlar sırasıyla ω- konotoksin ve dihidropiridin tarafından inhibe edilir. R tipi kalsiyum 

akımlarından ise Cav2.3 ailesi sorumludur ve bu akımların tarantula toksini (SNX-482) 

tarafından bloklandığı rapor edilmiştir (85). Aynı zamanda bu kanallar düşük veya yüksek 

voltajla aktive olan kanallar olarak da sınıflandırılırlar. T tipi kalsiyum kanalları düşük voltajla 

aktive olan kanalları olup, P/Q, N, L ve R tipi kalsiyum kanalları yüksek voltajla aktive olan 

kanallardır (86). 

Fare kohlear çekirdek ahtapot hücrelerinde voltaj ile aktive edilmiş kalsiyum akımları rapor 

edilmiştir (87). Kuş kohlear çekirdeklerinde yapılan çalışmada voltajla aktiflenen kalsiyum 

kanallarının glutamaterjik inhibisyonu gösterilmiştir (88). 

Voltaj kapılı potasyum kanalları: Voltaj kapılı potasyum kanalları pek çok alt tipi bulunan ve 

voltaja duyarlı olan iyon kanallarıdır. Potasyum kanalları, hücre zarının iç tarafı pozitif 

yüklendiği zaman açılır. Voltaj kapılı potasyum kanalları, aksiyon potansiyeli sırasında 
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depolarize olmuş hücreyi dinlenme durumuna döndürmede çok önemli rol oynar (89). Voltaj 

kapılı potasyum kanalları, kanal açılınca oluşan iyon akımının yönüne bakılarak, iki gruba 

ayrılır. İyon akımının yönü, hücre içinden hücre dışına doğru ise böyle kanallara dışarıya doğru 

(outward) akımlara sahip potasyum kanalları denir. İyon akımının yönü hücre dışından hücre 

içine doğru ise böyle kanallara içeriye doğru (inward) akımlara sahip potasyum kanalları denir. 

Klasik potasyum akımları ilk olarak Huxley ve Hodgkin tarafından voltaja bağımlı outward 

olarak tanımlanmıştır. Outward akımlara sahip potasyum kanalları, hücre zarının 

depolarizasyonu ile aktive olur. Bu kanalların açılmasıyla potasyum iyon konsantrasyonu 

nedeniyle potasyum iyonları hücre dışına çıkar. Bundan dolayı outward potasyum kanalları, 

aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazında görev alır. İnward akımlara sahip potasyum 

kanalları ise hücre istirahat potansiyelindeyken aktive olurlar. Voltaj kapılı potasyum 

kanallarının biyofiziksel, fonksiyonel ve farmakolojik özelliklerine göre 12 farklı alt sınıfı 

vardır (Kv1.x-Kv12.x). Ayrıca bu kanallar aralarında heteromultimerik kanallar oluşturarak 

çok fazla sayıda farklı alt birimler oluşturabilirler (90).  

Memeli kohlear çekirdek ahtapot hücrelerindeki yapılan çalışmada potasyum akımları 

gösterilmiştir (7). ATP duyarlı potasyum kanalları ile farelerin ventral kohlear 

çekirdeklerindeki yıldız hücrelerinin uyarılabilirliğinin düzenlendiği gösterilmiştir (91).  

Hiperpolarizasyonla aktive olan katyon kanalları: Bu kanallar, zarın hiperpolarize olması ile 

aktive olurlar (92). Hiperpolarizasyonla aktive olan katyon kanallarının birçok hücrede 

dinlenme potansiyeline katkıda bulunduğu gösterilmiştir (93, 94).  Bu kanalların dört altbirimi 

(HCN1-4) homomer veya heteromer şeklinde bulunabilir. Bu alt tiplerinin aktivasyon 

kinetikleri farklılıklar gösterir. Örneğin HCN1 alt birimleri en hızlı kanal aktivasyon kinetiğine 

sahiptir ve birçok işitsel nöronun zarlarında yüksek seviyede bulunur (95). Hiperpolarizasyonla 

aktive olan katyon kanallarının; ventral kohlear çekirdek nöronlarında (93), lateral lemniskus 

ve inferior kollikulusta (96) karakterizasyonu gösterilmiştir. 

Hiperpolarizasyonla aktive olan akımların memeli ventral kohlear çekirdek yıldız hücrelerinde 

uyarılabilirliği düzenlediği rapor edilmiştir (97). Memeli kohlear çekirdek ahtapot hücrelerinde 

hiperpolarizasyonla aktive olan karışık katyon akımı gösterilmiştir (93). Hiperpolarizasyonla 

aktive olan katyon kanallarının, kohlear çekirdek piramidal hücrelerinin intrinsik aktivitesine 

katkıda bulunduğu gösterilmiştir (98). 

Kohlear çekirdek hücrelerinde bazı iyon kanallarının farmakolojik ve biyofiziksel özellikleri ve 

bu kanalların sinyal oluşumuna nasıl katkıda bulundukları tanımlanmıştır Fakat ASIC 
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kanallarının bu hücrelerde bulunup bulunmadıkları ve işitsel sinyallerin oluşumunda fizyolojik 

olarak nasıl bir fonksiyon üstlendikleri gösterilmemiştir. Çalışmamızda kohlear çekirdek 

nöronlarında ASIC kanallarının elektrofizyolojik, biyofiziksel ve farmakolojik özellikleri 

tanımlanmıştır. 

 

2.2. Asite Duyarlı İyon Kanalları  
2.2.1. Giriş  

Asite duyarlı iyon kanalları, ilk olarak voltaj klamp tekniği kullanılarak Krishtal ve Pidoplichko 

tarafından 1980 yılında sıçan duyu nöronlarında keşfedildi (99). Krishtal ve Pidoplichko asitle 

uyarılmış bu akımların, daha önce tanımlanmamış bir iyon kanalı aracılığıyla oluştuğunu 

savundu ve asitle uyarılan Ca2+ kanalları olabileceğini düşündü. Daha sonra Lazdunski ve 

arkadaşları bu kanalların amiloride duyarlı ve Na+ iyonuna geçirgen olduğunu göstererek asite 

duyarlı iyon kanallarını ilk defa tanımlamışlardır (1). 2007 yılında ise tavukta ASIC1a’ın kristal 

yapısının tanımlandığı çalışmada, ASIC’lerin trimer yani üç farklı alt birimden oluştuğunu 

göstermişlerdir (100). Voltaja duyarlı olmayan bu proton kapılı degenerin/epithelial sodium 

channel (DEG/ENaC) süper ailesinin bir altgrubu olan asite duyarlı iyon kanallarının, hem 

merkezi sinir sisteminde hem de periferik sinir sisteminde yaygın olarak bulunduğu 

gösterilmiştir (101, 102). Daha sonraki çalışmalarda ise bu kanalların temel özellikleri 

belirlenmiştir.  Bu kanallar genel olarak pH’nın azalmasıyla açılırlar (99), Na+’yı geçirirler 

(103) ve amilorid tarafından bloklanırlar (104). Normal hücrelerde hücredışı pH = 7.3-7.4 

arasındadır (105). ASIC’ler, hücredışı pH’nın normal fizyolojik değerinin (yaklaşık olarak 

pH=7.4) altına düşmesiyle hızlı bir şekilde aktiflenir ve duyarsızlaşırlar (106). ASIC alt 

birimlerinin; pH’ya karşı duyarlılıkları, aktivasyon kinetikleri ve duyarsızlaşma hızları 

birbirinden farklıdır (107). 

ASIC üyeleri “X-NaC” şeklinde isimlendirilir. ‘’X’’ kısaltması proteinlerin temel bir 

özelliğiyle (DEG, degenerin protein) ilgili olduğu anlamına gelirken, ‘’C’’ kısaltması ‘kanal’ 

anlamına gelir. Örneğin; epitel Na+ kanalı (ENaC), FMRF amide (Phe-Met-Arg-Phe-NH2) 

kapılı Na+ kanalı (FaNaC), Drosophila gonadlarda bulunan Na+ kanalı (dGNaC), insan 

bağırsağındaki Na+ kanalı (hINaC) ve beyin, karaciğer ve bağırsaklarda bulunan Na+ kanalı 

(BLINaC) olarak isimlendirilir (101).  

Kemirgenlerde 4 farklı gen tarafından kodlanan en az 6 ASIC alt birimi tespit edilmiştir. 

ASIC1a (1), ASIC1b (2), ASIC2a (3), ASIC2b (4), ASIC3 (5) ve ASIC4 (6) olmak üzere bilinen 
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6 ASIC alt grubu vardır. ASIC alt tipleri homomer veya heteromer şeklinde bulunabilirler. 

Ancak ASIC2b ve ASIC4 alttipleri homomer şeklinde fonksiyonel değildirler, diğer ASIC 

alttipleri ile heteromer oluşturarak işlev görürler.  Bütün ASIC alt birimleri, büyük bir 

ekstraselüler loop ve kısa intraselüler N- ve C- terminali gibi iki hidrofobik transmembran 

bölgeden (TM1 ve TM2) oluşur. ASIC’lerin tipik yapısı ve hücre zarındaki yerleşimi Şekil 2.5 

de gösterilmiştir (108). 

 

 

Şekil 2.5. A. ASIC alt birimlerinin şematik gösterimi B. ASIC kanalının trimerik yapısı (108). 

 

ASIC’lerin memeli beyninin çoğu bölgesinde ve tüm duyu gangliyonlarında bulunduğu 

gösterilmiştir. Bununla birlikte ASIC kanallarının nöronlarda bulunduğu fakat glia hücrelerinde 

bulunmadığı rapor edilmiştir. Yapılan çalışmalarda ASIC1a, ASIC2a ve ASIC2b genlerinin 

merkezi sinir sisteminde, ASIC1b ve ASIC3 genlerinin ise periferik sinir sisteminde daha fazla 

ifade edildiği gösterilmiştir (109). ASIC alt tipleri farklı elektrofizyolojik ve farmakolojik 

özellik gösterirler (4, 106). Bütün ASIC’ler sadece Na+ iyonu geçirirken, ASIC1a ise sodyum 

ile birlikte kalsiyum iyonu da geçirir (5). Çinko (Zn2+) homomerik ve heteromerik ASIC2a 

akımlarını güçlendirirken, diğer ASIC akımlarını zayıflatır (110). Psalmotoxin1 spesifik 

ASIC1a inhibitörüdür (111). Kurşun (Pb2+), ASIC1a akımlarını inhibe ederken diğer ASIC’leri  
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inhibe etmez (112). Salisik asit, sadece ASIC3 alt birimini bloklar (113). ASIC alt birimlerinin 

oluşturduğu iyon akımlarının kinetik özellikleri birbirinden farklıdır (Şekil 2.6) (114).  

 

Şekil 2.6. Kurbağa (Xenopus laevis) oosit hücrelerinde ifade edilen ASIC alt birimlerinin 
oluşturduğu akımlar (114). 

 

Yapılan çalışmalarda asite duyarlı iyon kanallarının; nosisepsiyon (115), dokunma (116), tat ve 

koku iletimi (117), long term potensiasyon (LTP), sinaptik iletim, hafıza/öğrenme (118), duyu 

iletimi ve retinal bütünlük (119) gibi birçok fizyolojik ve ağrı (120), iskemiye bağlı beyin hasarı 

(121), felç (inme) ve epilepsi (9) gibi birçok patolojik olaylarda rol oynadığı gösterilmiştir. 

İşitsel sistemde, kohlea içindeki tüy hücrelerinde (122, 123), spiral gangliyon nöronlarında 

(124), vestibüler organlarda (125) ve inferior kollikulus nöronlarında (126) ASIC’lerin varlığı 

gösterilmiştir. ASIC2a alt biriminin farelerde gürültüye yatkınlıkla alakalı olduğu (124) ve 

ASIC2 yokluğunun işitmeyi bozmadığı (127) tespit edilmiştir. ASIC3 genini ifade etmeyen 

farelerde yapılan çalışmada ise, ASIC3 alt birimi olmayan farelerde işitme kaybının olduğu 

tespit edilmiştir (122). 

 

2.2.2. Asite duyarlı iyon kanalı 1  
Asite duyarlı iyon kanalı 1 (ASIC1), memeli merkezi sinir sisteminde en fazla bulunan ve 

hidrojen afinitesi en yüksek olan ASIC alt tipidir (1). ASIC1 alt biriminin ASIC1a ve ASIC1b 

olmak üzere iki farklı varyantı bulunur. ASIC1a ve ASIC1b homomer şeklinde bulunabildiği 

gibi diğer ASIC alt tipleri ile heteromer de oluşturabilirler (128). ASIC1a’nın, merkezi sinir 

sisteminde öğrenme/hafıza, korku durumu, sinaptik plastisite, acı duyusunun algılanması ve 

retinal fizyolojide önemli rol oynadığı gösterilmiştir (101). ASIC1b’nin ise dorsal kök 
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gangliyonlarında yaygın olarak bulunduğu ve duyusal transdüksiyonda rol oynadığı 

düşünülmektedir (129). Kemirgenlerde yapılan çalışmalarda ASIC1a’nın birçok yönden 

ASIC1b’den farklı özelliklere sahip olduğu gösterilmiştir. ASIC1a’nın proteinlerinin yaklaşık 

1/3’ün (yaklaşık 172 aminoasit) amino asit dizileri ASIC1b’den önemli ölçüde farklıdır (129). 

ASIC1a geni hem merkezi sinir sisteminde hem de periferal duyu nöronlarında ifade edilirken, 

ASIC1b geni ise sadece periferal duyu nöronlarında ifade edilmiştir (Şekil 2.8) (5). ASIC1a 

akımının aktivasyon eşiği yaklaşık olarak pH 7,0 iken ASIC1b’nin yaklaşık pH 6,5’dir. 

Homomerik ASIC1a kanallarının %50’sinin aktive olduğu (pH50) değeri yaklaşık olarak 6,4 

iken  (128, 130), ASIC1b’nin pH50 değeri yaklaşık olarak 5,9’dur (128). ASIC1a kanalları yavaş 

bir şekilde duyarsızlaşır, yani desensitize olur (t = 3,5 s) ve yavaş olarak duyarsızlaşmadan 

kurtulur (t = 13 s). ASIC1b kanalları ise daha hızlı bir şekilde duyarsızlaşır (t = 1,7 s) ve 

duyarsızlaşmadan kurtulur (t = 5,9 s) (131). ASIC alt birimleri arasında ASIC1a kanallarının 

Ca2+’ya geçirgen olan tek alt birim olduğu düşünülmekteydi (Şekil 2.7) (1, 129). Ancak son 

zamanlarda insanlarda yapılan çalışmalarda ASIC1b kanallarının da Ca2+ geçirgenliğine sahip 

olduğu gösterilmiştir (132). Psalmopoeus cambridgei Toxin 1 (PcTx1), ASIC1a’nın spesifik 

inhibitörüdür (101). ASIC’lerin nöronlardaki tam konfigürasyonu belirsiz olmasına rağmen 

beyin nöronlarındaki ASIC’lerin başlıca komponentleri homomerik ASIC1a ve heteromerik 

ASIC1a/2a kanallarıdır (133, 134).  

 

Şekil 2.7. ASIC1a’nın Ca2+ geçirgenliği (135) 
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2.2.3. Asite duyarlı iyon kanalı 2  
Asite duyarlı iyon kanalı 2 (ASIC2)’nin memeli dejenerin “mammalian degenerin (MDEG)” 

ve beyin Na+ kanalı 1 “brain Na+ channel 1 (BNC1)” gibi farklı isimleri de vardır. ASIC2a ve 

ASIC2b olmak üzere iki tane ASIC2 varyantı tanımlanmıştır. ASIC2a ve ASIC2b beyin, dorsal 

kök gangliyonları ve ekşi tat reseptörleri gibi dokularda bulunurlar. ASIC’ler den ilk olarak 

ASIC2a tanımlanmıştır (136). ASIC2a’nın, baroreseptör duyarlılığı ve retina bütünlüğünün 

onarımı için gerekli olduğu gösterilmiştir (119). ASIC2a’nın büyük olasılıkla nöronlarda 

mekanik hasarda rol oynadığı düşünülmektedir (137). ASIC2a kanallarının aktivasyonu için 

daha büyük bir pH düşüşü gerekmektedir. Homomerik ASIC2a kanalları yarı-maksimal 

aktivasyon (pH50) değeri yaklaşık olarak pH 4.35’dir (138). Bu kanallar yavaş duyarsızlaşır (t 

= 2.8 s) ve hızlı duyarsızlaşmadan kurtulur (t = 0.6 s) (130). ASIC2a kanal genlerinin periferik 

sinir sisteminde ve merkezi sinir sisteminde ifade edildiği gösterilmiştir (Şekil 2.8).  Fakat 

merkezi sinir sistemi nöronlarında daha fazla ifade edildiği rapor edilmiştir (136). ASIC2a 

kanalları hem homomer şeklinde hem de heteromer şeklinde fonksiyonel olarak bulunabilirler. 

Örneğin ASIC2a alt birimleri ASIC1a ile birleşerek beyinde heteromerik kanallar oluştururlar 

(139). 

ASIC2b kanal genleri hem duyu hem de merkezi nöronlarda ifade edilirler (Şekil 2.8). ASIC2a 

kanallarının aksine homomerik ASIC2b alt birimleri tek başlarına fonksiyonel kanallar 

oluşturmazlar. Ancak ASIC alt birimleriyle birleşerek heteromültimerik kanallar 

oluşturabilirler (106). Örneğin ASIC2b, ASIC1a ile birleşerek asidoz kaynaklı nöronal 

hasarlanmalara katkıda bulunan fonksiyonel kanallar oluştururlar. Ayrıca ASIC2b diğer 

ASIC’lerle birleşerek heteromerik kanalları düzenler ve proton tutmaya yardımcı olur (140). 

 

 

Şekil 2.8. ASIC alt tiplerinin merkezi (MSS) ve periferik (PSS) sinir sistemindeki ifadesi (135). 
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2.2.4. Asite duyarlı iyon kanalı 3  
Asite duyarlı iyon kanalı 3 (ASIC3) hem periferik sinir sisteminde hem de merkezi sinir 

sisteminde ifadesi gösterilmiştir. Fakat periferik sinir sistemi (duyu) nöronlarında daha fazla 

ifade edildiği rapor edilmiştir (141, 142). ASIC3’ün periferik sinir siteminde hidrojene olan 

affinitesinin yüksek olduğu ve yüksek asidik pH’ya (pH0,5 = 6,5-6,7) duyarlı olduğu 

gösterilmiştir. ASIC3 kanalları hızlı bir şekilde duyarsızlaşır (t = 0,32 s) ve duyarsızlıktan 

(desensitizasyondan) kurtulurlar (t = 0,58 s) (131). Homomerik ASIC3 kanalları protona son 

derece duyarlı olmalarından dolayı ekstraselüler pH düşüşüne hızlı bir şekilde cevap verebilirler 

(143). ASIC3 kanalları, duyu nöronlarında hem homomerik hem de heteromerik kanallar olarak 

fonksiyon gösterirler (144, 145).  ASIC3 alt birimlerinin ağrının algılanmasında, inflamasyon 

ve iskemi gibi birçok fizyolojik ve / veya patolojik süreçler sırasında önemli rol oynadığı 

yapılan çalışmalar ile rapor edilmiştir (146). Örneğin ASIC3 kanallarının kalp duyu 

nöronlarında bulunduğu ve miyokardiyal iskemiye cevap verebildiği gösterilmiştir (147). 

Ayrıca iskemi ve duyusal nöronlardaki inflamatuar ağrı sırasında ASIC3’ün bir sensör olarak 

görev yapmakta olduğu da rapor edilmiştir (148). 

 

2.2.5. Asite duyarlı iyon kanalı 4  
Asite duyarlı iyon kanalı 4 (ASIC4), çok yakın bir zamanda tanımlanmıştır (6, 149). ASIC4 

spinal kord ASIC (SPASIC) olarak da isimlendirilir. Akopian ve arkadaşları yaptıkları 

çalışmada ASIC4 mRNA ekspresyonunun beynin bazı bölümlerinde ve yetişkin sıçan dorsal 

kök gangliyonunda olduğunu göstermişlerdir (6). ASIC2b kanallarında olduğu gibi ASIC4 

kanalları da homomerik kanallar olarak fonksiyon görmezler (149). ASIC4 kanalları genellikle 

ASIC3 ve ASIC1 kanallarıyla heteromer oluşturarak işlev görürler. ASIC4, ASIC alt birimleri 

arasında en az çalışılan kanal olduğu için fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir (150).  

 

2.2.6. Asite duyarlı iyon kanallarının farmakolojisi 
Asite duyarlı iyon kanalları çeşitli fizyolojik ve patofizyolojik koşullarda uyarının 

transdüksiyonuna yardımcı olurlar (151). ASIC inhibitörleri, non-spesifik moleküller olarak 

doğal peptit toksinleri olan hayvan zehirlerinden izole edilirler (152). ASIC’lerin 

modülasyonunda bazı hayvan zehirlerinden elde edilen pepsin toksinler, nöropeptitler, organik 

bileşikler ve iki/üç değerlikli katyonların bazıları görev alırlar. 
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2.2.6.1. Hayvan kaynaklı peptid toksinler  
Güney amerika tarantulasından (Psalmopoeus cambridgei örümceği) ve deniz anemonu 

mantarından (sea anemone Anthopleura elegantissima) ASIC’leri inhibe eden peptid toksinler 

izole edilmiştir. Psalmopoeus cambridgei örümceğinden Psalmopoeus cambridgei Toxin 1 

(PcTx1) (153) ve deniz anemonu mantarından ise Anthopleura elegantissima Toxin 2 

(APETx2) izole edilmiştir (154). Bu toksinler özellikle ASIC1 ve ASIC3 kanallarını inhibe 

etmektedirler. PcTx1, 40 amino asit içeren ve homomerik ASIC1a kanalını spesifik olarak 

bloke eden bir peptittir. Bu peptit, kemirgenlere intratekal (i.t) veya intraserebroventriküler 

(i.c.v) olarak enjekte edildiğinde kuvvetli ağrı kesici özelliği gösterir. APETx2 ise 42 amino 

asit içerir, homomerik ASIC3 ve ASIC3 içeren heteromerik kanalları inhibe eder. APETx2, 

periferik olarak uygulandığında analjezik etki gösterir. PcTx1’in ASIC1a üzerine etki 

mekanizması iyi bir şekilde tanımlanmıştır fakat APETx2’nin ASIC3 üzerine bağlanma 

bölgeleri ve inhibisyon mekanizması henüz tam olarak tanımlanmamıştır (108).  

 

2.2.6.2. Nöropeptidler 

ASIC’ler omurgasızlardaki FMRF (Phe-Met-Arg-Phe) amid kapılı Na+ kanallarıyla (FaNaC) 

aynı kanal ailesine aittir. ASIC kanalları FMRF amid kanalları ile yapısal benzerlikler 

göstermektedir. Bundan dolayı FMRF amid kanallarının ASIC’lerin agonistleri olabileceği 

düşünülmektedir (4). Yapılan çalışmada FMRF amid’in ASIC’leri doğrudan aktifleştirmediği 

fakat ASIC3 ve ASIC1a kanallarının akımlarını güçlendirdiği gösterilmiştir (155). FMRF 

amid’in ASIC3 kanalları üzerine doğrudan etki ederek pik akımını arttırdığı rapor edilmiştir 

(151). Nöropeptit FF (FLFQPQRFamide) ve nöropeptit SF (SLAAPQRFamide) çoğunlukla 

memelilerin merkezi sinir sisteminde ve özellikle de omurilikte ifade edilirken, FMRF amid ise 

omurgasızlarda bulunur. Bu nöropeptitler hakkında çok az bilgi vardır (155).  Nöropeptit FF’nin 

dorsal kök gangliyonu nöronlarında da bulunduğu tespit edilmiştir (156). İnflamasyon 

durumunda nöropeptit FF ve ASIC alt birimlerinin ekspresyon seviyelerinin arttığı 

görülmüştür. Bundan dolayı ASIC’lerin, inflamasyon durumunda nosiseptör uyarılabilirliğini 

düzenlemede önemli rol oynayabileceği düşünülmektedir (157). 
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2.2.6.3. Organik bileşikler 

ASIC’lerin tanımlanan ilk blokeri olan amilorid, potasyum koruyucu bir diüretiktir (136). 

Amilorid seçici olmayan bir ASIC inhibitörüdür ve bilinen tüm ASIC alt tipilerini bloklar (158, 

159). Konsantrasyon aralığı IC50; 5 ve 100 μM arasında değişir. Amilorid’in türevleri ise 

benzamil ve 5 - (N-Etil-N-izopropil) amilorid (EIPA)’dır. Bunlar zayıf, seçici ve geri 

dönüşümlü ASIC blokörleridir (158). ASIC’lerin bilinen diğer organik bileşik inhibitörü ise A-

317567 bileşiğidir. Bu bileşiğin konsantrasyon aralığı IC50, 2 ve 30 μM arasında değişir. Ayrıca 

A-317567 molekülünün bir parçası olan amidin; ASIC3 akımının inhibe edilmesinde önemli 

rol oynar (160). Son zamanlarda, 4-anti-protozoal diarilamidin’in (4 ',6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI), diminazene, hydroxystilbamidine (HSB) ve pentamidin) hipokampal nöronlarda ASIC 

akımlarını inhibe ettiği rapor edilmiştir (161). Ayrıca non-steroid anti-inflamatuvar ilaçlar 

(NSAIDs), ASIC3 ve ASIC1a kanallarının aktivitesini inhibe ederler. ASIC3 akımını aspirin, 

salisilik asit (sodyum salisilat) ve diklofenak inhibe ederken, ASIC1a’yı flurbiprofen ve 

ibuprofen bloke eder (113). 

 

2.2.6.4. İki ve üç değerlikli katyonlar 

ASIC’ler kurşun (Pb2+), bakır (Cu2+), nikel (Ni2+) , kadmiyum (Cd2+), gadolinyum (Gd3+) ve 

kalsiyum (Ca2+) gibi çeşitli iyonlar tarafından inhibe edilirler. Kurşun’un spesifik olarak ASIC1 

kanallarının akımlarını inhibe ettiği rapor edilmiştir (112). Sıçan hipotalamik kültür 

nöronlarında Cu2+’nun ASIC akımlarını doza bağımlı olarak inhibe ettiği gösterilmiştir (162). 

Hipokampus CA1 nöronlarında ve CHO hücrelerinde ASIC akımlarının Ni2+ ve Cd2+  

tarafından doza bağımlı olarak inhibe edildiği bulunmuştur (163). Hem Ni2+ hem de Cd2+  

voltajdan bağımsız, hızlı ve geri dönüşümlü olarak etki gösterirler. Nikel ASIC alt 

birimlerinden sadece homomerik ASIC1a ve heteromerik ASIC1a / 2a kanallarını hızlı bir 

şekilde inhibe eder. Kadmiyum’un ise homomerik ASIC2a ve ASIC3 kanallarını ve 

heteromerik ASIC1a / 2a, 1a / 3 ve 2a / 3 kanallarını inhibe ettiği gösterilmiştir (163). 

Gadolinyum’un ASIC3 içeren homomerik ve heteromerik kanalları inhibe ettiği bilinmektedir 

(10). Hücre dışında Ca2+ seviyesinin artmasıyla homomerik ASIC1a ve ASIC2a kanallarının 

iletkenliğinin azaldığı gösterilmiştir (164).  Ayrıca iki değerlikli katyonlardan çinko (Zn2+)’nin 

ASIC’lerin modülasyonunda rol oynadığı gösterilmiştir (162, 165). Zn2+ ASIC’ler üzerinde iki 

etkiye sahiptir; mikromolar konsantrasyonda akımları güçleştirici etki gösterirken, nanomolar 

konsantrasyonda inhibe edici özelliği vardır. Nanomolar konsantrasyonda inhibitör etkisi 

homomerik ASIC1a ve heteromerik ASIC1a/2a kanalları üzerinedir (166). Mikromolar 
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konsantrasyonda Zn2+’nin homomerik ve heteromerik ASIC2a içeren kanalların asit 

aktivasyonunu güçlendirdiği gösterilmiştir (110). Ayrıca yüksek konsantrasyonlu Zn2+’nin, 

ASIC3 akımlarını inhibe ettiği rapor edilmiştir (167).  

 

2.2.7. İşitme sisteminde asite duyarlı iyon kanalları 
İşitme sisteminde ASIC’ler ile yapılmış çok az çalışma bulunmaktadır. Örneğin ASIC2’nin 

spiral gangliyon nöronlarının çoğunda bulunduğu, ancak erişkin kohleadaki korti organında 

olmadığı yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir. ASIC2’nin spiral gangliyon nöronlarında asit ile 

oluşturulan yanıtlara sürekli olarak katkıda bulunduğu ve gürültüye bağlı geçici işitme eşiği 

kaymasına neden olduğu rapor edilmiştir (124).  Fare kohleasında yapılan çalışmada ASIC3’ün 

transkripsiyonu tespit edilmiştir (168). İn situ hibridizasyon ile korti organında ve spiral 

gangliyon nöronlarında yapılan çalışmalarda ASIC3 ekspresyonunun yeri belirlenmiştir (122). 

Spiral gangliyon hücrelerinde, korti organının duyusal sinirlerinde ve korti organının 

hücrelerinde ASIC3’ün bulunması, memeli kohleasının mekanotransdüksiyonunda ASIC3’ün 

rolünün olduğunu düşündürmektedir. Kohleadaki ASIC1 geninin ifade edilip edilmediği 

bilinmemektedir.  

Vestibüler sistemde yapılan çalışmada Mercado ve arkadaşları (2006), vestibüler afferent 

nöronlarının asetil salisilik aside duyarlı ASIC benzeri akımlar ifade ettiklerini gösterdiler 

(125). ASIC’lerden de sadece ASIC3 içeren kanal asetil salisilik aside duyarlı olduğu için 

vestibüler afferent nöronlarında ASIC3 alt tipinin bulunduğu düşünülmektedir. Ayrıca, 

vestibüler gangliyon nöronlarında ASIC1a, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 ve ASIC4 kanallarının 

bulunduğu gösterilmiştir (169). 

Birbirinden bağımsız yapılan iki çalışmada, ASIC2 geni bulunmayan farelerin işitebildiği ve 

işitme eşiğinin normal farelere benzer olduğu gösterilmiştir (124, 127). Diğer taraftan yine 

ASIC2 geni olmayan farelerin, genetiği değiştirilmemiş normal farelere göre gürültüye bağlı 

geçici eşik kaymalarına karşı daha dirençli olduğu görülmüş. Bu da farelerin gürültüye 

duyarlılığında ASIC2’nin rol oynadığını düşündürmektedir. ASIC3 geni olmayan farelerde 

yapılan çalışmada ise, 16 haftadan daha yaşlılarda yaşa bağlı işitme kaybının olduğu tespit 

edilmiştir (122). Yine başka bir çalışmada ASIC3 geni bulunmayan farelerde belli yüksek 

frekanslı ses uyarılarına karşı tepki vermedikleri, dolayısıyla yüksek frekanslarda işitme kaybı 

görüldüğü rapor edilmiştir. Bundan dolayı ASIC3’ün kohleanın mekanik iletiminde doğrudan 

rol oynayabileceği önerilmiştir (11). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Giriş 

Çalışmada ASIC kanallarının kohlear çekirdek dokusunda varlığının tespitinde Real Time-

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR) ve yama kenetleme (patch clamp) 

tekniklerinden yararlanılmıştır. 

 

3.1.1. Yama kenetleme (Patch clamp) tekniği 
20. yüzyılın başlarında hücre uyarılabilirliği ve iyon kanallarına ait ilk çalışmalar yapılmıştır. 

Bu konularda ilk olarak 1937 yılında Andrew Fielding Huxley ve Alan Lloyd Hodgkin 

çalışmalar yapmıştır. Mürekkep balığının dev aksonunda yaptıkları çalışmada 1939 yılında 

hücre içi elektrotlar kullanarak ilk defa aksiyon potansiyelini kaydetmişler (170). Hodgkin ve 

grubu voltage clamp adını verdikleri bu teknikle hücre zarı akımlarını ölçmüşler. Daha sonra 

ise Neher ve Sakmann yama kenetleme (patch clamp) adını verdikleri tekniği kullanarak tek bir 

iyon kanalından geçen iyon akımını kayıt etmeyi başarmışlar. Bu çalışmalarından dolayı 

kendilerine 1991 yılı Nobel ödülü verilmiştir (171). 

Yama kenetleme tekniği, hücre zarındaki kanalların iyon akımlarını incelemek için yaygın 

olarak kullanılan bir elektrofizyolojik tekniktir. Yama kenetleme tekniği, pipet içerisindeki 

elektrot vasıtası ile hücrelerdeki voltaj değişikliklerini ölçme esasına dayalıdır. Bu teknik iyon 

kanallarının biyofiziksel, fizyolojik ve farmakolojik özelliklerinin belirlenmesi açısından 

önemlidir. Yama kenetleme tekniği ilk keşfedildiğinde küçük bir hücre zarı parçasının 

voltajının kontrol edilmesinde kullanılmıştır. Şimdi ise zar üzerinde mikropipet yardımıyla hem 

voltaj kenetlemede hem de akım kenetlemede kullanılmaktadır.  

Bu tekniğin genel olarak uygulama alanları; akım kenetleme (current clamp) ve voltaj 

kenetleme (voltage clamp)  olmak üzere ikiye ayrılır. Akım kenetleme çalışmalarında, hücreye 

büyüklüğü bilinen bir akım verilerek, hücrenin akıma karşı göstermiş olduğu voltaj yanıt 

ölçülür. Uygulanan bu akımlar, fizyolojik şartlarda hücreleri uyarıcı ya da inhibe edici 

karakterde olan sinaptik akımlara benzetilebilir. Bundan dolayı hücrelerin sinaptik 

aktivitelerinden kaynaklanan EPSP ya da İPSP durumlarını değerlendirmek için akım 

kenetleme çalışmaları yapılır. Voltaj kenetlemede ise hücre zarının voltajı kontrol edilmek 

suretiyle, iyon kanallarından geçen akım miktarı ölçülür. İyon kanallarının sahip olduğu 

aktivasyon, inaktivasyon ve deaktivasyon kinetikleri voltaj kenetleme çalışmalarıyla belirlenir 

(172). 



24 

 

Yama kenetleme tekniğinin; hücreye-yapışık (“on-cell” ya da “cell-attached”), tüm-hücre kaydı 

(“whole cell”),  içi-dışarda (“inside-out”) ve dışı-dışarda (“outside-out”) olmak üzere 4 farklı 

kayıt konfigürasyonu bulunur. Her bir konfigürasyonun kendine özgü uygulama alanı 

olduğundan dolayı, hangi konfigürasyonun kullanılacağı, çalışılan iyon kanalının tipine ve 

çalışmanın amacına bağlı olarak değişiklik göstermektedir. Çalışmamızda hücrede bulunan tüm 

iyon kanallarının oluşturduğu akımın özelliklerinin ölçülmesi hedeflendiği için tüm-hücre kayıt 

konfigürasyonu kullanıldı. Eğer tek bir ASIC kanalının özellikleri çalışılacak olsaydı dışı-

dışarda veya içi dışarda konfigürasyonları kullanılacaktı. Pipet hücreye yapışık (cell-attached) 

konfigürasyon oluşturulduktan sonra, pipet içinde mühürlenen hücre zarı parçası negatif bir 

basınç ile yırtılarak tüm-hücre kayıt konfigürasyonuna geçilir. Negatif basınç ile zar bütünlüğü 

bozulunca pipet solusyonu ile hücre içindeki sitoplazma karışmış olur. Pipet solusyonu ile 

sitoplazma sıvısı arasında iyonların konsantrasyonları farklıdır. Bundan dolayı kavşak 

(“junction”) potansiyeli oluşur. Kavşak potansiyeli, deneylerde yapılan voltaj değerlerine 

kavşak potansiyeli olarak -12 mV eklenmiştir. 

3.1.2. Yama kenetleme (Patch clamp) düzeneği 
Antivibratif masa: Yama kenetleme deneylerinde çevredeki insan ve araçların hareketleri, 

pipetin titreşim göstermesine neden olur. Pipetin titremesi ise hücrenin hasarlanmasına neden 

olarak hücrenin kaybedilmesine yol açar. Bundan dolayı zemindeki titreşimlerin pipete 

yansımasına engel olmak için antivibratif masa kullanılmaktadır. Antivibratif masalarda; 

masanın üst tablası ayaklarından bağımsız olarak nitrojen gazı veya hava basıncı vasıtasıyla 

havada tutularak deney sırasında zeminde oluşan titreşimler masa üzerindeki cihazlara 

yansıması önlenir (Şekil 3.1). 

İnverted mikroskop: Yama kenetleme deneylerinde hücrelerin görüntülenmesi ve hücre zarı ile 

mikropipet ucunun yama kenetleme durumunun oluşturulması için inverted mikroskop 

kullanılır. İnverted mikroskop, kayıt sırasında pipet ile hücrenin pozisyonunun gözlemlenmesi 

ve kaliteli bir gigasealin oluşması için gereklidir. Yama kenetleme deneylerinde objektifleri su 

altında çalışabilen bu mikroskoplar kullanılmalıdır (Şekil 3.1).  

Makro ve mikro manipülatörler: Mikropipet ucunun hücre yüzeyine hassas bir şekilde 

yaklaştırılarak gigaseal oluşturulması amacıyla kullanılır. Pipet ucu, hücre ile aynı seviyeye 

inene ve her ikisi aynı odak noktasında görülene kadar makro manipülatörler kullanılır. Daha 

sonra ise ince hareketler için mikromanipülatörler kullanılır (Şekil 3.1). 



25 

 

Bilgisayar: Bilgisayar deney süresince kayıtların görüntülenmesi, kontrolü, elde edilen 

verilerin depolanması ve analizi için kullanılır (Şekil 3.1). 

A/D konverter: Hücreden alınan analog biyolojik sinyallerin dijital sinyallere dönüştürülmesi 

için A/D konverter kullanılır (Şekil 3.1). 

Ampflikatör (yükselteç): Ampfilikatör gigaseal oluşturduktan sonra hücreden kaynaklanan çok 

küçük elektriksel sinyallerin yükseltilerek bilgisayara aktarılması için kullanılır (Şekil 3.1). 

Pipet puller: Hücre içi kayıt almak için kullanılacak mikropipetlerin yapımında pipet puller 

kullanılır. Pipet puller cihazı, bir kapiller tüpe ortasından ısı verilirken uç kısımlarından eşit güç 

ve aynı zamanlama ile zıt yönlerde çekilmesi prensibi ile çalışmaktadır. Mikropipetler pipet 

puller cihazı kullanılarak borasilikat malzemeden yapılmış boyları 100 mm, dış çapı 1.2 mm ve 

iç çapı 0.68 mm olan cam tüplerden elde edilir.  

Diseksiyon mikroskobu: Dokudan kesitlerinin sağlıklı bir şekilde alınması için diseksiyon 

mikroskobu kullanılır. 

Vibratom: Dokudan kesitler elde etmek için vibratom kullanılır. Vibratom ile yapılacak 

çalışmaya göre istenilen kalınlıkta kesitler alınabilir. Bu çalışmada 150 mikrometre (µm) 

kalınlıkta kesitler kullanıldı.  

Perfüzyon sistemi: Kayıt odacığı içerisindeki hücrelerin iyon dengesini sağlamak için 

perfüzyon sistemi kullanılır. Solüsyonlar kayıt odacığına, boru ve vanalardan oluşan perfüzyon 

sistemiyle uygulanır.  

Oksijen tüpü ve taşları: Oksijen tüpü ve taşları ise hücrelerin oksijen ihtiyacı için perfüzyon 

sistemi ile birlikte kullanılır. 
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Şekil 3.1. Yama kenetleme (patch-clamp) sisteminin genel görünümü (antivibratif masa, 

mikroskop, yama kenetleme ampflikatörü, bilgisayar, mikro ve makro manipülatörler) 

 

3.2. Araştırma Protokolü 

Gaziantep Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma Birimi’nden etik kurul onayı alınarak 

çalışmalara başlanmıştır (protokol no:5 ve TF. DT.17.46 numaralı proje). Çalışma kapsamında 

ASIC mRNA’larının kohlear çekirdek dokusunda ifade edilip edilmedikleri Real Time-

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR) ile bu kanalın biyofiziksel karakterizasyonu ise 

yama kenetleme (patch clamp) tekniği kullanılarak yapılmıştır.   

 

3.2.1. Real time-polimeraz zincir reaksiyonu çalışmaları 
Real time-polimeraz zincir reaksiyonu çalışmalarında albino BALB/c ırkı 16 günlük, 75 günlük 

ve 2 yaşındaki fareler kullanılmıştır. Fareler dislokasyon yapıldıktan sonra stereo mikroskop 

altında kohlear çekirdek dokuları çıkarıldı ve daha sonra RT-PZR çalışmalarının yapılması için 

Elazığ Fırat Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı’na uygun 

şartlarda gönderildi. Kohlear çekirdek dokularından PureLink™ RNA Mini Kiti kullanılarak 
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RNA izolasyonu yapıldıktan sonra, elde edilen RNA örneklerinden 10 μl kullanılarak cDNA 

sentezi yapıldı. Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin 

varlığında Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edildi. Daha sonra 

gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), ACCN1, ACCN2 ve ACCN3 genlerinin 

belirlenmesi için Tablo 3.1’de verilen primerler kullanılmıştır. RT-PZR analizleri sonucunda 

gen ifade düzeylerinin hesaplanmasında 2-ΔΔCT metodu kullanılmıştır. 

Tablo 3.1. RT-PZR’ da kullanılan primerler 

TaqMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD, 250μl 

Primer Katalog Numarası 

GAPDH Mm99999915-91 

Accn1 (ASIC1 geni) Mm00475691-ml 

Accn2 (ASIC2 geni) Mm01305997-ml 

Accn3 (ASIC3 geni) Mm00805460-ml 

 

Real Time-PZR üç tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. RT-PZR plate hazırlanırken cDNA 

örneklerinden her bir kuyucuğa 2 μl örnek konuldu. Buz üzerinde her bir örnek için 5 μl 

TaqMan Master Mix, 2.5 μl nükleaz içermeyen su ve 0.5 μl primer hibridizasyon probu olacak 

şekilde örnek sayısına göre hesaplanan bileşen miktarları ependorflara koyularak vortekslendi 

(Tablo 3.2). Plate’deki cDNA örneklerinin üzerine 8 μl hazırlanan karışımdan eklenerek 

plate’in üzeri optik yapıştırıcı filmle kapatılmıştır. Plate örneklerin tamamen dibe çökmesi ve 

oluşan kabarcıkların yok edilmesi amacıyla Mini plate spin cihazında 1 dakika santrifüj edildi. 

Tablo 3.2. RT-PZR için her bir kuyucuğa konan bileşikler 

Bileşikler Hacim(μl) X Örnek Sayısı 

cDNA 2.0 

Primer 0.5 

TaqMan Mix 5.0 

Nükleaz içermeyen H2O 2.5 

Toplam 10 

 

Genlerin ifade seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PZR sistemi ile ölçüldü. 

Çalışmada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanıldı. Isı koşulları 50ᵒC’de 2 
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dakika, 95ᵒC’de 10 dakika X 40 siklus, 95ᵒC’de 15 saniye ve 60ᵒC’de 1 dakika olacak şekilde 

ayarlanmıştır (Tablo 3.3). 

Tablo 3.3. Uygulanan RT-PZR programı 

RT-PZR X 40 döngü 

 1. Adım 2. Adım 3. Adım 4. Adım 

Sıcaklık 50 ᵒC 95 ᵒC 95 ᵒC 60 ᵒC 

Zaman 2 dk 10 dk 15 dk 1 dk 

  

3.2.2. Yama kenetleme çalışmaları  
Yama kenetleme çalışmalarında albino BALB/c ırkı 14-17 günlük yaşta fareler kullanılmıştır. 

Bu yaştaki farelerin kullanılmasının nedeni; işitme yolağındaki nöronlar gelişimlerini büyük 

oranda tamamlamış olmalarıdır. Bu yaştan daha genç hayvanlarda yolaklar tam olarak 

gelişmediği, iyon kanalları ve hücreler gelişimlerini tamamlamadığı için elde edilen veriler 

yetişkin hayvanlardaki durumu yansıtmayacaktır. Daha yaşlı farelerde ise bağ doku çok fazla 

geliştiği için kesit alma sırasında hücrelerin aşırı hasarlanmasına yol açacak ve hücre içi kayıt 

yapmak neredeyse imkânsız hale gelecektir (173).  

 

3.2.2.1. Kohlear çekirdek dokusu kesitlerinin hazırlanması 
Çalışmada kullanılan hayvanların kafası anestezi altında kesildi (dekapite edildi). Hayvanın 

başı sürekli oksijenlenen normal yapay beyin omurilik sıvısı (yBOS) içerisine alındı ve beyin 

sapından çıkan kraniyal sinirleri gerdirmeden diseksiyon yapıldı. Kafatası alındıktan sonra 

yaklaşık olarak 60º açıyla inferior kollikulus-superior kollikulus seviyesinden kesilerek beyin 

sapı çıkarıldı. İnferior kollikulus aşağıya gelecek şekilde, beyin sapının bulunduğu kısım teflon 

blok üzerine yapıştırıldı. Bu yapıştırma işlemi için cyanoacrylate (japon) bir yapıştırıcı 

kullanıldı. Daha sonra ise bu teflon blok vibratomdaki yerine yerleştirilerek, titreşimli vibratom 

ile 150 µm kalınlığında koronal kesitler alındı. Bu işlemler sürekli oksijenlenen normal yBOS 

sıvısında yapıldı. Sürekli oksijenlenmekte olan normal yBOS solüsyonunda yaklaşık olarak 15-

30 dakika inkübe edilen kesitler, intrasellüler kayıt almak üzere 0,3 ml solüsyon hacmine sahip 

kayıt odacığına alındı. Son olarak kayıt odacığı mikroskopa yerleştirildi ve yama kenetleme 

tekniği kullanılarak kohlear çekirdek dokusundaki hücrelerden kayıt alındı.  Perfüze edilen 

yBOS solüsyonun sıcaklığı termoregülatörle 33 oC ‘de sabit tutuldu (87). 
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3.2.2.2. Kohlear çekirdek dokusundan yama kenetleme kayıtlarının alınması 
Yama kenetleme kayıtları, yama kenetleme mikropipetleri kullanılarak alınmıştır. Yama kenetleme 

mikropipetleri 1,2 mm dış çapa sahip olan borosilikat cam pipetler kullanılarak üretilmiştir. Bu 

pipetlerin üretiminde Brown-Flaming P-97 model Sutter puller cihazı kullanıldı. Bu pipetlerden uç 

dirençleri 4-7 M  olanları deneylerde kullanıldı. Kayıt odacığına alınan kohlear çekirdek 

kesitlerindeki hücrelerden, önce hücreye-yapışık konfigürasyon elde edildi. Yani gigaseal direnci  (>1 

gigaohm) oluşturuldu. Gigaseal oluştuktan sonra insülin enjektörü vasıtasıyla mikropipet içerisine 

zayıf negatif basınç uygulanarak pipetin ucundaki zar kısmı yırtılarak tüm hücre kayıt 

konfigürasyonuna geçildi. Tüm kayıtlar, tüm hücre kayıt konfigürasyonunda alındı. Axopatch 200B 

model yama kenetleme amplifikatörü kullanılarak akım ve voltaj kenetleme deneylerinde veriler elde 

edildi. Analog kayıtlar 5-10 kHz bandında filtrelendi. Daha sonra elektrofizyolojik veriler 

analog/dijital dönüştürücü Digidata 1440 serisi (Axon Instruments, Foster City, CA) ile bilgisayara 

aktarıldı. Uyarı oluşturulması ve veri toplanması (data acquisition) için yazılım olarak Clampex (Axon 

Instruments) ve verilerin analizi için Clampfit paket programları kullanıldı. Ayrıca şekillerin çizimi 

OriginLab pro 2016 versiyon 9,3 paket programı ile yapıldı. 

 

3.2.2.3. Kohlear çekirdek dokusundaki hücrelerin tanımlanması 
Kohlear çekirdek hücrelerinin tanımlanması; lokalize oldukları bölgelere ve akım enjeksiyonlarına 

verdiği voltaj yanıtlarına göre yapılmıştır.  Ventral kohlear çekirdekte biyofiziksel özellikleri 

farklı olan üç hücre tipi bulunmaktadır (7, 93). Bu hücrelerden ahtapot tipi sinir hücreleri, 

posteriyoventral kohlear çekirdeğin dorsal ve kaudal’inde bulunurlar. Yıldız tipi ve çalı tipi 

sinir hücreleri ise ventral kohlear çekirdeğin anteriyor bölümünde bulunurlar (7, 8). In vitro 

çalışmalardan elde edilen kayıtlarda çalı tipi ve ahtapot tipi hücrelerinin, eşik değeri aşacak 

depolarize edici akımlara yanıt olarak sadece bir aksiyon potansiyeli oluşturdukları 

gösterilmiştir (7).  Diğer taraftan yıldız tipi hücreler ise çok sayıda aksiyon potansiyeli 

oluştururlar (13, 174). Çalışmamızda düşük pH’lı yBOS uygulaması, kohlear çekirdek 

hücrelerinden yıldız ve çalı hücrelerinde ASIC akımlarının oluşmasına neden olmuştur. Fakat 

ahtapot hücrelerinde ise tipik ASIC akımı elde edilememiştir. Asite duyarlı iyon kanallarından 

kaynaklanan akımların kaydedilmesi için hızlı perfüzyon sistemine ihtiyaç olduğu rapor 

edilmiştir (175). Ahtapot hücreleri, kohlear çekirdek içinde miyelinli liflerin yoğun olarak 

geçtiği bölgede yer alması nedeni ile perfüzyon solüsyonunun hızlı bir şekilde hücrelerin 

bulunduğu derinliklere giremediği ve ASIC kanallarının hızla duyarsızlaşmasına neden olduğu 
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düşünülmektedir. Bu nedenle ahtapot hücrelerinden tipik ASIC akımları elde edilemediği için 

bu hücreler çalışmaya dahil edilmemiştir.  

 

3.3. Hızlı perfüzyon sistemi 
ASIC kanalları hızlı bir şekilde aktiflendiği ve duyarsızlaştığı için yapılan çalışmalarda hızlı 

perfüzyon sistemi kullanılmıştır (1, 126). Bundan dolayı bu çalışmada da hızlı perfüzyon 

sistemi kullanıldı (Şekil 3.2). Perfüzyon sistemi ile sürekli 15 ml/dakika hızda oksijenlenmiş 

yBOS perfüze edilmiştir. Ayrıca perfüzyon solüsyonunun girişi kesit üzerindeki kayıt alınan 

hücre üzerine hizalandı. Düşük pH’lı yBOS kayıt alınan hücreye 10 saniye süre ile uygulandı. 

Asite duyarlı iyon kanalları hızlı duyarsızlaşan kanallar oldukları için, ASIC akımlarının 

aktivasyonunu tekrar indüklemek için en az 6 dakika süre beklenmiştir. Asidik solüsyon 

uyguladıktan sonra, 6 dakikanın altındaki tekrar asidik solüsyon uygulamalarında akım 

oluşmamıştır. 
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Şekil 3.2. Hızlı perfüzyon sistemi. A: yBOS solüsyonu açık, asidik solüsyon kapalı. B: asidik 

solüsyon açık, yBOS solüsyonu kapalı. 

 

3.4. Solüsyonlar 

Çalışmada pipet solüsyonu, perfüzyon solüsyonu, Na+ olmayan solüsyon, Ca2+ olmayan 

solüsyon ve farklı pH değerlerine sahip (pH = 6,5, 6,0, 5,5, 5,0, 4,0) asidik solüsyonlar 

kullanıldı. 
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Pipet solüsyonu: İyonik komposizyonu açısından hücre içi sıvıya benzerlik gösterir. Bileşimi 

(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) şeklindedir. Solüsyonun pH’sı potasyum 

hidroksit (KOH) kullanılarak 7,40 olacak şekilde hazırlanmıştır (176). Kohlear çekirdek 

hücrelerinden uzun süre istikrarlı kayıtlar alınabilmesi için,  pipet solüsyonuna ATP, GTP ve 

fosfokreatinin eklendi (177). Pipet solüsyonu stok solüsyon şeklinde hazırlanarak -40ºC de 

muhafaza edildi ve her deney öncesi çıkarılarak kullanıldı.  

Perfüzyon solüsyonu:  Hücrelerin tespitinde perfüzyon solüsyonu olarak “normal yBOS” 

kullanıldı.  Normal yBOS solüsyonunun bileşimi 138 mM sodyum klorür (NaCl) (Merck), 4,2 

mM potasyum klorür (KCl) (Merck), 2,4 mM kalsiyum klorür (CaCl2) (Fluka), 1,3 mM 

magnezyum sülfat (MgSO4) (Merck), 10 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid (Merck), 10 mM glukoz (Sigma aldrich) olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Beyin kesitlerinin alınmasından en az 45 dk öncesinden ve deney süresince bu 

solüsyon sürekli karbojen gazıyla (95 % O2 + 5% CO2) oksijenlendirildi. Solüsyonun pH’sı 

7,35-7,40 olacak şekilde 1 M’luk sodyum hidroksit (NaOH) kullanılarak ayarlandı (7, 48). 

Na+ içermeyen solüsyon: Na+ içermeyen solüsyonu kanalların Na+ geçirgenliğinin belirlenmesi 

için kullanıldı. Na+ içermeyen solüsyon, normal yBOS solüsyondaki 138 mM sodyum klorür 

(NaCl) (Merck)  yerine 150 mM kolin klorid (C5H14CINO) (Fluka) kullanılarak hazırlanmıştır. 

Ca2+ içermeyen solüsyon: ASIC kanalları üzerine Ca2+ iyonunun etkisinin belirlenmesi için 

Ca2+ içermeyen solüsyon kullanıldı. Ca2+ içermeyen solüsyon, normal yBOS solüsyondaki 2,4 

mM kalsiyum klorür (CaCl2) (Fluka) yerine 6 mM Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-

N,N,N′,N′-tetraacetic acid (EGTA) (Sigma) kullanılarak hazırlanmıştır. 

Asidik solüsyonlar: Asite duyarlı iyon kanallarının varlığını belirlemek için perfüzyon 

solüsyonunun pH’sı 7,40’dan daha düşük pH’lara (pH = 6,5, 6,0, 5,5, 5,0, 4,0) indirilerek asidik 

solüsyonlar oluşturulmuştur. Perfüzyon solüsyonlarında kullanılan HEPES’in yerine asidik 

solüsyonlarda 2- [N-morpholino ethanesulfonic acid] (MES) (Sigma aldrich) aynı derişimde 

kullanılmıştır. ASIC akımlarını belirlemek için asidik solüsyonlarına ASIC kanal blokeri olan 

amilorid (0,01, 0,1, 1, 10 ve 100 mM) ve ASIC alt tiplerini belirlemek için kurşun (10 µM), 

çinko (300 µM) ve sodyum salisilat (1 mM) eklenmiştir (126). 

Kullanılan kimyasal ajanlardan amilorid perfüzyon solüsyonu içerisindeki oranı 1/1000’i 

geçmeyecek şekilde dimetil sülfoksit (DMSO) içerisinde ve diğer tüm kimyasal maddeler yBOS 
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solüsyonu içerisinde çözdürüldü. Solüsyonların ozmolaritesi 295-310 mOZM arasında tutuldu. 

Solüsyonlar kayıt odacığına, boru ve vanalardan oluşan hızlı perfüzyon sistemiyle uygulandı.  

3.5. Verilerin İstatistiksel Değerlendirilmesi 
Bu tez çalışmasında istatistiksel değerlendirme; Statistical Package for Social Science (SPSS) 

Versiyon 23,0 (SPSS inc, Chicago, USA) paket programı kullanılarak yapıldı. Yama kenetleme 

çalışmalarında asidik solüsyon uygulanmadan önce alınan kayıtlar ve asidik solüsyon 

uygulanması sırasında alınan kayıtlar arasında bir fark olup olmadığı incelendi.  Asidik 

solüsyon sırasında oluşan farkın belirlenmesinde Student’s t testi kullanıldı. RT-PZR 

çalışmalarında da gruplar arasındaki gen ifade düzeyleri arasındaki farklılıkların 

belirlenmesinde Student’s t testi kullanıldı. Sayısal değişkenler için tanımlayıcı istatistikler 

grup ortalaması ± standart hata (S.H.)  şeklinde ifade edildi. İstatistiksel değerlendirmede 

p˂0.05 değeri anlamlı olarak kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Real time-polimeraz zincir reaksiyon sonuçları 
Real time-polimeraz zincir reaksiyon (RT-PZR) analizi sonuçlarına göre 16 günlük, 75 günlük 

ve 2 yaşındaki albino BALB/c ırkı farelerin kohlear çekirdek dokularında ASIC1, ASIC2 ve 

ASIC3 iyon kanalı alt tiplerinin gen ekspresyonları mRNA düzeyinde tespit edilmiştir (Şekil 

4.1). 16 günlük fareler kontrol olarak kullanılarak 75 günlük ve 2 yaşındaki farelerin ASIC1, 

ASIC2 ve ASIC3 gen ifade düzeyleri yaşa göre karşılaştırıldı. Fare kohlear çekirdek 

dokusundaki ASIC1 geni mRNA düzeylerinin kontrol grubuna kıyasla 75 günlük ve 2 yaş 

gruplarında yaklaşık olarak yarı yarıya azaldığı tespit edildi. 75 günlük ve 2 yaş gruplarının gen 

ifade düzeylerindeki azalma, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde bulundu (p<0.05) (Şekil 4.1). 

ASIC2 geni mRNA düzeylerinde kontrol grubuna göre 75 günlük ve 2 yaş gruplarında 

azalmanın olduğu bulunmuştur. 75 günlük gruptaki azalmanın istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde olduğu tespit edildi (p<0.05) (Şekil 4.1). Ancak 2 yaş grubunda meydana gelen 

azalmanın, istatistiksel olarak anlamlı düzeyde olmadığı belirlenmiştir (p>0,05). ASIC3 

geninin mRNA düzeyleri ise 75 gün ve 2 yaş gruplarında kontrol grubuna kıyasla bir azalmanın 

meydana geldiği fakat bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı düzeyde olmadığı saptanmıştır 

(p>0,05) (Şekil 4.1). 
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Şekil 4.1. RT-PZR analizi ile fare kohlear çekirdek dokusunda ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 iyon 
kanalı genlerinin mRNA düzeyleri. * p<0,05 16 günlük ASIC1 geni ile karşılaştırıldığında. # 

p<0,05 16 günlük ASIC2 geni ile karşılaştırıldığında. 

 

4.2. Yama kenetleme (patch clamp) bulguları 

4.2.1. Voltaj kenetleme bulguları 
Voltaj kenetleme, genelde voltajla aktive edilmiş akımları kaydetmek için yaygın olarak 

kullanılan yama kenetleme protokolüdür. Voltajla aktive edilmiş akımları kaydetmek için aynı 

sürelere sahip değişen amplitütlerde voltaj adımlar uygulanır. Voltaj adımlar, genellikle 

hücrede voltajla aktive olan çoğu iyon kanalının kapalı olduğu istirahat zar potansiyeline yakın 

bir değer olan tutma potansiyelinden (holding potential)  başlar. Fakat ASIC kanalları voltaja 

duyarsız olduğu için çalışmalarımızda kanallar voltajla değil, düşük hücre dışı pH’ya sahip 

solüsyon ile aktive edilmiştir. Yıldız hücreleri (istirahat potansiyeline yakın bir değerde)  -62 

mV tutma potansiyelinde, çalı hücreleri ise -52 mV tutma potansiyelinde tutularak asidik 

solüsyonlar uygulandı ve voltaj kenetleme kayıtları alındı. 

Hücre dışından hücre içine pozitif iyon girişiyle ya da hücre içinden hücre dışına negatif iyon 

çıkışıyla oluşan akıma ‘’içeriye doğru akım (inward akım)’’ denir. İçeriye doğru akımlar 

genellikle sodyum ve kalsiyum gibi iyonların geçişiyle oluşur. Hücre dışından hücre içine 

negatif iyon girişi ya da hücre içinden hücre dışına pozitif iyon çıkışı dışarıya doğru akım 

(outward akım) olarak adlandırılır. Dışarıya doğru akımlar ise genellikle potasyum iyonlarının 
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hücreyi terk etmesi neticesinde meydana gelir. Voltaj kenetleme çalışmalarımızda içeriye doğru 

akımlar kaydedilmiştir.  

Voltaj kenetleme kayıtlarında 14-17 günlük fare kohlear çekirdeklerinden alınan kesitlerdeki 

121 yıldız ve 61 çalı hücrelerine düşük hücre dışı pH’ya sahip solüsyonlar uygulandı. Düşük 

hücre dışı pH’nın hücrelerde oluşturduğu etki incelendi.  

 

4.2.1.1 Yıldız tipi nöronlarda düşük hücre dışı pH ile aktiflenen ASIC akımları  

4.2.1.1.1 Farkı pH değerlerinin ASIC akımları üzerine etkisi 
Kohlear çekirdeğin yıldız tipi nöronlarında asit kaynaklı akımları araştırmak için, hücre dışı 

çözeltideki pH düşüşüne bu nöronların tepkileri tüm hücre yama-kenetleme tekniği kullanılarak 

kaydedildi. Mevcut deneylerde, yıldız hücrelerinin ortalama istirahat zar potansiyeli – 63,7 ± 

0,71 mV (n = 42 ) olarak bulunmuştur. Bundan dolayı yıldız hücreleri – 62 mV tutma 

potansiyelinde (holding potansiyel) tutularak kayıtlar alındı. Asidik solüsyon, nöronların 

çoğunu içe doğru akımlar oluşturarak uyardı. Asitle indüklenen akımların genlikleri, pH'ya 

karşı yüksek duyarlılık gösterdi (Şekil 4.2A). pH’sı 7,4 ile 4 arasında değişen asidik solüsyonlar 

uygulandı. Değişik asidik solüsyonlarda oluşan akımların tepe değerleri ile elde edilen pH 

değerlerinin arasındaki ilişki grafiksel olarak gösterildi. Bu ilişki, sigmoidal Bolzman 

fonksiyonu ile fit yapıldı. Bu analizden elde edilen yarı maksimum aktivasyon pH değeri 

(pH50), yani ASIC kanallarından geçen toplam akımın %50’sinin geçebilmesi için gerekli pH 

değeri, 5,84 ± 0,08 olarak bulunmuştur. Ayrıca eğim faktörü (Hill slope faktör, nH) değeri de 

0,17 olarak bulunmuştur (Şekil 4.2B).  
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Şekil 4.2. Düşük hücre dışı pH değerlerinin ASIC akımları üzerine etkisi. A: Yıldız 
hücrelerinde pH’sı 7,0, 6,5, 6,0, 5,5, 5,0 ve 4,0 olan perfüzyon solüsyonu yBOS ile aktiflenen 

içe doğru akımlar. B: Yıldız hücrelerindeki ASIC’lerin kararlı durum aktivasyon eğrisi. 

 

4.2.1.1.2. Amilorid’in yıldız nöronlarındaki ASIC akımı üzerine etkisi 

Yıldız hücrelerinde düşük hücre dışı pH ile oluşan içe doğru akımların, ASIC’den mi 

kaynaklandığını belirlemek için ASIC blokörü olan amilorid uygulandı. pH 5 de oluşan 

akımları 100 µM amilorid %71,4 ± 3,4 oranında azaltmıştır (Şekil 4.3A). Amiloridin inhibisyon 

etkisi kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05 n= 7) (Şekil 4.3B). Amilorid’in 

bu inhibisyon etkisini doza bağımlı olarak gerçekleştirdiği ve yarı maksimum inhibisyon 

konsantrasyonunun (IC50) 32,5 ± 0,4 µM ve eğim faktörü (slope, nH) 4,95 olarak bulunmuştur 

(Şekil 4.4B n=30 ). 
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Şekil 4.3. Amiloridin yıldız hücrelerinde oluşan ASIC akımları üzerine etkisi. A: pH’sı 5 olan 
yBOS solüsyonuna amilorid (100 µM) uygulandığında ASIC akımının genliği önemli düzeyde 
azalmıştır. Amilorid solüsyondan çıkarıldığında ise ASIC akımının genliği kontrol düzeyine 
dönmüştür. B: yBOS solüsyonuna amilorid (100 µM) uygulandığında normalize ASIC akımı 
bar grafiği ile gösterilmiştir. * p<0.05 kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. 
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Şekil 4.4. Amilorid’in yıldız hücrelerindeki ASIC akımı üzerine doza bağımlı inhibisyon etkisi. 
A: pH’sı 5 olan yBOS solüsyonuna amilorid 10 µM konsantrasyonda uygulandığında ASIC 
akımının genliği azalmıştır. Aynı solüsyona amilorid 100 µM konsantrasyonda uygulandığında 
ise ASIC akımının genliği daha da azalmıştır. B: pH’ı 5 olan yBOS solüsyonu ile indüklenen 
ASIC akımları 0,01, 0,1, 1, 10 ve 100 µM konsantrasyonlarda amilorid uygulanmasıyla doza 
bağımlı olarak inhibe edildi. İstatistiksel veriler sigmoidal Bolzman fonksiyonu ile fit yapıldı 
yarı maksimum inhibisyon konsantrasyon (IC50) değeri ) 32,5 ± 0,4 µM (n=30) ve eğim faktörü 
(nH) 4,95 olarak hesaplanmıştır. 

 

4.2.1.1.3. Yıldız nöronlarındaki ASIC’lerin sodyum iyonuna geçirgenliği 
Düşük hücredışı pH ile aktiflenen bu kanalların sodyum geçirgenliği yBOS solüsyonundan 

sodyum klorür çıkarılarak test edilmiştir. Sodyum klorür bulunan normal yBOS solüsyonunda 

pH’yı 7,4 den 5,0’e düşürüldüğünde 800 ± 250 pA (n= 7)  içe doğru akım oluşurken, sodyum 

olmayan (0 mM Na+) solüsyonda ortalama olarak 100 ± 50 pA (n= 7)  akım oluşmuştur. Tekrar 

sodyum klorür bulunan normal yBOS solüsyonunda pH 5’de kayıt alındığında, akımın genliği 

normal değerlerine dönmüştür. Bu veriler; yıldız hücrelerinde asit kaynaklı oluşan akımın, esas 

olarak sodyum iyonu tarafından taşındığını göstermiştir (Şekil 4.5A). Sodyum klorür 

bulunmayan (0 mM Na+) solüsyonda oluşan içe doğru akımlardaki azalma, kontrole (sodyum 

bulunan) göre istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (%87,5 ± 6,2, p<0.05) (Şekil 4.5B). 
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Şekil 4.5. Yıldız hücrelerinde düşük hücredışı pH ile oluşan ASIC akımlarının Na+ iyonuna 

bağımlılığı. A: pH’sı 5 olan yBOS solüsyonundan sodyum klorür çıkarılarak (0 mM Na+)  

uygulandığında ASIC akımının genliği önemli düzeyde azalmıştır (% 87.5 ± 6.2, n= 7). Tekrar 

pH’sı 5 olan yBOS solüsyonu uygulandığında ise ASIC akımının genliği kontrol düzeyine 
dönmüştür. B: yBOS solüsyonu ve 0 mM Na+ solüsyonu uygulandığında normalize ASIC akımı 
bar grafiği ile gösterilmiştir. * p<0.05 kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. 

 

4.2.1.1.4. Kalsiyum iyonunun yıldız nöronlarındaki ASIC’ler üzerine etkisi 
Asite duyarlı iyon kanallarına hücre dışı kalsiyumun etkisini belirlemek için 2,4 mM kalsiyum 

klorür bulunan normal yBOS ve kalsiyum klorür bulunmayan (0 mM Ca2+) solüsyonlar 

kullanıldı. Normal yBOS solüsyonunda pH’yı 7,4 den 5,0’e düşürdüğümüzde 500±100 pA (n= 

7)   içe doğru akım oluşurken, kalsiyum klorür bulunmayan (0 mM Ca2+) solüsyonda ortalama 

700±200 pA (n= 7)   akım oluştu. Bu veriler hücre dışı kalsiyum miktarının azalmasının, yıldız 

hücrelerindeki asit kaynaklı akımları artırdığını gösterdi (Şekil 4.6A). Hücre dışı kalsiyum 

bulunmayan solüsyonda (0 mM Ca2+) oluşan ASIC akımlarındaki artma, 2,4 mM kalsiyum 

bulunan solüsyona göre istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05) (Şekil 4.6B). 
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Şekil 4.6. Yıldız nöronlarındaki asitle aktiflenen akımlara hücre dışı Ca2+’un etkisi. A: pH’sı 5 
olan yBOS solüsyonundan kalsiyum klorür çıkarılarak (0 mM Ca2+) uygulandığında ASIC 
akımının genliği önemli düzeyde artmıştır. B: yBOS solüsyonundan kalsiyum klorür 
çıkarıldığında normalize ASIC akımları bar grafiği ile gösterilmiştir. * p<0.05 2.4 mM Ca2+ 

grubu ile karşılaştırıldığında. 

 

4.2.1.1.5. Yıldız nöronlarındaki ASIC akımlarının duyarsızlaşma zaman sabiti   
Duyarsızlaşma zaman sabiti (decay time constant), akım genliğinin %37’sine düşünceye kadar 

geçen süre olarak değerlendirilir (Şekil 4.7A). Yıldız hücrelerindeki ASIC akımlarının 

duyarsızlaşma zaman sabiti değerleri: pH 4 de 1,39 ± 0,02 s, pH 5 de 1,45 ± 0,03 s, pH 5,5 de 

1,57±0,05 s, pH 6 de 2,32 ± 0,07 s ve pH 6,5 de 2,48 ± 0,06 s olarak bulunmuştur (n= 42). 

Hücredışı pH düştükçe yıldız hücrelerinin duyarsızlaşma zaman sabiti azalmıştır. Yani pH 

azaldıkça kanal daha çabuk duyarsızlaşmaktadır (Şekil 4.7B).  
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Şekil 4.7. Yıldız hücrelerindeki ASIC akımlarının duyarsızlaşma zaman sabiti. A: 

duyarsızlaşma zaman sabitinin değeri, ASIC akımının tepe değerinden (1. kesik çizgi) sıfır 
değerine ininceye kadarki (2. kesik çizgi) akım trasesi (siyah düz) üstsel fonksiyon (kırmızı 
renkte düz çizgi ile gösterilmiştir) ile uyarlanması yapılarak elde edilmiştir.  B: ASIC 

akımlarının farklı pH konsantrasyonlarındaki zaman sabiti değerleri bar grafiği ile 
gösterilmiştir. 

 

4.2.1.1.6. Yıldız nöronlarındaki ASIC alt tiplerinin belirlenmesi 
Kohlear çekirdekteki yıldız hücrelerinde hangi ASIC alt tiplerinin ifade edildiği daha önce 

çalışılmamıştır. Bu nedenle bazı alt tiplerine özgü ASIC modülatörleri kullanılarak, yıldız 

hücrelerinde bulunan ASIC alt tipleri belirlenmiştir. Hücre dışı Ca2+’nın, ASIC aracılı akımlar 

üzerinde inhibitör etkilere sahip olduğu daha önceki yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Hücre 

dışı Ca2+ ile ASIC1a ve ASIC3 homomerik kanallarının yüksek oranda ve ASIC1b, ASIC2a 

homomerik ve ASIC1a + ASIC2a heteromerik kanalları düşük düzeylerde inhibe ettiği daha 

önce belirtilmiştir (1, 164). Mevcut çalışmada da hücre dışı Ca2+ konsantrasyonu azaldıkça, 

pH’sı 5,0 olan yBOS ile aktiflenen ASIC akımının genliği artmıştır. Bu bulgular, kohlear 

çekirdek nöronlarındaki yıldız hücrelerinde homomerik ASIC1a ve ASIC3 olabileceğini 

düşündürmektedir. Bundan dolayı homomerik ASIC1a kanallarının varlığını göstermek için 

spesifik blokörü olan kurşun (Pb2+) 10 µM konsantrasyonunda kullanılmıştır. Mikromolar 
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konsantrasyonda kurşunun seçici olarak ASIC1 altbirimini içeren ASIC’leri inhibe ettiği 

bildirilmiştir (112).  

Kontrol solüsyonunda pH 5,0 da ortalama olarak 600±100 pA (n= 7) içe doğru akım 

oluşmuştur. 10 µM Pb2+ uygulandığında ASIC akımının genliği 500±70 pA’ya (n= 7)  

düşmüştür. Kurşun pH 5,0 da aktiflenen akımları kontrole göre %16,6 ± 6,3 oranında azalttı. 

Bu azalma kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05, n = 7).  Bu veriler, yıldız 

hücrelerinde ASIC1a’nın bulunduğunu göstermektedir (Şekil 4.8A). 

Önceki yapılan çalışmada, çinko (Zn2+)’nin asidik solüsyon ile birlikte uygulanmasının, 

ASIC2a içeren kanal aracılı akımların genliğini seçici olarak arttırdığı gösterilmiştir (110).  

Bundan dolayı ASIC2a alt tipinin varlığını belirlemek için, ASIC2a akımlarını güçlendiren 

çinko (Zn2+) 300 µM konsantrasyonda kullanılmıştır. Kontrol solüsyonunda pH 5’te 600±120 

pA (n= 7)  içe doğru akım oluşmuştur. Zn2+ (300 µM) uygulandığında ise ASIC akımının 

genliği 720±150 pA’ya (n= 7) artmıştır. Zn2+ (300 µM)  varlığında pH 5 te oluşan akımın genliği 

kontrole göre önemli oranda arttı (%20,0 ± 6,3 %; n = 7). Bu akımın genliğindeki artış, kontrole 

göre istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05, n = 7) (Şekil 4.8B). 

 

Şekil 4.8. Yıldız hücrelerindeki ASIC akımlarının hücre dışı Pb2+ ve Zn2+ ile modülasyonu. A: 

pH 5 olan yBOS solüsyonuna Pb2+ (10 µM) uygulandığında ASIC akımının genliği önemli 
düzeyde azaldı. Tekrar pH’sı 5,0 olan yBOS solüsyonu uygulandığında ASIC akımının genliği 
artmıştır. B: pH 5,0 olan yBOS solüsyonuna Zn2+ (300 µM) uygulandığında ASIC akımının 
genliği önemli oranda artmıştır. Tekrar pH’sı 5 olan yBOS solüsyonu uygulandığında ASIC 
akımının genliği kontrol düzeylerine dönmüştür. 
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Fakat Zn2+’in yüksek konsatrasyonda ASIC2a akımlarını güçlendirirken, düşük 

konsantrasyonda ASIC1a akımlarını azalttığı bildirilmiştir (110). Bundan dolayı ASIC2a’ın 

varlığını doğrulamak için, Zn2+ spesifik ASIC1a blokörü olan Pb2+ ile birlikte uygulandı. 

Kontrol solüsyonunda pH 5 de ortalama olarak 500±110 pA (n= 7) içe doğru akım oluşmuştur. 

Pb2+ (10 µM) uygulandığında 420±85 pA (n= 7)  içe doğru akım kaydedilmiştir. Pb2+ (10 µM) 

ile birlikte Zn2+ (300 µM) uygulandığında ise ASIC akımının genliği 650±150 pA (n= 7) olarak 

ölçülmüştür.  Pb2+ (10 µM) ve Zn2+ (300 µM) varlığında pH 5 de oluşan akımın genliği kontrole 

göre %30,1 ± 4,2 oranında artmıştır.  Bu artış, istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05) 

(Şekil 4.9B). Bu veriler, yıldız hücrelerinde ASIC2a’nın bulunduğunu düşündürmektedir (Şekil 

4.9A). 

 

Şekil 4.9. Yıldız hücrelerindeki ASIC akımlarına Pb2+ ve Zn2+’in birlikte uygulanmasının 
etkisi. A: pH’ı 5 olan yBOS solüsyonuna Pb2+ (10 µM) uygulandığında ASIC akımının genliği 
önemli düzeyde azaldı. Pb2+ (10 µM) ve Zn2+ (300 µM) birlikte uygulandığında ise ASIC 
akımının genliği, kontrol düzeyinden de daha büyük seviyelere ulaşmıştır. B: yBOS 

solüsyonuna Pb2+ (10 µM) ve Pb2+ (10 µM) + Zn2+ (300 µM) uygulandığında normalize ASIC 
akımı bar grafiği ile gösterilmiştir. * p<0.05 kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. # p<0.05 Pb2+ 

grubu ile karşılaştırıldığında. 
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Asetilsalisilik asit veya sodyum salisilat’ın, ASIC3 alt biriminin spesifik blokörü olduğu 

gösterilmiştir (113). Voilley ve arkadaşları (2001) yaptıkları bu çalışmada, 1 mM salisilik 

asit’in, ASIC3 homomerik kanal aracılı akımları tamamen inhibe ettiğini göstermişlerdir. 

Kohlear çekirdek nöronlarındaki yıldız hücrelerinde ASIC3 alt tipinin varlığını belirlemek için 

spesifik blokörü olan sodyum salisilat 1 mM konsantrasyonda kullandı. Kontrol solüsyonunda 

pH 5 de ortalama olarak 800±150 pA (n= 7) içe doğru akım oluşmuştur. Sodyum salisilat (1 

mM) uygulaması, ASIC akım genliğini değiştirmemiştir (p>0,05; n = 7) (Şekil 4.10A ve 

4.10B). Bu veriler yıldız hücrelerinde ASIC3’ün bulunmadığına işaret etmektedir. 

 

 

Şekil 4.10. Yıldız hücrelerindeki ASIC akımlarına sodyum salisilat’ın etkisi. A: pH’ı 5 olan 
yBOS solüsyonuna sodyum salisilat (1 mM) uygulandığında ASIC akımının genliğinde önemli 
bir değişiklik olmadı. B: yBOS solüsyonuna sodyum salisilat (1 mM) uygulandığında 
normalize ASIC akımı bar grafiği ile gösterilmiştir. 

 

 

4.2.1.2. Çalı tipi nöronlarda düşük hücre dışı pH ile aktiflenen ASIC akımları  
4.2.1.2.1. Farkı pH değerlerinin ASIC akımları üzerine etkisi 
Kohlear çekirdeğin çalı tipi hücrelerinde asit kaynaklı akımlar, yıldız tipi hücrelerde olduğu 

gibi tüm-hücre yama kenetleme konfigürasyonu kullanılarak kaydedildi. Mevcut deneylerde 

çalı hücrelerinin ortalama istirahat zar potansiyeli – 55,2 ± 0,36 mV (n = 15 ) olarak 
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bulunmuştur. Çalı hücreleri – 52 mV tutma potansiyelinde (holding potansiyel) tutularak 

kayıtlar alınmıştır. Asidik solüsyon, yıldız hücrelerinde olduğu gibi çalı hücrelerinde de içe 

doğru akımlar oluşturmuştur. Asitle indüklenen akımların genlikleri, pH'ya karşı yüksek 

duyarlılık gösterdi (Şekil 4.11A). pH’sı 7,4 ile 4 arasında değişen asidik solüsyonların 

uygulanmasıyla oluşan ASIC akımların tepe değerleri ile elde edilen pH değerlerinin arasındaki 

ilişki sigmoidal Bolzman fonksiyonu ile fit yapılarak grafiksel olarak gösterildi. Bu analizden 

elde edilen yarı maksimum aktivasyon pH değeri (pH50) 5,81 ± 0,06 olarak ve eğim faktörü 

değeri (nH) 0,17 olarak bulunmuştur (Şekil 4.11B).  

 

Şekil 4.11. Düşük hücre dışı pH değerlerinin ASIC akımları üzerine etkisi. A: Çalı hücrelerine 

pH’ı 7,0, 6,5, 6,0, 5,5, 5,0 ve 4,0 olan asidik solüsyonlar uygulandığında içe doğru ASIC 

akımları oluşmuştur. B: Çalı hücrelerindeki ASIC’lerin kararlı durum aktivasyon eğrisi. 

 

4.2.1.2.2. Amilorid’in çalı nöronlarındaki ASIC akımı üzerine etkisi 

Çalı hücrelerinde düşük hücredışı pH ile oluşan içe doğru akımlara ASIC blokörü olan amilorid 

uygulanmıştır. pH 5,0 da oluşan amilorid akımları (100 µM) %83,3 ± 5,8  (n= 5) oranında azalttı 

(Şekil 4.12A). Amiloridin bu inhibisyon etkisi, kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (p<0.05) (Şekil 4.12B). Amiloridin inhibisyon etkisini doza bağımlı olarak 
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gerçekleştirdiği ve yarı maksimum inhibisyon konsantrasyonu (IC50) 32,1 ± 0,2 µM (n=12) ve 

eğim faktörü (nH) 4,95 olarak bulunmuştur (Şekil 4.13). 

 

Şekil 4.12. Amiloridin çalı hücrelerinde oluşan ASIC akımları üzerine etkisi. A: pH’sı 5 olan 
yBOS solüsyonuna amilorid (100 µM) uygulandığında ASIC akımının genliği önemli düzeyde 
azalmıştır. Amilorid solüsyondan çıkarıldığında ise ASIC akımının genliği kontrol düzeyine 
dönmüştür. B: yBOS solüsyonuna amilorid (100 µM) uygulandığında normalize ASIC akımı 
bar grafiği ile gösterilmiştir. * p<0.05 kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. 
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Şekil 4.13. Amilorid’in çalı hücrelerindeki ASIC akımı üzerine doza bağımlı inhibisyon etkisi. 
A: pH’sı 5 olan yBOS solüsyonuna amilorid 10 µM konsantrasyonda uygulandığında ASIC 
akımının genliği azalmıştır. Aynı solüsyona amilorid 100 µM konsantrasyonda uygulandığında 
ise ASIC akımının genliği daha da azalmıştır. B: pH’ı 5 olan yBOS solüsyonu ile indüklenen 
ASIC akımları 0,01, 0,1, 1, 10 ve 100 µM konsantrasyonlarda amilorid uygulanmasıyla doza 
bağımlı olarak inhibe edildi. İstatistiksel veriler, sigmoidal Bolzman fonksiyonu ile fit yapıldı  
yarı maksimum inhibisyon konsantrasyon (IC50) değeri 32,1 ± 0,2 µM (n=12) ve eğim faktörü 
(nH) 4,95 olarak hesaplanmıştır. 

 

4.2.1.2.3. Çalı nöronlarındaki ASIC’lerin sodyum iyonuna geçirgenliği 
Yıldız hücrelerinde olduğu gibi çalı hücrelerinde de ASIC’lerin sodyuma geçirgenliği, yBOS 

solüsyonundan sodyum klorür çıkarılarak belirlendi. Sodyum klorür bulunan normal yBOS 

solüsyonunun pH’sı 7,4’den 5,0’e düşürüldüğünde 700 ± 150 pA (n= 5) içe doğru akım 

oluşurken, sodyum olmayan (0 mM Na+) solüsyonda 100 ± 50 pA (n= 5) içe doğru akım 

oluşmuştur. Tekrar sodyum klorür bulunan normal yBOS solüsyonunda pH 5’de kayıt 

alındığında ASIC akımının genliği normal değerlerine dönmüştür (Şekil 4.14A). Sodyum 

klorür bulunmayan (0 mM Na+) solüsyonda oluşan içe doğru akımlardaki azalma, kontrole 

(sodyum bulunan) göre istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05) (Şekil 4.14B). Mevcut 

veriler, çalı hücrelerindeki asit kaynaklı oluşan akımın esas olarak sodyum iyonu tarafından 

taşındığını göstermiştir.  
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Şekil 4.14. Çalı hücrelerinde düşük hücredışı pH ile oluşan ASIC akımlarının Na+ iyonuna 

bağımlılığı. A: pH’sı 5 olan yBOS solüsyonundan sodyum klorür çıkarılarak (0 mM Na+)  

uygulandığında ASIC akımının genliği önemli düzeyde azalmıştır. Tekrar pH’sı 5 olan yBOS 
solüsyonu uygulandığında ise ASIC akımının genliği kontrol düzeyine dönmüştür. B: yBOS 

solüsyonu ve 0 mM Na+ solüsyonu uygulandığında normalize ASIC akımı bar grafiği ile 
gösterilmiştir. * p<0.05 kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. 

 

4.2.1.2.4. Kalsiyum iyonunun çalı nöronlarındaki ASIC’ler üzerine etkisi 

Çalı hücrelerinde asite duyarlı iyon kanallarına hücredışı kalsiyumun etkisi, 2,4 mM kalsiyum 

klorür bulunan normal yBOS ve kalsiyum klorür bulunmayan (0 mM Ca2+) solüsyonlar 

kullanılarak belirlendi. Normal yBOS solüsyonunda, pH 7,4’den 5,0’e düşürüldüğünde 400±50 

pA (n= 4) içe doğru akım oluştu, 0 mM Ca2+ solüsyonunda ise 650±100 pA (n= 4) akım oluştu 

(Şekil 4.15A). Hücre dışı kalsiyum bulunmayan solüsyonda (0 mM Ca2+) oluşan ASIC 

akımlarındaki artma, 2,4 mM kalsiyum bulunan solüsyona göre istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (p<0.05 ) (Şekil 4.15B). Verilerimiz, hücre dışı kalsiyum miktarının azalmasının, 

çalı hücrelerindeki asit kaynaklı akımları artırdığını gösterdi.  



50 

 

 

Şekil 4.15. Çalı nöronlarındaki asitle aktiflenen akımlara hücre dışı Ca2+’un etkisi. A: pH’sı 5 
olan yBOS solüsyonundan kalsiyum klorür çıkarılarak (0 mM Ca2+) uygulandığında ASIC 
akımının genliği önemli düzeyde artmıştır. B: yBOS solüsyonundan kalsiyum klorür 
çıkarıldığında normalize ASIC akımları bar grafiği ile gösterilmiştir. * p<0.05 2,4 mM Ca2+ 

grubu ile karşılaştırıldığında. 

 

4.2.1.2.5. Çalı nöronlarındaki ASIC akımlarının duyarsızlaşma zaman sabiti  

Çalı hücrelerindeki ASIC akımlarının duyarsızlaşma zaman sabiti değerleri: pH 4 de 1,08 ± 

0,03 s, pH 5 de 1,15 ± 0,03 s, pH 5,5 de 1,23±0,04 s, pH 6 de 1,98 ± 0,06 s ve pH 6,5 de 2,16 

± 0,07 s olarak bulunmuştur (n= 15). Hücredışı pH düştükçe, çalı hücrelerinin duyarsızlaşma 

zaman sabiti azalmıştır (Şekil 4.16B).  
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Şekil 4.16. Çalı hücrelerindeki ASIC akımlarının duyarsızlaşma zaman sabiti. A: 

Duyarsızlaşma zaman sabitinin değeri, ASIC akımının tepe değerinden (1. kesik çizgi) sıfır 
değerine ininceye kadarki (2. kesik çizgi) akım trasesi (siyah düz) üstsel fonksiyon (kırmızı 
renkte düz çizgi ile gösterilmiştir) ile uyarlanması yapılarak elde edilmiştir.  B: ASIC 

akımlarının farklı pH konsantrasyonlardaki zaman sabiti değerleri bar grafiği ile gösterilmiştir. 

 

4.2.1.2.6. Çalı nöronlarındaki ASIC alt tiplerinin belirlenmesi 
Çalı hücrelerindeki ASIC alt tipleri de yıldız hücrelerinde kullanılan ASIC modülatörleri ile 

belirlenmiştir. ASIC1a alt tipinin varlığını göstermek için spesifik blokörü olan Pb2+ 10 µM 

konsantrasyonda kullanılmıştır. pH’sı 5 olan yBOS solüsyonunda 500 ± 80 pA (n= 5) içe doğru 

akım oluştu. 10 µM Pb2+ uygulandığında ise ASIC akımının genliği 420 ± 50 pA’ya (n= 5) 

düşmüştür. Tekrar pH’sı 5 olan yBOS solüsyonu uygulandığında, ASIC akımının genliği 

kontrol düzeylerine dönmüştür. Kurşun pH 5’te aktiflenen akımları kontrole göre %84,0 ± 6,1 

oranında azalttı.  Bu azalma kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05). Bu 

veriler, çalı hücrelerinde ASIC1a’nın bulunduğunu göstermektedir (Şekil 4.17A). 

 ASIC2a alt tipinin varlığını belirlemek için, ASIC2a akımlarını güçlendiren çinko (Zn2+) 300 

µM konsantrasyonda kullanıldı. Kontrol solüsyonunda pH 5’de 550 ± 120 pA (n= 5) içe doğru 

akım oluşmuştur.  Zn2+ (300 µM) uygulandığında ise ASIC akımının genliği 675±85 pA’ya (n= 

5) çıkmıştır. Tekrar pH’sı 5 olan kontrol solüsyonu uygulandığında, ASIC akımının genliği 

(550±110 pA, n= 5) kontrol düzeylerine azalmıştır.  Zn2+ (300 µM)  varlığında, pH 5 de oluşan 



52 

 

akımın genliği kontrole göre önemli oranda arttı (%22,7 ± 6,2  n = 5). Bu akımın genliğindeki 

artış kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05) (Şekil 4.17B). 

 

Şekil 4.17. Çalı hücrelerindeki ASIC akımlarının hücre dışı Pb2+ ve Zn2+ ile modülasyonu. A: 

pH’sı 5 olan yBOS solüsyonuna Pb2+ (10 µM) uygulandığında ASIC akımının genliği önemli 
düzeyde azaldı. Tekrar pH’sı 5 olan yBOS solüsyonu uygulandığında ASIC akımının genliği 
kontrol düzeylerine dönmüştür. B: pH’sı 5 olan yBOS solüsyonuna Zn2+ (300 µM) 
uygulandığında ASIC akımının genliği önemli oranda artmıştır. Tekrar pH’sı 5 olan yBOS 
solüsyonu uygulandığında ASIC akımının genliği kontrol düzeylerine düşmüştür. 

 

Çinko’nun yüksek konsantrasyonda ASIC2a akımlarını güçlendirdiği, düşük konsantrasyonda 

ASIC1a akımlarını azalttığı bilindiğinden (110) dolayı ASIC2a’ın varlığını doğrulamak için, 

Zn2+ spesifik ASIC1a blokeri olan Pb2+ ile birlikte uygulandı. Kontrol solüsyonunda pH 5’de 

600 ± 125 pA (n= 5) içe doğru akım oluşurken Pb2+ (10 µM) uygulandığında 500 ± 110 pA (n= 

5) içe doğru akım oluşmuştur. Pb2+ (10 µM) ile birlikte Zn2+ (300 µM) uygulandığında ise ASIC 

akımının genliği 700±145 pA (n= 5) olarak ölçülmüştür. Pb2+ (10 µM) ve Zn2+ (300 µM) 

varlığında pH 5 de oluşan akımın genliği kontrole göre %16,6 ± 3,8 oranında artmıştır. 

Verilerdeki artış, istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05). (Şekil 4.18B). Bu bulgular, 

çalı hücrelerinde ASIC2a’nın bulunduğunu göstermektedir (Şekil 4.18A). 
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Şekil 4.18. Çalı hücrelerinde ASIC akımlarına Pb2+ ve Zn2+’in birlikte uygulanmasının etkisi. 
A: pH’sı 5 olan yBOS solüsyonuna Pb2+ (10 µM) uygulandığında ASIC akımının genliği 
önemli düzeyde azaldı. Pb2+ (10 µM) ve Zn2+ (300 µM) birlikte uygulandığında ise ASIC 
akımının genliği kontrol düzeyinden de daha büyük seviyelere ulaşmıştır. B: yBOS 

solüsyonuna Pb2+ (10 µM) ve Pb2+ (10 µM) + Zn2+ (300 µM) uygulandığında normalize ASIC 
akımı bar grafiği ile gösterilmiştir. * p<0.05 kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. # p<0.05 Pb2+ 

grubu ile karşılaştırıldığında. 

 

 

ASIC3 alt tipinin varlığını belirlemek için spesifik blokeri olan sodyum salisilat 1 mM 

konsantrasyonda kullanılmıştır. Kontrol solüsyonunda pH 5’de 700±130 pA (n= 5) içe doğru 

akım oluşmuştur. Yıldız hücrelerinde olduğu gibi çalı hücrelerinde de sodyum salisilat (1 mM) 

uygulaması ASIC akım genliğini değiştirmedi (p>0,05; n = 5) (Şekil 4.19A ve 4.19B). Mevcut 

veriler, çalı hücrelerinde ASIC3’ün bulunmadığını göstermektedir. 
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Şekil 4.19. Çalı hücrelerindeki ASIC akımlarına sodyum salisilat’ın etkisi. A: pH’sı 5 olan 
yBOS solüsyonuna sodyum salisilat (1 mM) uygulandığında ASIC akımının genliğinde önemli 
bir değişiklik olmadı. B: yBOS solüsyonuna sodyum salisilat (1 mM) uygulandığında 
normalize ASIC akımı bar grafiği ile gösterilmiştir (p>0,05; n = 5). 

 

4.2.2. Akım Kenetleme Çalışmaları 
Akım kenetleme çalışmalarında, zarı uyarmak için hücreye belirli bir sürede belirli bir akım 

enjekte edilir ve zarın akım enjeksiyonuna karşı vermiş olduğu voltaj cevabı ölçülür. Hücre 

depolarize edici bir akım ile uyarıldığında, istirahat zar potansiyeli daha pozitif değerlere doğru 

gidecek ve uyarılma eşiğine ulaştığında verilen akıma cevap olarak aksiyon potansiyeli 

oluşturacaktır. Eğer hücreye hiperpolarize edici bir akım verilirse, hücre istirahat membran 

potansiyelinden daha negatif değerlere doğru uzaklaşacak ve uyarılması zorlaşacaktır.  

Asite duyarlı iyon kanalları, düşük hücre dışı pH ile aktive olan kanallardır. Bundan dolayı 

akım kenetleme çalışmalarında 14-17 günlük fare kohlear çekirdeklerinden alınan kesitlerdeki 

14 yıldız ve 10 çalı hücresine pH’sı 6,5 ve 6,0 olan yBOS ile perfüze edildiğinde göstermiş 

olduğu voltaj yanıtlar kaydedildi. 
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4.2.2.1. Yıldız nöronlarına düşük hücre dışı pH’ın etkisi 
Yıldız hücrelerindeki ASIC'lerin fizyolojik fonksiyonlarını belirlemek ve nöronal 

uyarılabilirlikleri üzerine etkilerini incelemek için akım kenetleme kayıtları alındı. Kontrol 

solüsyonunun pH’sı 7,4’den pH 6,5’e düşürüldüğünde hücreler ortalama olarak 23 mV’luk bir 

depolarizasyona (ΔV = 23,7 ± 3,4 mV, n = 7) ve patlamalı aksiyon potansiyeli oluşmasına 

neden oldu (Şekil 4.20A). Kontrol solüsyonunun pH’sı 7,4’den pH 6,0’a düşürüldüğünde ise 

hücreler daha fazla depolarizasyon (ΔV = 31,03 ± 5,2 mV, n = 7) ve patlamalı aksiyon 

potansiyeli göstermişlerdir (Şekil 4.20A). Yıldız hücrelerine uygulanan hücre dışı pH 

azaldıkça, oluşan depolarizasyon artmıştır. ASIC blokörü olan amilorid (100 µM) oluşan 

depolarizasyonu azalttı ve aksiyon potansiyeli oluşumunu inhibe etti. 100 µM konsantrasyonda 

amilorid varlığında pH’sı 6,5 olan yBOS solüsyonundaki depolarizasyon miktarı 8,90 ± 0,9 mV 

olarak gerçekleşti. pH’sı 6,0 olan yBOS solüsyonundaki depolarizasyon miktarı ise 12,18 ± 1,3 

mV olarak ölçülmüştür. Amiloridin bu inhibisyon etkisi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0.05 Şekil 4.20B). 
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Şekil 4.20. Yıldız hücrelerinde asit ile indüklenen depolarizasyon ve patlamalı aksiyon 
potansiyeli. A: pH’sı 6,5 ve 6,0 olan yBOS solüsyonuna maruz bırakıldığında hücre zar 
potansiyelinde depolarizasyonuna ve patlamalı aksiyon potansiyeli oluşumuna neden oldu. 

Amilorid (100 µM) pH 6,0’da oluşan depolarizasyonu ve aksiyon potansiyelini inhibe etmiştir. 
B: pH 6,5 ve 6,0’da oluşan depolarizasyonun amilorid tarafından inhibe edilmesi bar grafiği ile 
gösterilmiştir (Vmax – Vrest: maksimum membran depolarizasyonunun ortalaması). * p<0.05 

amilorid uygulanan gruplar ile karşılaştırıldığında. 

 

4.2.2.2. Çalı nöronlarına düşük hücre dışı pH’ın etkisi 
Çalı hücrelerinde yBOS solüsyonunun pH’sı 7,4’den pH 6,5’e düşürüldüğünde ortalama olarak 

20 mV’luk depolarizasyon meydana gelmiştir (ΔV = 20,3 ± 2,1 mV, n = 5). Çalı hücreleri, 

yıldız hücreleri gibi patlamalı aksiyon potansiyeli oluşturmadı. Kontrol solüsyonunun pH’sı 

7,4’den pH 6,0’a düşürüldüğünde ise hücreler daha fazla depolarize oldular (ΔV = 30,26 ± 3,8 

mV, n = 5, Şekil 4.21A). Çalı hücrelerinde de uygulanan hücre dışı pH azaldıkça, oluşan 

depolarizasyon artmıştır. ASIC blokörü olan amilorid, oluşan depolarizasyon miktarını 

azaltmıştır. 100 µM konsantrasyonda amilorid varlığında pH’sı 6,5 olan yBOS solüsyonundaki 

depolarizasyon miktarı 8,6 ± 1,2 mV (n= 5) olarak ölçülürken, pH’sı 6,0 olan yBOS 

solüsyonundaki depolarizasyon miktarı ise 11,4 ± 1,7 mV (n= 5) olarak ölçülmüştür. 

Amiloridin bu inhibisyon etkisi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05 Şekil 4.21B) 



57 

 

 

 

 

 

Şekil 4.21. Çalı hücrelerinde asit ile indüklenen depolarizasyon. A: pH’sı 6,0 olan yBOS 

solüsyonu uygulandığında hücre zar potansiyeli depolarize oldu. ASIC kanal blokeri amilorid 

(100 µM) varlığında oluşan depolarizasyon miktarı azalmıştır. B: pH 6,0’da oluşan 
depolarizasyonun amilorid tarafından inhibe edilmesi bar grafiği ile gösterilmiştir (Vmax – Vrest: 

ortalama maksimal membran depolarizasyonu). * p<0.05 amilorid uygulanan gruplar ile 

karşılaştırıldığında. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Asite duyarlı iyon kanalları (ASIC), hücre dışı ortamın asitleşmesiyle aktive olan voltaja duyarlı 

olmayan sodyum kanallarıdır. ASIC'ler, işitsel sistem de dâhil olmak üzere merkezi ve periferik 

sinir sistemlerinde yaygın olarak ifade edilirler. Yapılan bu çalışmada ASIC genlerinin kohlear 

çekirdekte ifade edilip edilmedikleri real-time PZR yöntemiyle, hücre dışı asit değişimlerinin 

kohlear çekirdek nöronlarının uyarılabilirlikleri üzerine etkileri ise yama kenetleme tekniği 

kullanılarak ilk defa gösterilmiştir.   

5.1. ASIC genlerinin mRNA düzeyinde ifadesi 

Real-time PZR analizi ile 16 günlük, 75 günlük ve 2 yaşındaki fare kohlear çekirdek 

dokularında ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 genlerinin ifadesi gösterilmiştir (Şekil 4.1). Mevcut 

çalışmanın real-time PZR verileri ile tutarlı olarak daha önce merkezi sinir sisteminde yapılan 

çalışmalarda ASIC genlerinin ifadesi gösterilmiştir. Chen ve arkadaşları (2009) fare 

suprakiazmatik çekirdek nöronlarında yaptıkları çalışmada ASIC1a, 2a, 2b ve 3 alt tiplerinin 

ifade edildiği gösterilmiştir (178). Drew ve arkadaşları (2004) fare beyninde ASIC3 

mRNA’sının bulunduğunu bildirmişlerdir (179). Hipokampal internöronlarda RT-PZR analizi 

ile ASIC1a ve ASIC2 alt birimlerinin ifadesi gösterilmiştir (180). Du ve arkadaşları (2014) RT-

PZR analizi ile fare anterior hipofiz dokusunda tüm ASIC alt tiplerinin bulunduğunu rapor 

etmişlerdir (181). Ayrıca fare supraoptik çekirdek nöronlarında RT-PZR ile yapılan çalışmada 

bu nöronların ASIC1a ve ASIC2a'yı ifade ettiği, ancak ASIC1b, 2b, 3 ve 4 alt birimlerini 

bulundurmadığı ortaya konmuştur (182). 

Mevcut çalışmada ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 genlerinin en fazla 16 günlük farelerde ifade 

edildiği tespit edildi. 16 günlük farelere göre 75 günlük ve 2 yaşındaki farelerde ASIC1, ASIC2 

ve ASIC3 genlerinin yarı yarıya azaldığı bulunmuştur. Bu bulguları doğrular nitelikte Li ve 

arkadaşları (2010) fare kortikal nöronlarında RT-PZR analizi ile yaptıkları çalışmada 

ASIC2/ASIC1 genlerinin mRNA oranının yaşa bağlı olarak değiştiğini göstermişlerdir. 

ASIC2/ASIC1 genlerinin mRNA oranının 1 günlük, 7 günlük ve 14 günlük farelerde yaşla 

birlikte arttığını ve en fazla 14 günlük farelerde olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca 28 günlük 

farelerde 14 günlük farelere göre azaldığını belirlemişlerdir (183). Yaşla birlikte ASIC’lerin 

azalıyor olması, bu kanalların yaşlandıkça daha az tepki verdiğini düşündürmektedir. 

Kohlear çekirdek dokusunda ASIC3 gen ifadesinin varlığı, RT-PZR analiz sonuçlarıyla tespit 

edilmiştir. Fakat kohlear çekirdek yıldız ve çalı nöronlarında ASIC3 alt tipinin varlığı yama 

kenetleme kayıtlarında farmakolojik olarak gösterilememiştir. Mevcut bulgu iki ihtimali 
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düşündürmektedir. Birinci olarak kohlear çekirdek dokusunda ifade edilen ASIC3 geni, nöronal 

hücre kaynaklı olmayıp, glia ve endotel hücre kaynaklı olabilir. RT-PZR analiz çalışmaları 

kohlear çekirdek dokusunda, yama kenetleme çalışmaları ise kohlear çekirdek nöronlarında 

yapıldığı için, ASIC3 alt tipi nöronlarda ifade edilmiyorsa yıldız ve çalı nöronlarında tespit 

edilememesi doğaldır. İkinci olarak kohlear çekirdekte ASIC3 alt tipinin gen düzeyinde ifade 

edilip fakat protein (kanal) düzeyinde ifade edilmeme olasılığıdır. 

5.2. Yama kenetleme tekniği ile ASIC’lerin karakterizasyonu 

Bu çalışmada asite duyarlı iyon kanallarının, kohlear çekirdek nöronlarının uyarılabilirliğini 

etkileyerek, işitme sinyallerinin işlenmesinde önemli rol alacağı hipotezi yama kenetleme 

tekniği kullanılarak araştırılmıştır. Hücre dışı olarak uygulanan asidik solüsyonun kohlear 

çekirdek kesitlerindeki yıldız ve çalı nöronlarına etkileri incelenmiştir. Voltaj kenetleme 

çalışmalarında düşük hücre dışı pH ile içe doğru akımların oluştuğu belirlendi (Şekil 4.2A ve 

Şekil 4.11A). Akım kenetleme çalışmalarında ise düşük hücre dışı pH’nın kohlear çekirdek 

nöronlarına doğrudan uyarıcı etkilerinin bulunduğu gösterilmiştir (Şekil 4.20A ve Şekil 4.21A). 

Ayrıca ASIC blokörü olan amiloridin kohlear çekirdek nöronlarındaki ASIC akımları üzerine 

etkisi araştırılmıştır. Daha sonra kohlear çekirdekteki ASIC kanallarının Na+ iyonuna 

geçirgenliği, Ca2+ iyonunun ASIC kanalları üzerine etkisi ve kohlear çekirdekteki ASIC alt 

tipleri farmakolojik olarak tanımlanmıştır.  

Günümüzde işitme sistemindeki ASIC'lerle ilgili yapılmış yalnızca birkaç çalışma 

bulunmaktadır. Bu çalışmalar ASIC'lerin işitme sisteminin periferinde ifade ve işlevine 

odaklanılmıştır. Fare spiral ganglion hücresinde, ASIC3 ve ASIC1b’ nin ifade edildiği 

gösterilmiştir (122, 123). ASIC2 kanallarının spiral gangliyonda ifade edildiği gösterilmiş ve 

bu işitsel bölgede önemli rolünün olduğu tespit edilmiştir (124). Ayrıca, sıçan vestibüler 

gangliyon nöronlarında ASIC1a, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 ve ASIC4 kanallarının, sinir 

liflerinde ise ASIC1a ve ASIC2a alt tiplerinin ifade edildiği bulunmuştur (125). 

Literatürde merkezi işitme sistemindeki ASIC'ler üzerine yapılan çok az fonksiyonel çalışma 

bulunmaktadır. Zhang ve arkadaşları 2008 yılında yaptıkları çalışmada inferior kollikulus 

nöronlarında fonksiyonel ASIC1a ve ASIC2a alt tiplerinin varlığını göstermişlerdir (126). Bu 

çalışmanın bulguları da inferior kollikulus nöronlarında olduğu gibi merkezi işitsel çekirdeği 

olan kohlear çekirdek nöronlarında da asite duyarlı iyon kanallarının olabileceğini 

düşündürmektedir. Voltaj kenetleme çalışmalarında düşük hücre dışı pH ile kohlear çekirdek 

yıldız ve çalı hücreleri uyarıldığında, belli bir zaman sonra duyarsızlaşan içe doğru akımlar 
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oluştu (Şekil 4.2 n = 42, Şekil 4.11 n= 15). pH 7’nin altına düşünce, ASIC kanalları 

aktiflenmeye başladı. Yıldız hücreleri için yarı maksimum aktivasyon pH değeri (pH50) 5,84 ± 

0,08, eğim faktörü değeri 0,17 olarak (Şekil 4.2B), çalı hücreleri için ise yarı maksimum 

aktivasyon pH değeri (pH50) 5,81 ± 0,06 olarak bulunmuştur (Şekil 4.11B). İnferior kollikulus 

nöronlarında yapılan çalışmada yarı maksimum aktivasyon pH değeri (pH50) 5,92 ve eğim 

faktörü değeri 0,92 olarak olarak bulunmuştur (126). Toyoaki ve arkadaşlarının supraoptik 

çekirdeklerde yaptıkları çalışmada, yarı maksimum aktivasyon pH değeri (pH50) 5,71 ve eğim 

faktörü değeri 0,99 olarak bulunmuştur (182). Yapılan başka bir çalışmada ise yarı maksimum 

aktivasyon pH değeri (pH50) 5,81 ve eğim faktörü değeri 1,01 olarak olarak bulunmuştur (162). 

Çalışmanın yarı maksimum aktivasyon pH değeri daha önce başka bölgelerde yapılan sonuçlar 

ile benzerlik göstermektedir. Fakat eğim faktörü değeri diğer çalışmalara oranla düşük 

bulunmuştur. Eğim faktörünün düşük olması; asit duyarlılığının, belli bir noktadan sonra birden 

artttığını gösterir. Bu da yıldız ve çalı tipi hücrelerin asidik pH’ya daha duyarlı olduğu anlamına 

gelir. 

5.3. ASIC’lerin amilorid duyarlılığı 
Kohlear çekirdek yıldız (IC50 = 32,5 ± 0,8 µM) ve çalı (IC50 = 32,1 ± 0,2 µM)  hücrelerinde 

oluşan akımlar amilorid duyarlıydı (Şekil 4.3 ve Şekil 4.12). ASIC'ler için yaygın olarak 

kullanılan ve ASIC blokörü amiloridin hem yıldız hem de çalı hücrelerinde oluşan akımları 

doza bağımlı olarak inhibe etmesi, her iki hücre tipinde de fonksiyonel ASIC'lerin varlığına 

işaret etmektedir (Şekil 4.4 ve 4.13). Bu çalışma merkezi işitme sistemindeki fonksiyonel 

ASIC'lerin varlığını gösteren ilk rapordur. Mevcut çalışmadaki amiloridin inhibisyon etkisi 

Waldman ve arkadaşlarının (1997) daha önce yaptıkları çalışmaların sonuçlarıyla tutarlıdır (1, 

5, 136). Fare kohlear çekirdek nöronlarında asite duyarlı iyon kanallarının farmakolojik 

özellikleri, diğer bazı MSS çekirdeklerinde rapor edilen ASIC’lerin özellikleri ile paralellik 

göstermektedir (126, 127, 184). Sonuçlar kohlear çekirdekte ASIC’lerin işlevsel bir rolünün 

olabileceğini düşündürmektedir. 

5.4. ASIC’lerden büyük oranda Na+ iyonu geçer 

Mevcut çalışmada yıldız ve çalı hücrelerinde yBOS’dan sodyum iyonunun çıkarılmasıyla (0 

mM Na+) ASIC akım genliğinin yaklaşık olarak % 84 oranında azalması (Şekil 4.5 ve Şekil 

4.14), ASIC akımının büyük oranda Na+ iyonuna bağımlı olduğunu göstermektedir. Bu 

çalışmayı doğrular nitelikte Krishtal ve arkadaşları (1981) yaptıkları çalışmada asite duyarlı 

iyon kanallarından kaynaklanan akımın oluşmasında esas sorumlu iyonun Na+ olduğunu 

bildirmişlerdir (104). Literatür taramasında ASIC1a hariç diğer tüm ASIC alt birimlerinin 
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(ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 ve ASIC4) sadece Na+ iyonuna geçirgen olduğu 

gösterilmiştir. Diğer taraftan ASIC1a alt birimi yüksek oranda Na+ iyonuna, düşük oranda ise 

Ca2+ iyonuna geçirgendir (5). Na+ iyonunun yBOS’dan çıkarılmasıyla ASIC akımının 

azalmasına karşın tamamen inhibe olmaması Na+’un yanısıra Ca2+ iyonununda ASIC akımının 

oluşmasına katkıda bulunduğuna işaret etmektedir. Bu çalışmada Ca2+ iyonuna geçirgen olan 

ASIC1a alt tipinin bulunduğuna yönelik PZR ve elektrofizyolojik deliller bulunmaktadır. Fare 

kohlear çekirdek dokusundaki PZR sonuçları, ASIC1 alt tipinin mRNA düzeyinde olduğunu 

göstermiştir. Ayrıca elektrofizyolojik çalışmalarda spesifik ASIC1 inhibitörü olan Pb2+ (10 µM) 

(112) uygulandığında yıldız ve çalı hücrelerindeki ASIC akımlarının genliği önemli düzeyde 

azalmıştır (Şekil 4.8A, Şekil 4.17A). Yine ASIC akımlarının yBOS’tan kalsiyum iyonunun 

tamamen çıkartılması (0 mM Ca2+) ile ASIC akımının arttığı belirlendi. Bu durumun 

homomerik ASIC1a kanallarının farmakolojik bir özelliği olduğunu gösteren birçok çalışma 

bulunmaktadır (194, 195, 219). 

5.5. ASIC akımları duyarsızlaşmaktadır 

Kohlear çekirdek yıldız ve çalı hücrelerinde hücre dışı asidik solüsyon ile indüklenen ASIC’ler 

kısa süre sonra duyarsızlaşmışlardır. Yıldız hücrelerindeki ASIC akımlarının duyarsızlaşma 

zaman sabiti değerleri: pH 4 de 1,39 s, pH 6 de 2,32 s ve pH 6,5 de 2,48 s olarak bulundu (Şekil 

4.7). Çalı hücrelerinde ise: pH 4 de 1,08 s, pH 6 de 1,98 s ve pH 6,5 de 2,16 s olarak bulunmuştur 

(Şekil 4.16). Hem yıldız hem de çalı hücrelerinde hücre dışı pH düştükçe ASIC akımlarının 

duyarsızlaşma zaman sabiti azalmıştır. Li ve arkadaşları (2014) fare olfaktör bulb M/T 

nöronlarındaki ASIC akımlarının duyarsızlaşma zaman sabiti değerlerini: pH 4,5 de 0,57 s, pH 

6,5 de 1,32 s olarak göstermişlerdir (185). 14 günlük fare kortikal nöronlarında yapılan 

çalışmada ise ASIC akımlarının duyarsızlaşma zaman sabiti değeri pH 6,0 da 1,07 s olarak 

bulunmuştur (183). Mevcut çalışmanın duyarsızlaşma zaman sabiti değerleri daha önce başka 

bölgelerde yapılan sonuçlar ile benzerlik göstermektedir. 

5.6. ASIC alt tipleri 

Çalışmada elde edilen PZR ve elektrofizyolojik yama kenetleme bulguları kohlear çekirdek 

hücrelerindeki ASIC akımlarının, ASIC3 alt tipi tarafından değil de, ASIC1a ve ASIC2a alt 

tipleri tarafından taşındığını düşündürmektedir.  Daha önce yapılan çalışmalarda, ASIC1a 

akımlarının yüksek hücre dışı Ca2+ iyonu ile azaldığı gösterilmiştir (186, 187). Yukarıda da 

belirtildiği gibi yüksek hücre dışı Ca2+ ile akımın azalması, ASIC1a ve ASIC3 homomerik 

kanallarının farmakolojik bir özelliğidir (164, 165, 188). Çalışmamızda da hücredışı 

kalsiyumun yBOS’tan çıkarılması (0 mM Ca2+), yapılan çalışmalarla tutarlı olarak, ASIC 
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akımlarını arttırmıştır (Şekil 4.6 ve Şekil 4.15). Ayrıca Wang ve arkadaşları (2006) yaptıkları 

çalışmada seçici ASIC1 kanal blokörü olan kurşun ile ASIC1a akımlarının azaldığını rapor 

etmişlerdir (112). Bu çalışma ile tutarlı olarak Pb2+ (10 µM) uygulandığında, yıldız ve çalı 

hücrelerindeki ASIC akımlarının genliği azalmıştır (Şekil 4.8A ve 4.17A). yBOS 

solüsyonundan Ca2+ iyonunun çıkarılması ile ASIC akımlarının genliğinin artması ve yBOS 

solüsyonuna kurşun eklenmesiyle ASIC akımlarının genliğinin azalması daha önceki yapılan 

çalışmalarla tutarlıdır. Bu sonuçlar da kohlear çekirdek yıldız ve çalı hücrelerinde işlevsel 

ASIC1a alt tipinin varlığını desteklemektedir. 

Baron ve arkadaşları (2001) yaptıkları çalışmada çinkonun yüksek konsantrasyonda (300 µM) 

ASIC2a içeren kanallar tarafından taşınan akımları önemli ölçüde arttırdığını tespit etmişlerdir 

(110). Bu yapılan çalışma ile paralel olarak mevcut çalışmada da Zn2+ (300 µM) ASIC 

akımlarının genliğini artırmıştır (Şekil 4.8B, Şekil 4.17B). Buna ek olarak, ASIC1a homomerik 

kanalının kurşun tarafından bloke edilmesinden sonra, çinko ASIC akımlarının genliğini daha 

belirgin şekilde artırmıştır (Şekil 4.9 ve Şekil 4.18). Kohlear çekirdek hücrelerinde oluşan asit 

kaynaklı akımın (ASIC akımının) Zn2+ (300 µM) varlığında artması fonksiyonel ASIC2a 

kanallarının burada varlığını desteklemektedir. Kohlear çekirdek nöronlarında ASIC1a ve 

ASIC2a alt tiplerinin bulunması daha önceki yapılan çalışmaları desteklemektedir. 

Fonksiyonel asite duyarlı iyon kanallarının (ASIC2b ve ASIC4 hariç) heteromer 

oluşturulabildiği daha önce yapılan çalışmalar ile rapor edilmiştir. Örneğin, ASIC2a ve 

ASIC3’ün dorsal kök gangliyon nöronlarında heteromer bir kanal oluşturabildiği gösterilmiştir 

(189). Aynı zamanda Benson ve arkadaşları (2002) ASIC1a ve ASIC2a alt birimlerinin, asitle 

uyarılmış akımlar oluşturmak için heteromer olarak işlevsel kanallar oluşturabildiğini rapor 

etmişlerdir (130). Mevcut çalışmanın verileri Baron ve arkadaşlarının (2001) inferior kollikulus 

nöronlarında ve Zhang ve arkadaşlarının (2008) kurbağa oositlerinde ifade edilen ASIC1a + 

ASIC2a heteromerik kanalları için elde edilen verilerle benzerlik göstermektedir (110, 126). 

Homomerik ASIC1a ve heteromerik ASIC1a-ASIC2a kanalları, merkezi sinir sistemi 

nöronlarında ASIC'lerin en yaygın bulunan alt tipleri olduğu rapor edilmiştir (133, 190). Benzer 

şekilde kohlear çekirdek yıldız ve çalı nöronlarında ASIC1a ve ASIC2a’nın homomer veya 

heteromer şeklinde işlev gördüğü düşünülmektedir. 

Önceki yapılan çalışmalarda, MSS nöronlarında ASIC3 alt tipinin varlığını gösteren 

elektrofizyolojik bir çalışmaya rastlanmamıştır. Fonksiyonel ASIC3 alt tipinin özellikle 

periferik sinir sisteminde varlığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (122, 125). Mevcut 
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çalışmamızda ise merkezi işitme sisteminde fonksiyonel ASIC3 kanallarının bulunmadığını 

destekleyen kanıtlar mevcuttur. Spesifik ASIC3 kanal blokörü olan sodyum salisilatın (113), 

kohlear çekirdek yıldız ve çalı hücrelerindeki asit kaynaklı akımlar üzerine anlamlı bir etkisinin 

olmadığı görülmüştür. Bu bulgumuz kohlear çekirdek yıldız ve çalı hücrelerinde ASIC3 

kanalının bulunmadığına işaret eder (Şekil 4.10 ve Şekil 4.19).  

Çalışmanın voltaj kenetleme sonuçları; kohlear çekirdek nöronlarında asit kaynaklı akıma, 

ASIC3 alt tipinin değil de ASIC1a ve ASIC2a içeren kanalların aracılık ettiğini 

düşündürmektedir. Bu sonuçlar, hipokampal alanlarda ve inferior kollikulusta yapılan 

çalışmaların bulguları ile tutarlılık göstermektedir (9, 126).  

5.7. Akım kenetleme deneylerinde meydana gelen depolarizasyon 

Akım kenetleme deneylerinde kohlear çekirdek yıldız hücrelerinin asit yBOS’a maruz 

bırakılması, depolarizasyon ve patlamalı aksiyon potansiyellerinin oluşmasına neden olmuştur 

(Şekil 4.20). Amilorid, oluşan depolarizasyonu ve patlamalı aksiyon potansiyellerini inhibe 

etmiştir. Fakat çalı hücrelerinde asit uygulaması, sadece depolarizasyon oluşmasına yol 

açmıştır (Şekil 4.21).  Asite duyarlı iyon kanallarının aktiflenince hücrede depolarizasyona 

neden olduğu daha önceki çalışmalarda rapor edilmiştir. Yapılan birçok çalışmada asit ile 

indüklenen hücrelerin depolarize olduğu ve patlamalı aksiyon potansiyeli oluşturduğu 

gösterilmiştir (126, 178, 191). Çalı hücrelerinde olduğu gibi fare hipotalamik kültür nöronları 

da düşük hücre dışı pH ile uyarıldığında sadece depolarizasyon meydana gelmiştir (162).  

Yukarıda da izah edildiği gibi ASIC’lerin Na+ iyonlarına geçirgenliğinin yüksek olmasından 

dolayı hücreye pozitif yüklü Na+ iyonlarının girmesi ve sonuçta hücrenin depolarizasyonuna 

yol açması beklenen bir durumdur. Uyarılabilirliğin artması nedeniyle spontan olarak patlamalı 

aksiyon potansiyellerinin de oluşması anlaşılır bir durumdur. Hem yıldız hem de çalı 

hücrelerindeki depolarizasyonun ASIC blokörü olan amilorid tarafından büyük oranda 

inhibisyonu, asit uygulamasıyla indüklenen ASIC’lerin aktivasyonlarına bağlı olduğunu 

göstermektedir. 

Akım kenetleme sonuçlarına göre kohlear çekirdek nöronlarındaki ASIC'lerin aktivasyonunun 

hücrenin depolarizasyonuna ve aksiyon potansiyeli oluşumunu tetikleyebileceği ve böylelikle 

ASIC'lerin kohlear çekirdekteki nöronların ses bilgisinin işlenmesine katılabileceği 

düşünülmektedir. ASIC'lerin merkezi işitsel sistemindeki fizyolojik ve patolojik süreçlerde 

işlevsel rollerini keşfetmek için kohlear çekirdek nöronlarındaki fonksiyonel karakterizasyonu 

önemlidir. 
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5.8. Kohlear çekirdekteki asit kaynaklı akımlara ASIC’ler aracılık etmektedir 

ASIC'ler üzerinde yapılan çalışmalarla ilgili olarak önemli bir endişe şudur;  kurşun ve çinko 

gibi kullanılan modülatörlerin ASIC'ler için spesifik olmamasıdır. Bu nedenle ASIC'ler 

dışındaki kanalların/reseptörlerin kohlear çekirdek hücrelerindeki ASIC benzeri akımlara 

karışma ihtimalini dışlayamayız. Bununla birlikte, kohlear çekirdek hücrelerinde asit kaynaklı 

akımların esas olarak ASIC'ler tarafından aracılık edildiğine 3 nedenden dolayı 

düşünülmektedir. Birincisi, yapılan çalışmalarda düşük hücredışı pH’nın birçok 

kanalı/reseptörü modüle edebildiği gösterilmiştir (192, 193). Yine başka çalışmalarda ASIC (5) 

ve vaniloid reseptörleri (194) gibi sadece birkaç kanal/reseptörün, MSS'de hücre dışı 

asidifikasyon ile direkt olarak aktive edilebileceği gösterilmiştir. Amilorid ASIC'ler için 

spesifik olmayan bir engelleyici olmasına rağmen, ASIC'ler ve vaniloid reseptörleri arasında, 

vaniloid reseptör aracılı akımları değil ASIC akımlarını inhibe ettiği gösterilmiştir (195). Bu 

literatürler ile tutarlı olarak mevcut çalışmamızda da düşük hücredışı pH içe doğru akımların 

oluşmasına neden oldu ve amilorid oluşan akımları doza bağımlı olarak inhibe etti. İkincisi, 

daha önceki yapılan çalışmalarda, fonksiyonel ASIC’leri bulunmayan genetiği değiştirilmiş 

farelerin hipokampal (118), kortikal (121, 184) ve spinal (120) nöronlarında asit kaynaklı 

akımların çoğunun inhibe olduğu gösterilmiştir. Bu bulgular, merkezi sinir sisteminde 

ASIC'lerin asit uyarılarına karşı oluşan yanıtlara aracılık eden başlıca kanallar olduğunu 

göstermektedir. Bu çalışmalarla paralel olarak mevcut çalışmada da amiloride duyarlı akımlar 

oluşmuştur. Üçüncü olarak, kohlear çekirdek hücrelerindeki asit kaynaklı akımların 

elektrofizyolojik özellikleri ASIC aracılı akımlara benzerlik göstermektedir. Bu bulgular 

birlikte değerlendirildiğinde kohlear çekirdek hücrelerindeki asitle indüklenen akımlar 

muhtemelen kohlear çekirdekteki işlevsel ASIC'ler tarafından oluşturulmaktadır. 

5.9. ASIC’ler değişik fizyolojik mekanizmalarda rol oynamaktadır 

Asit maruziyetiyle aktive olan ASIC'lerin değişik fizyolojik mekanizmalarda ve patofizyolojik 

olaylarda rolü olduğu yönünde raporlar bulunmaktadır. Değişik hücresel yapılarda lokal pH 

düşüşlerinin, ASIC'leri aktive edebilecek kadar önemli olmakla birlikte, dokulardaki pH'nın 

homeostatik mekanizmalar tarafından sıkı bir şekilde düzenlendiği düşünülmektedir (192). 

Örneğin, sinaptik veziküller genelde asidiktir ve pH’sı 5,7'dir (196). Hipokampal nöronlarda 

yapılan çalışmalarda yoğun sinaptik aktivite gösteren sinapslarda vezikül serbest bırakıldıktan 

sonra sinaptik yarıktaki hücre dışı pH’nın geçici olarak 6’nın altına düştüğü gösterilmiştir (197, 

198). Yine, retinal koni reseptörlerinde yapılan çalışmada ASIC'lerin sinaptik iletimi 
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etkileyebileceği gösterilmiştir (193). Kohleadaki birçok hücresel stresin (örneğin iskemi ve 

iltihaplanma) lokal asidozu indükleyebileceği düşünülmektedir. Nedeni pek anlaşılamasa da 

iltihaplanma veya iskemi sonuçlarının ani işitme kaybına neden olduğu bilinmektedir (126). Bu 

bağlamda, mekanik olmayan nedenler ile oluşan bazı işitme kayıplarının altında belki de 

ASIC'lerin yatabileceği olasıdır. 

Ayrıca ASIC'lerin zararlı uyaranlara karşı bir algılayıcı görevi görebildikleri ve bazı patolojik 

olgularda önemli bir rolünün bulunabileceği düşünülmektedir. Hücreler arası asidozun 

ASIC’leri etkileyerek aktive ettiği ve ASIC’lerin de epileptik nöbetler ve iskemi ile ilişkili 

olarak aşırı uyarıcı aktiviteleri tetiklediği gösterilmiştir. Bu nedenle ASIC’lerin bu hastalıkların 

patogenezinde rolü olduğu düşünülmektedir (199). 

5.10. ASIC'lerin kohlear çekirdekte olası işlevsel rolleri 
Farelerin işitme duyarlılığında ASIC2 kanallarının rol oynadığını tanımlayan birkaç çalışma 

bulunmaktadır (124, 127). Roza ve arkadaşları 2004 yılında ASIC2 geni bulunmayan genetiği 

değiştirilmiş farelerde yaptıkları çalışmada, ASIC2 kanallarının bulunmamasının işitmeyi 

bozmadığını göstermişlerdir (127). Peng ve arkadaşları ise ASIC2 geni bulunmamasının 

işitmeyi bozmadığını ancak ASIC2 geni varken gürültüde işitme eşiğinin daha az kaydığını 

gösterdiler (124). Yani ASIC2’nin normal işitme yeteneğinden ziyade gürültüye duyarlılıkta 

rol oynadığı düşünülmektedirler. Böylelikle ASIC2’nin işitme eşiğinin ayarlanmasında bir 

kontrol mekanizması olarak görev yapabileceğini önerilmektedir. Hildebrand ve arkadaşları 

yaptığı çalışmada ASIC3 olmayan farelerde yaşla birlikte ilerleyici işitme kaybının 

bulunduğunu göstermişlerdir (122).  

Yapılan çalışmalarda iskemi ve epilepsi gibi patolojik durumlarda asidozun gelişmesine bağlı 

olarak beyin hasarının geliştiği gösterilmiştir (200, 201). Daha önceki yapılan çalışmalarda, 

iskemi sırasında oluşan nöronal hasardan büyük oranda ASIC’lerin sorumlu olduğu 

gösterilmiştir (121, 202). Muhtemelen iskemi koşullarında asidozla aktive olan ASIC’ler 

nöronal uyarımı arttırmak suretiyle nöronal aşırı uyarılmaya neden olur ve beyin iskemisini 

takip eden patolojik sürece katkı sunar. Bu çalışmalarda gösterildiği gibi kohlear çekirdekte de 

iskemik koşullar altında ASIC'lerin rolünün olabileceği düşünülmektedir. Ayrıca ASIC1a ve 

ASIC2a'nın, kohlear çekirdek nöronlarında iskemi gibi patolojik değişiklikleri algılayan 

membran sensörleri olarak çalıştığı düşünülebilir. 

Son zamanlarda, ASIC2'nin ışık kaynaklı retinal dejenerasyona karşı koruyucu rolünün olduğu 

bildirilmiştir (119). Wei-Li Wu ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, ASIC3 yokluğuna bağlı 
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işitme kaybının bir sonucu olarak yavrularına yetersiz tepki veren anneler ve yavruların sosyal 

gelişmesinde eksikliklerin ortaya çıktığı belirlenmiştir. Bu çalışmada farelerde ASIC3’e bağlı 

işitme kaybının, yavru çağrılarına yanıt vermemesi ve annelik davranışları üzerine olumsuz  

etkisinin olduğu rapor edilmiştir (11). Yapılan çalışmalardaki mevcut kanıtlar tam olarak 

desteklememekle birlikte, ASIC’lerin işitme yolağında özellikle iç kulakta 

mekanotransdüksiyon için gerekli olduğu düşünülmektedir (124, 127, 179). Çalışmamızdan 

elde edilen bulgular, ASIC'lerin merkezi işitme yolağın bir çekirdeği olan kohlear çekirdekte, 

işitsel bilgilerin işlenmesi sürecine dâhil olabileceğini düşündürmektedir. 

5.11. Sonuç ve öneriler 

Bu çalışmada RT-PZR metodu ile 16 günlük, 75 günlük ve 2 yaşındaki fare kohlear çekirdek 

dokusunda ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 alt tiplerinin gen ifade düzeyleri analiz edildi. Ayrıca 14-

17 günlük fare kohlear çekirdek dilimlerindeki yıldız ve çalı nöronlarında ASIC kanallarının 

eletrofizyolojik ve biyofiziksel karakterizasyonu yapılmıştır. Her iki hücre grubu voltaj ve akım 

kenetleme metodlarıyla, farklı pH’larda asidik solüsyon uygulanarak incelenmiştir. Çalışmalar 

sonucunda kontrol gruplarına göre asidik solüsyon kullanılan test gruplarındaki bazı 

parametrelerde istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar bulunmuştur. Kohlear çekirdek yıldız ve 

çalı hücrelerinden elde edilen veriler, daha önce beynin başka bölgelerinde asite duyarlı iyon 

kanalı ile ilgili olarak yapılan çalışmalarda elde edilen sonuçlara benzerlik göstermektedir.  

Sonuç olarak elde edilen bu veriler neticesinde ASIC kanallarının kohlear çekirdek 

nöronlarında voltaj kenetleme çalışmalarıyla: yıldız ve çalı hücrelerinde asidik solüsyon ile içe 

doğru hızlı bir şekilde aktiflenip/duyarsızlaşan ASIC akımlarının oluşması ve bu akımların 

spesifik olmayan ASIC blokörü olan amilorid tarafından inhibe edilmesi neticesinde (1) bu 

hücrelerde ASIC kanallarının varlığı, (2) yıldız ve çalı hücrelerinde sodyum klorür olan yBOS 

solüsyonunda akımın oluşması fakat sodyum klorür olmayan solüsyonda akımın oluşmaması, 

asit duyarlı iyon kanallarından kaynaklanan akımın oluşmasında esas sorumlu iyonun Na+  

olduğu ve kohlear çekirdek nöronlarındaki bu asit kaynaklı akımın esas olarak Na+  tarafından 

taşındığı, (3) her iki hücredeki ASIC akımlarının ASIC1a ve ASIC2a kanalları tarafından 

taşındığı ve (4) yıldız/çalı hücrelerinde düşük hücredışı Ca2+’un, ASIC akımlarını artırdığı 

gösterilmiştir. 

Ayrıca akım kenetleme çalışmaları ile: (1) kohlear çekirdek yıldız hücrelerinde asidik 

solüsyonun membran potansiyelini depolarize ettiği ve patlamalı aksiyon potansiyeli 

oluşturduğu, (2) çalı hücrelerinde ise sadece membran potansiyelini depolarize ettiği ve (3) her 
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iki hücrede de amilorid’in oluşan depolarizasyonu blokladığı rapor edilmiştir. Kohlear çekirdek 

yıldız ve çalı hücrelerinde, asidik solüsyonun membranın depolarizasyonunu indükleyebilir ve 

nöronlarda aksiyon potansiyellerini tetikleyebilir olması ASIC'lerin kohlear çekirdekte önemli 

bir fizyolojik fonksiyonu olabileceğini düşündürmektedir.  

Sonuç olarak RT-PZR tekniği kullanılarak kohlear çekirdek dokusunda ASIC1, ASIC2 ve 

ASIC3 gen ifadesinin bulunduğu ve yama kenetleme (patch-clamp) tekniği kullanılarak kohlear 

çekirdek yıldız ve çalı nöronlarında ASIC kanal akımları ilk defa gösterilmiştir. Bu çalışmalar 

neticesinde; ASIC kanallarının kohlear çekirdekteki bu nöronların uyarılabilirliğini etkileyerek, 

işitme sinyallerinin işlenmesinde önemli rol alacağı sonucuna varılmıştır. Tüm bu veriler 

ışığında her ne kadar ASIC kanallarının kohlear çekirdek dokusunda gen (mRNA) düzeyinde 

ve kohlear çekirdek nöronlarında elektrofizyolojik olarak tespit edildiğini söylemek mümkün 

olsa da; kanalın protein düzeyinde varlığını göstermek üzere immunohistokimyasal 

çalışmalardan yararlanılması gerekmektedir. Ayrıca kanalın bilinen 3 alt tipi (ASIC1b, ASIC2b 

ve ASIC4) daha bulunmaktadır. Bu alt tiplerinin spesifik modülatörleri olmadığı için burada 

bulunup bulunmadıkları incelenememiştir. Bundan dolayı bu alt tiplerinin kohlear çekirdekte 

ifade edilme dereceleri ve total ASIC akımlarına ne oranda katkıda bulunduklarının açığa 

çıkarılması için ileri teknikler ile desteklenmesi gerekmektedir.  
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