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ASIC Asit duyarli iyon kanallar1 (Acid sensitive ion channels)
DEG/ENaC Degenerin/epithelial sodium channel

KC Koklear ¢ekirdek

VKC Ventral koklear ¢ekirdek

DKC Dorsal koklear ¢ekirdek

AVCN Anteroventral koklear ¢ekirdek

PVCN Posteroventral koklear ¢ekirdek

MSS Merkezi sinir sistemi

PSS Periferik sinir sistemi

PcTx1 Psalmopoeus cambridgei Toxin 1

GABA Gamma-aminobutirik asit

AMPA a-amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-4-propionik asit
NMDA N metil-D-Aspartat

Na* Sodyum

Ca** Kalsiyum

Pb** Kursun

Zn* Cinko

Mg?* Magnezyum

yBOS Yapay beyin omurilik s1vis1

NaCl Sodyum klortir

KCl Potasyum kloriir

CaCl, Kalsiyum klortir

MgSOq4 Magnezyum siilfat

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
MES 2- [N-morpholino ethanesulfonic acid]

S.H. Standart hata

mV Milivolt

sn Saniye

mM Milimol

pPA Pikoamper
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OZET

KOHLEAR CEKIRDEKTE BULUNAN YILDIZ VE CALI NORONLARINDA
ASITE DUYARLI iYON KANALLARININ (ASIC) INCELENMESI

Ziya CAKIR
Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Ramazan BAL
2018, 100 sayfa

Asit duyarli iyon kanallar1 (ASIC); proton kapili, voltajdan bagimsiz, merkezi sinir
sistemi ve periferik sinir sisteminde yaygin olarak bulunan hidrojen iyonuna duyarli iyon
kanallaridir. Bu tez c¢alismasinda ASIC’lerin kohlear ¢ekirdek noronlarinin
uyarilabilirligini etkileyerek, isitme sinyallerinin islenmesinde Onemli rol alacagi
hipotezinin test edilmesi amag¢lanmigtir.

Bu calismada albino BALB/c 1rk1 fareler kullanilarak, kohlear ¢ekirdek dokusunda Real
time-polimeraz zincir reaksiyon teknigiyle ASIC gen ekspresyonlart mRNA diizeyinde
ve kohlear ¢ekirdekteki yildiz ve ¢ali hiicrelerinin ASIC akimlar1 yama kenetleme (patch
clamp) teknigi ile karakterize edildi.

Real-time PZR analizi ile 16 giinliik, 75 giinliik ve 2 yasindaki fare kohlear ¢ekirdek
dokularinda ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 genlerinin ifadesi gosterildi. Voltaj kenetleme
calismalarinda kohlear ¢ekirdek ndronlarina, asidik soliisyon uygulanmasiyla ice dogru
(inward) akimlar olustu. Kaydedilen ASIC akimlarinin yar1 aktivasyon pH degeri (pHso)
yildiz hiicreleri i¢in 5,84, cali hiicreleri i¢in 5,81 olarak bulundu. ASIC blokeri amilorid
bu akimlar1 doza bagimli olarak inhibe etti. Amiloridin yar1 maksimum inhibisyon degeri
(ICs0) wildiz hiicrelerinde 32,5+ 0,4 uM (n=30), cali hiicrelerinde ise 32,1 + 0,2 uM
(n=12) olarak bulundu. Sodyum icermeyen soliisyonda diisiik pH ile indiiklenen ASIC
akimi biiylik oranda azald1 (%87,5, p<0.05) (n=13), bu da kaydedilen ASIC akimlarinin
esas olarak Na* iyonu tarafindan tasindigini géstermektedir. Asit uygulamasiyla olusan
ASIC akimmin hiicre dig1 Ca** ve Pb** (10 pM) tarafindan inhibe edilmesi, bu hiicrelerde
ASICla altbiriminin varlifima isaret etmektedir. Zn** (300 pM)’nun ekstraseliiler olarak
uygulanmas1 sonucu ASIC akimlart %20 (n=13) oraninda artmistir. Bu da fonksiyonel
ASIC2a alt birimini igeren homomerik kanallarin varligina isaret etmektedir. Sodyum
salisilat (1 mM) ASIC akimlarini istatistiki olarak anlamli diizeyde etkilemedi (p>0.05
n= 13). Bu da ASIC3 kanallarinin bulunmadigin1 gostermektedir. Akim kenetleme
caligmalarinda ise asidik sollisyon uygulanmasinin kohlear ¢ekirdek yildiz ve c¢ali
noronlarinda depolarizasyona neden oldugu belirlendi.

Sonug olarak elde edilen veriler kohlear ¢ekirdek hiicrelerindeki ASIC akiminin ASICla
ve ASIC2a kanallar tarafindan tasindigimi gostermektedir. ASIC kanallarinin merkezi
isitsel sistemdeki ndronlarin uyarilabilirliklerini etkiledigini ve dolayisiyla bunlarin
isitsel bilgiyi islemede roliiniin olabilecegini ve /veya patolojik siireclerde olas1 rolii
bulunacagina igaret etmektedir.

Anahtar sozciikler: Asite duyarli iyon kanallar1 (ASIC), Elektrofizyoloji, Yama
kenetleme teknigi, Kohlear gekirdek, Isitme yolag



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ACID SENSING ION CHANNELS (ASIC) OF
STELLATE AND BUSHY NEURONS IN THE COCHLEAR NUCLEUS

Ziya CAKIR
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.

ASICI, 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 uM (n=30) for stellates and 32,1 + 0,2 uM (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 Ca’>* and Pb** (10 uM) was a significant evidence for the
existence of homomeric ASICla subunits. ASIC currents were increased by 20 % upon
extracellular application of Zn>** (300 uM) (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
ASICla 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.



1. GIRIS VE AMAC

Asit duyarli iyon kanallar1 (ASIC), proton kapili voltajdan bagimsiz degenerin/epitel sodyum
kanali (DEG/ENaC) siiper ailesinin bir alt grubu olan asite duyarli iyon kanallaridir. Hem
merkezi sinir sisteminde hem de periferik sinir sisteminde yaygin olarak bulunurlar. ASIC1a
(1), ASIC1b (2), ASIC2a (3), ASIC2b (4), ASIC3 (5) ve ASIC4 (6) olmak iizere bilinen 6 ASIC
alt grubu vardir.

Kohlear ¢ekirdek, merkezi sinir sisteminde isitme sinyallerinin olustugu ve iglendigi ilk yer
olmas1 nedeniyle onemlidir. Kohlear ¢ekirdekte bulunan néronlarin sahip oldugu iyon kanal
tiplerinin, sinyal olusumuna ne sekilde katkida bulunduklari bir¢ok fizyolojik siire¢ ve patolojik
durumla iligkili oldugu i¢in 6nem arz eder. Burada yer alan noronlardan yildiz tipi (stellate),
ahtapot tipi (octopus) ve ¢ali tipi (bushy) hiicrelerde bazi iyon kanallarinin farmakolojik ve
biyofiziksel 0©zellikleri ve bu kanallarin sinyal olusumuna nasil katkida bulunduklari
tanimlanmustir (7, 8). Fakat ASIC kanallarinin bu néronlarda bulunup bulunmadiklari, isitsel
sinyallerin olusumunda, islenmesinde ve iletilmesinde fizyolojik olarak nasil bir fonksiyon
iistlendiklerine dair hicbir calismaya rastlanilmamaistir. Oysaki beynin diger bolgelerinde hem
immunohistokimyasal hem de elektrofizyolojik teknikler kullanilarak, ASIC’lerin farmakolojik
ve biyofiziksel karakterizasyonu yapilmis ve nasil bir fonksiyon iistlendikleri ortaya
konulmustur. Literatiir taramalarinda merkezi isitme bolgesinde ASIC kanal proteinleri rapor

edilmistir (9).

Kohlear spiral ganglion néronlarinda (kohlear afferent ndronlarinda) yapilan g¢aligmada
ASIC’lerin ifade edildigi ve uyarilabilirlige etkisi gosterilmistir (10). ASIC3 olmayan farelerde
yapilan bir ¢aligmada, yasla birlikte ilerleyici isitme kayb1 oldugu gosterilmistir. Yine ASIC3’e
bagl isitme kaybr olusturulan farelerde isitme eksikliginin, yavru c¢agrilarina yanit verme,
annelik davraniglarina etkisi ve yetistirilen yavrularin ergenlik donemindeki sosyal gelisimi
incelenmigstir (11). ASIC3 agirlikli olarak duyu ndronlarinda yiiksek diizeyde ifade edilir,
merkezi ndronlarda ise ifadelerinin diislik diizeyde oldugu rapor edilmistir (12). Bu yapilan
caligmalarda kohlear ¢ekirdegin duyu néronlarindaki ASIC’lerin varlig1 gosterilmistir, bizim
calisgmamizda kohlear g¢ekirdegin merkezi isitme noronlarinda ASIC kanallarinin bulunup
bulunmadigi, bulundugu saptanmasi halinde bunlarin elektrofizyolojik, biyofiziksel ve

farmakolojik 6zellikleri tanimlanacaktir.

Bu calismada ASIC’lerin mRNA diizeyinde kohlear c¢ekirdek dokusunda ifade edilip

edilmedikleri Real-Time PZR yontemi ile arastirilmis ve kohlear ¢ekirdekte yer alan yildiz ve
1



cal1 néronlarinda ASIC’lerin elektrofizyolojik 6zelliklerinin tanimlanmasinda yama kenetleme
teknigi kullanilmistir. Bu ¢alisma ile ASIC kanallarinin kohlear ¢ekirdek ndronlarinda ilk defa
calisiliyor olmasi nedeniyle ¢alismamizin 6zgiin oldugu distiniilmektedir. Bu sekilde bu

kanallarin isitsel sinyallerin islenmesinde gorev aldiklarina inanilmaktadir.

Calismamizda kohlear ¢ekirdekte karakterize edilmis olan yildiz ve ¢ali tipi néronlarinda, ASIC
akimlarinin biyofiziksel ve farmakolojik 6zellikleri karakterize edilmis olup elektrofizyolojik
caligmalar ile isitsel sinyallerin islenmesinde gérev alan bu néronlarin uyarilabilirligini nasil

etkiledigi akim ve voltaj kenetleme deneyleri ile ilk defa ortaya konulmustur.

Sonu¢ olarak ASICla ve ASIC2a mRNA'sinin merkezi isitme bolgesinde bulundugu
gosterilmistir (9), ancak fonksiyonel ASIC’lerin varligi kohlear ¢ekirdekde incelenmemistir.
Bu nedenle bu ¢aligmada 14-17 giinliikk postnatal yastaki fare beyinlerinden alinan kohlear
cekirdek kesitlerinde elektrofizyolojik yama kenetleme (patch clamp) yaklagimi kullanilarak
yildiz tipi ve ¢ali tipi hiicrelerde ASIC akimlarinin varligi arastirilmis ve bu kanallarin
biyofiziksel ve farmakolojik 6zellikleri ile bu néronlarin uyarilabilirligini nasil etkiledigi ilk

kez ortaya konularak literatiire kazandirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kohlear cekirdek

2.1.1. Kohlear ¢ekirdek anatomisi

Kohlear ¢ekirdek, pons ile medulla oblongata arasindaki sinirda, bilateral olarak yerlesim
gosterir (7). Kohlear c¢ekirdek; kohleadan gelen ses hakkindaki bilgiyi daha iist isitsel
merkezlere tasiyan ve tiim isitsel sinir liflerinin son buldugu merkezi isitsel sistemin ilk
cekirdegidir. Isitsel bilgi, daha yiiksek isitsel merkezlere kohlear cekirdek ndronlarmin
aksonlar1 tarafindan iletilir. Ayrica kohlear c¢ekirdek, korteks ve isitsel beyin sapi
cekirdeklerinden gelen inici projeksiyonlar da (olivokohlear efferent sistemi) alir (Sekil 2.1)

(13, 14).

Medial genikiilat cisim

inferior kollikulus (& & \|/ A,
ortabeyin N < ; 3
(onsbeyin)  {_p@e %{@\g;

Pons| ~ W Superior olivary ¢ekirdek
Dorsal kohlear __ ~ Kohlea

cekirdek \”,\)’\
— g

Ventral kohlear Koﬁleaf
¢ekirdek sinir

Sekil 2.1. Isitsel bilginin kohlear sinir araciligiyla kohleadan daha yiiksek isitsel merkezlere
tasinmasi (15).

Memeli kohlear cekirdegi, magnoseliiler c¢ekirdek ve mikrondronal kabuk kisimlarindan
olusmaktadir. Magnoseliiler ¢ekirdek, esas olarak Tip I spiral ganglion néronlarinin aksonlari
tarafindan uyarilir (16). Mikrondronal kabuk ise ventral kohlear ¢ekirdegin medyal, dorsal ve
lateral ylizeyinin iizerinde yer alir (17). Mikrondronal kabuk, ¢ok sayida graniillii hiicre igerdigi
icin graniilli hiicre alani olarak da adlandirilir (18). Bu alan miyelinli isitsel sinir liflerinden
girdi almaz bunun yerine miyelinsiz Tip II liflerinden girdi alir (19). Kohlear ¢ekirdek anatomik
olarak, anteroventral kohlear ¢ekirdek (AVKC) ve posteroventral kohlear ¢ekirdek (PVKC)
olmak {izere ikiye bdliinen bir ventral kohlear ¢ekirdekten (VKC) ve dorsal kohlear ¢ekirdekten
(DKC) olusur. Kohlear ¢ekirdek dokusunda yapilan g¢alismalarda farkli biyofiziksel ve

morfolojik 6zellikler gosteren ahtapot, yildiz ve cali olmak iizere {i¢ hiicre tipi rapor edilmistir
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(20). Ahtapot tipi hiicre, posterioventral kohlear c¢ekirdegin dorsal ve kaudal’inde yer alir.
Yildiz tipi ve ¢al1 tipi noronlar ise kohlear ¢ekirdegin ventral boliimiinde bulunmaktadir (7). iki

tip (T ve D) yildiz hiicresi tanimlanmistir (Sekil 2.2) (14).

Dorsal DKC

Kohlear sinir

Sekil 2.2. Kohlear ¢ekirdekte bulunan hiicrelerin goriintimii (14).

Kohlear ¢ekirdekte bulunan hiicrelerin biyofiziksel 6zellikleri fare (21), sigan (22), gerbil (23),
kobay (24) ve kedilerde (14) basarili bir sekilde karakterize edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
kohlear ¢ekirdekte bulunan hiicrelerin farkli biyofiziksel 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur.
Ornegin; ¢ali tipi ve ahtapot tipi ndronlarina, depolarize edici bir akim verildiginde sadece bir
aksiyon potansiyeli olustugu rapor edilmistir. Y1ldiz tipi néronlarinin ise esik degeri asacak bir

depolarize akima cevap olarak ¢ok sayida aksiyon potansiyeli olusturduklar1 gosterilmistir (7).

2.1.1.1 Ventral kohlear ¢ekirdek
Ventral kohlear ¢ekirdek (VKC), IV. ventrikiiliin lateral uzantisindan vestibiilokohlear sinirin
beyin sapma girdigi kisma kadar uzanmaktadir. Ventral kohlear ¢ekirdek, lateralde uzanan

anteroventral kohlear ¢ekirdek (AVKC) ve medialden kaudale dogru yer alan posteroventral
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koklear ¢ekirdek (PVKC) seklinde iki alt ¢ekirdege ayrilir (Sekil 2.3) (25). Ventral kohlear
cekirdek, kulaktan beyne isitsel bilgilerin tasinmasinda ilk merkez olarak gorev yapar. Bu
cekirdekte yildiz, globiiler cali, kiiresel c¢ali ve ahtapot olmak iizere dort hiicre tipi tespit
edilmistir (14). Birbirinden farkli biyofiziksel ve elektrofizyolojik oOzellikler gdsteren bu

hiicreler farkli bolgelerde bulunmaktadirlar.

~ VIIL. sinir

Sekil 2.3. Kohlear ¢ekirdegin anatomik yapisi.

2.1.1.1.1. Anteroventral kohlear cekirdek

Anteroventral kohlear g¢ekirdek, isitsel sinir lifinin ¢ikan dali ile uyarilir. Burada bulunan
hiicrelerin, iki kulaktan gelen seslerin siddetinin karsilastirilmasiyla ses kaynaginin yerinin
belirlenmesinde gorev aldigr yapilan caligmalar ile gosterilmistir (26, 27). Anteroventral
kohlear cekirdegin bu islevinde ozellikle kiiresel ve globiiler ¢ali hiicrelerinin énemli rol
oynadig1 gosterilmistir (28). Kiiresel ve globiiler cali hiicrelerinin, 6zellesmis sinapslar
yaptiklari ve isitsel sinirden dogrudan inputlar aldig1 rapor edilmistir. Kiiresel ¢al1 hiicreleri 1-

4 arasinda degisen sayida isitsel sinir lifinden input alirlar. Kiiresel ¢ali hiicrelerinin Held End
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Bulbus adinda 6zel sinapslar yaptiklar tespit edilmistir (29). Globiiler ¢ali hiicreleri ise 4-40
arasinda degisen sayida isitsel sinir lifinden input alirlar. Globiiler ¢ali hiicrelerinin Calyx of
Held olarak adlandirilan ve hiicre govdesinin biiylik bir kismini sararak biiyiik sinapslar

yaptiklar1 gosterilmistir (30).

2.1.1.1.2. Posteroventral kohlear ¢ekirdek

Isitsel sinir lifinin inen dal1 ile uyarilan posteroventral kohlear ¢ekirdek, sesin zamanlamasini
ve spektral analizini gerceklestirir. Elektrofizyolojik caligmalarda posteroventral kohlear
cekirdekte ahtapot ve T yildiz hiicrelerinin bulundugu gosterilmistir. Ahtapot hiicresinin yogun
olarak bulundugu ve T yildiz hiicresinin ise az sayida bulundugu rapor edilmistir (31, 32).
Ahtapot hiicreleri ¢ok fazla sayida (> 60) isitsel sinir lifi ile sinaptik baglant1 kurdugu i¢in ¢cok
kisa bir siirede eksitatorik post sinaptik potansiyellerin (EPSP) sumasyonu ile uyarilirlar (33,
34). Bundan dolay1 ahtapot hiicreleri posteroventral kohlear ¢ekirdegin islev gérmesinde
onemli rol oynarlar. Bunun aksine, her bir T yildiz hiicresi sadece birkag (5 ya da 6) isitsel sinir
lifinden girdi alir. Bununla birlikte, bu hiicrelerin tiim uyarimi isitsel sinir liflerinden
kaynaklanmaz. Ahtapot hiicreleri diger ahtapot hiicrelerinden uyarict girdi alirken, T yildiz

hiicreleri de diger T yildiz hiicrelerinden eksitatorik girdiler alirlar (35).

2.1.1.2. Ventral kohlear ¢ekirdekde bulunan hiicre tipleri

Ventral kohlear ¢ekirdekte yapilan ¢aligsmalarda yildiz, ¢ali ve ahtapot olmak iizere ii¢ farklh
hiicre tipi karakterize edilmistir. Bu hiicre tipleri birbirinden farkl elektrofizyolojik, morfolojik
ve biyofiziksel ozellik gosterirler. Ahtapot tipi hiicreler posteroventral kohlear ¢ekirdegin
dorsal ve kaudalinde —V- seklinde bir alanda sinirlar1 acik bir sekilde belli olan bir bolgede
bulunurken, y1ldiz ve ¢ali tipi hiicreleri ise kohlear ¢ekirdegin ventral boliimiinde yer alirlar (7,

14, 20).

2.1.1.2.1. Yildiz hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri

Yildiz hiicreleri morfolojik olarak yildiza benzedikleri i¢in bu isimle adlandirilirlar. Ventral
kohlear c¢ekirdekte yaygin olarak bulunurlar. Bu hiicrelerin farkli ebatlar1 ve sekilleri vardir;
yildiz hiicrelerinin bir kismi1 oval bazilar ise dairesel sekillidir. Bu gruptaki hiicrelerin,
genellikle 3-4 primer dendriti bulunur. Yildiz hiicrelerinin projeksiyon desenlerine (akson
uzantilari, dentritik yapilar1 gibi) bakilarak iki tip yildiz hiicresi (T yildiz ve D yildiz) rapor
edilmistir.  Aksonlar1 intermediate akustik strianin Dorsaline projekte olanlar D-yildiz,

Trapezoid cisme projekte olanlar T-y1ldiz hiicresi olarak tanimlanmistir (14, 20). Bu hiicrelere
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depolarize edici bir akim verildiginde, tonik olarak diizenli bir sekilde atesleme yaparlar ve ¢ok
sayida aksiyon potansiyeli olustururlar (8, 21). T yildiz ve D yildiz hiicrelerinin dentritik
yapilari, akson uzantilar1 ve biyofiziksel 6zellikleri birbirinden farklidir. Kohlear ¢ekirdekte az
saylda sonlanmalar1 olan, T-y1ldiz hiicreleri kompakt dendritlere sahiptir. Kohlear ¢ekirdekdeki
sonlanmalar1 oldukg¢a genis olan D-yildiz hiicrelerinin ise, plriizsiiz, uzun, konik ve seyrek
dallanmalar1 olan yaygin dendritleri bulunur. T-yildiz hiicrelerinin aksonlar1 inferior
kollikulusa projekte olurken, D-yildiz hiicrelerinin aksonlar1 ise genellikle ipsilateral ve

kontralateral kohlear ¢ekirdege projekte olurlar (36, 37).

2.1.1.2.2. Cal hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri

Cali hiicreleri, ahtapot hiicre alan1 ve graniiler hiicre tabakasi haricinde ventral kohlear
cekirdegin her yerinde bulunur. Bu néronlar genellikle 200 pm’den kisa, daireselden ovale
dogru degisen hiicre govdelerine sahiptirler. Cali hiicreleri ¢ok az sayida dentritik dallanmalar
yapar ve sinaptik inputlar1 somalari tizerine yerlesiktir (30). Hiicre govdesinde basit bir primer
dendrit gozlenebilir ve daha sonra bu primer dendrit iki, {i¢ veya dort sekonder dendrite dallanir
(28). Cal1 hiicrelerinde nadiren iki primer dendrit de bulunabilir. Bu hiicreler kendine ait primer
ve sekonder dallara sahip olduklar1 igin Ingilizcede “bushy” tiirkgede “cali” olarak
isimlendirilirler. Cali hiicrelerinde gévdenin herhangi bir kismindan ¢ikan aksonun baglangic
segmentinin yonelimi daima trapezoid cisimcige dogrudur. Nissl boyamada c¢ali hiicrelerinin
hem ince siyah hem de acik kahverengi graniillerle dolu oldugu goriiliir (38). Cal1 hiicreleri,
superior oliver kompleksi ile lateral lemniskusun ventral ¢ekirdegine projekte olurlar. Bu
hiicrelerin sesin tinisi, zamanlamasi ve yogunlugu hakkinda bilgi tasidiklar: gsterilmistir (39).
Cal1 hiicreleri histolojik boyamalarda farkliliklar gosterdiginden dolay; kiiciik kiiresel cali,
biiyiik kiiresel ¢al1 ve globiiler ¢ali hiicreleri olmak {izere ii¢ alt tipe ayrilmistir (14, 20, 40). Bu
ti¢ alt tipin kohlear c¢ekirdekte lokalizasyonu farklidir. Kiigiik kiiresel ¢ali hiicreleri hakkinda
cok az bilgi ve ¢alisma bulunur. Bu hiicrelerin ¢ogunlukla siiperiyor oliver komplekse projekte
olduklar1 bilinmektedir (40). Biiyiik kiiresel ¢ali hiicrelerinin anteroventral kohlear ¢ekirdegin
rostralinde bulundugu ve genellikle diisiik frekansh sesleri kodladigi gosterilmistir. Biiyiik
kiiresel cali hiicreleri, medyal siiperior oliver ¢ekirdeginin medyaline ve lateraline projekte
olurlar (41). Globiiler c¢ali hiicrelerinin ise genellikle isitsel sinir kokiinlin yakinlarinda
bulundugu ve yiiksek frekansli sesleri kodladigi tespit edilmistir (39). Globiiler ¢ali hiicrelerinin
trapezoid cismin medyal ¢ekirdegine Held kaliksi (Calyx of Held) denilen devasa bir sinaps ile
projekte oldugu gosterilmistir (42, 43). Cal1 hiicreleri genellikle isitsel sinirden eksitatorik input



alirlar. Ayrica dentritler tizerine kaynagi belli olmayan inhibitorik giris sinyalleri aldiklari tespit

edilmistir (30).

2.1.1.2.3. Ahtapot hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri

Ahtapot hiicrelerinin dendritleri hiicre gévdesinin bir tarafinda bulunmasi nedeniyle ahtapota
benzetilerek bu isim verilmistir. Ahtapot hiicresi, uzun tek bir aksona ve hiicre govdesinin
rostral yanindan ¢ikan biiylik 3-5 adet kisa dentrite sahiptir (14). Bu dendritler yaklasik 50-70
um’lik bir uzunluga sahiptir. Olusan primer dendritler genellikle daha kisa olan sekonder
dendritlere, bunlar da tersiyer dendritlere dallanir (25). Bu hiicreler Nissl metodu ile
boyandiginda sitoplazmanin her tarafina dagilmis ¢ok ince ve soluk graniillere sahip oldugu
goriiliir. Ahtapot hiicreleri soma ve dentritleri iizerinde bulunan sinapslar araciligiyla ¢ok sayida
isitsel sinir lifinden input alirlar. Ahtapot hiicreleri posteroventral kohlear ¢ekirdegin dorsal ve
kaudal kisimlarinda —V- seklinde bir alanda sinirlar1 belli olan bir bolgede bulunurlar (44). Bu
bolgede 6zellikle insanlarda sadece ahtapot sinir hiicresinin bulundugu gézlenmistir (7, 14, 20).
Fare kohlear ¢ekirdeginin bu bolgesinde yaklasik olarak 200 adet ahtapot hiicresi bulundugu
bildirilmistir (45). Ahtapot hiicreleri tipik goriiniisleri, yerlesimleri ve yonelimleri nedeniyle
kohlear ¢ekirdegin en kolay ayirt edilebilen hiicre tiplerinden birisidir. Bu hiicreler uzun ve diiz
primer dendritleri ile karakterize edilirler (14).

Yapilan caligmalarda ahtapot hiicrelerinin isitsel sinir liflerinde olusan es zamanli ateglemenin
oldugu ani1 belirledigi gosterilmistir. Ayrica isitsel bilgiyi beynin daha iist ¢ekirdeklerine ilettigi
rapor edilmistir (46, 47). Ahtapot hiicrelerinin dentritleri ile isitsel sinir lifi demetlerinin kesigim
gostermesi, bu hiicrelerin ¢ok sayida sinir lifinden input almasina neden olmaktadir (20, 45).
Yapilan ¢alismalarda ahtapot hiicrelerinin input direnglerinin ¢ok diisiik oldugu rapor
edilmistir. Ahtapot hiicrelerinin input direnglerinin diigiik olmasi1 (yani hiicre zar iizerinde
birim alanda bulunan iyon kanali sayisinin fazla olmasi), sinaptik akimlara kars1 hizli ve kisa

stireli cevap vermelerini saglar (48, 49).

2.1.1.3 Ventral kohlear cekirdege gelen sinyaller

Ventral kohlear c¢ekirdek hiicreleri, isitsel sinir lifleri ve graniil hiicrelerinin yosunsu
terminallerinin aksonlaridan uyarici 6zellikte sinyaller alir. Isitsel sinir lifleri kohleadan aldig
isitsel bilgiyl isitme sisteminin ilk cekirdegi olan kohlear g¢ekirdege getirirken, graniil
hiicrelerin yosunsu terminalleri ise isitsel c¢ekirdeklerden, vestibiiler c¢ekirdeklerden ve
somatosensoriyel sistemden aldigi inputlar1 kohlear cekirdege getirmektedir (24). Bunun

yaninda kohlear ¢ekirdek beyin sapmin diger cekirdeklerinden de uyarici ve inhibe edici
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ozellikte olan efferent inputlar alir (50). T-yildiz hiicrelerinin glutamaterjik uyarilmada rol
oynadiklar1 bilinmektedir (51, 52). Glisinerjik 6zellikte olan D-y1ldiz hiicreleri ise inhibitdrik
bir etki gostermektedir (53, 54). Glutamaterjik isitsel afferent sinirler, ventral kohlear
cekirdegin uyarilmasinda 6nemli role sahiptirler. Ayrica ventral kohlear ¢ekirdek, trapezoid
cisimcigin ventral g¢ekirdeginden (medyal olivokohlear efferent sinir liflerinin ve ventral
kohlear ¢ekirdege projekte olan sinir liflerinin olusturdugu) kolinerjik lifler de almaktadir (55).
Yapilan caligmalarda kohlear ¢ekirdek hiicrelerinin isitsel sinir lifleriyle sinaps yaptigi
gosterilmistir (50). Anteroventral kohlear ¢ekirdekte bulunan globiiler ¢ali hiicreleri ve kiiresel
calt hiicrelerinin isitsel sinir lifinden input aldigi belirlenmistir (30, 56). Kedilerde yapilan
calismada y1ldiz tipi néronlarina (T ve D yildiz) isitsel sinir lifinden gelen sinaptik terminallerin
farklilik gosterdigi rapor edilmistir. T-y1ld1z néronlarinin hiicre gévdeleri tizerinde bulunan az
sayidaki sinaptik terminallerin yaklagik olarak 10:1’inin isitsel sinir liflerinden geldigi
gosterilmistir. Fakat D-yildiz néronlariin hiicre govdeleri {lizerinde bulunan ¢ok sayidaki
sinaptik terminallerin yaklasik olarak yarisinin isitsel sinir liflerinden geldigi rapor edilmistir
(57).

Glutamatin isitsel sinir liflerinde yiiksek seviyede bulunmasi, isitsel sistemin ndrotransmitter
maddesinin glutamat oldugunun bir gostergesidir. Yapilan ¢calismada ventral kohlear ¢ekirdek
hiicrelerinin glutamat reseptdrii olan AMPA (alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-izoksazol-
propionik asit) reseptorleri ile uyarildigr gosterilmistir (58). Ayrica yapilan bagka bir calismada
isitsel sinirin uyarilmasiyla verilen yanita NMDA (N-methyl-D-aspartate) reseptorlerinin

onemli derecede katkida bulundugu rapor edilmistir (59).

2.1.1.2. Dorsal kohlear cekirdek

Dorsal kohlear ¢ekirdek, dordiincii ventrikiiliin tabaninda Luschka foramen’in rostral sinirindan
ventrale dogru uzanarak ventral kohlear ¢ekirdegi sarar (60). Dorsal kohlear ¢ekirdegin sinirlar
151k mikroskobu ile ventral kohlear g¢ekirdekten rahatlikla ayirt edilebilir. Dorsal kohlear
cekirdek bazi ¢caligsmalarda tabaka sayisina gore incelenmistir. Bu ¢ekirdegin tabakalar seklinde
bir noronal diizenleme gosterdigi rapor edilmistir (18, 61). Fakat son yillarda yapilan
caligmalarda ise tabaka sayisina gore degil katmanlara ayrilarak incelenmistir. Dorsal kohlear
cekirdek, morfolojik olarak ii¢ katmana ayrilir (62, 63). En disindaki katmana molekiiler hiicre
katmani da denir. Bu katmanda az sayida interndronlar ve kohlear ¢ekirdegin en kiictik hiicreleri
olan kiigiik graniil hiicrelerinin aksonlar1 bulunur (64). Graniil hiicreleri ¢ok az sayida inputlara
sahiptir fakat buradaki hiicreler karakteristik 6zelliklerinden dolayr siirekli aktif durumda

bulunurlar. Boylelikle buradaki hiicrelerin spontan olarak aksiyon potansiyeli iirettikleri
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gosterilmistir (65). Tkinci katmana piramidal hiicre katmani da denir. Bu katmanda ¢ok sayida
piramidal hiicre ve inhibitdrik interndronlar (cartwheel hiicreleri) da bulunur (66). Dorsal
kohlear ¢ekirdegin en i¢ katmanina derin katman da denir. Bu katmanda isitsel sinir lifleri ve
dev (giant) hiicrelerin bulundugu gosterilmistir. Dorsal kohlear ¢ekirdekte yedi farkli néron tipi
tanimlanmistir. Bunlardan dev ve fusiform hiicreleri buradaki esas noron grubunu olusturur.
Carthweel, golgi, yildiz, tuberkulo-ventral ve graniiler hiicreleri ise ara néronlar1 olusturur (61,
67). Dorsal kohlear ¢ekirdekte iki biiyiik afferent sistem bulunur. Bunlar isitsel sinir lifleri ve

graniil hiicrelerinin aksonlaridir (68).

2.1.2. Kohlear cekirdek fizyolojisi

Kohlear ¢ekirdek, isitme sisteminin ilk durak yeri olarak bilinen, kohleadan gelen tiim isitme
sinyallerini alan, isitsel bilgilerin islendigi ve bu bilgilerin daha {ist merkezlere iletilmesini
saglayan hiicrelerin bulundugu beyin sapindaki tek ¢ekirdektir (69). Kohlear ¢ekirdekte yer alan
noronlarin sahip oldugu iyon kanal tipleri, birgok fizyolojik siire¢ ve patolojik durumla iliskili
oldugu i¢in 6nemlidir. Kohlear ¢ekirdekte bulunan yildiz tipi, ahtapot tipi ve ¢ali tipi ndronlarda
bazi iyon kanallarinin farmakolojik ve biyofiziksel oOzellikleri ve bu kanallarin sinyal
olusumuna nasil katkida bulunduklar1 tanimlanmustir (7, 8).

Kohlear ¢ekirdek ndronlari, alinan ses bilgilerini isitsel ¢ekirdeklere ilettiginden dolayi isitme
ile 1lgili bir¢ok fizyolojik ¢alisma bu ¢ekirdekte yapilmistir (70). Kohlear ¢ekirdekte bulunan
farklh tipteki hiicrelerin sesin temel oOzelliklerinin (tini, frekans, zamanlama ve siddetin
kodlanmas1 gibi) belirlenmesinde gorev aldigi daha Onceki yapilan ¢alismalarda rapor
edilmistir. Kohlear ¢ekirdegin, sesin taninmasinda ve ses kaynagmin uzaysal konumunun

belirlenmesinde gorev aldig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (71).

2.1.3. Kohlear ¢ekirdegin tonotopik organizasyonu

Isitme sistemindeki tonotopik organizasyonun anlamu, farkli frekanslardaki sesler farkli
noktalarin titresmesine ve farkli néron gruplarinin uyarilmasina yol agar. Kohleadan kortekse
kadar giden tiim isitme yolu boyunca sinir liflerinin uzamsal bir organizasyonu s6z konusudur.
Isitme yolu ve korteksteki reseptif alanlardan yapilan kayitlar, belirli ses frekanslarinm belirli
ndronlart aktive ettigini gostermistir (72). Diger isitme cekirdeklerinde oldugu gibi kohlear
cekirdegin boliimleri de uyarildiklar isitsel sinir liflerinin karakteristik frekanslarina gore

tonotopik organizasyon gosterirler (Sekil 2.4) (33).
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Sekil 2.4. Kohlear ¢ekirdegin tonotopik organizasyonu (72).

2.1.4. Kohlear cekirdekte karakterize edilen iyon kanallar1

Voltaj kapili sodyum kanallari: Bu kanallar fizyolojik olarak bir¢cok yerde gorev alirlar. Bu
kanallarin bir¢ok hiicrede aksiyon potansiyelinin baglamasina dnciiliik ettigi yapilan ¢alismalar
ile gosterilmistir (73). 1950 yilinda Hodgkin ve Huxley, voltaj kenetleme teknigini kullanarak
sodyum akimlarmin aksiyon potansiyelini baslattigini tespit etmislerdir (74). Sodyum kanallar1
270 kDa agirliginda biiyiik bir a alt birimi ve 30-40 kDa agirliginda kiigtik B alt biriminden
meydana gelmektedir (75, 76). Alfa alt birimi, voltaj duyarli bu kanallarin primer olarak yapisal
ozelliklerini belirler. B alt birimi ise kanalin aktivasyon ve inaktivasyon gibi 6zelliklerini
diizenler (77). Migren, epilepsi, ndropatik agr1 ve norodejeneratif hastaliklar gibi sinirsel
uyarilabilirlikte bozukluk iceren bir¢ok norolojik hastalikta voltaj-kapilt sodyum kanallarinin

rol oynadigini isaret eden bir¢ok kanit vardir (78).
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Fare dorsal kohlear ¢ekirdek piramidal noronlarinda tetrodotoksine duyarli Na* iletkenligi
gosterilmistir (79). Yine dorsal kohlear ¢ekirdek piramidal hiicrelerinde tetrodotoksine duyarlt

sodyum akimlari tarafindan olusan esik alt1 salinimlar gosterilmistir (80).

Voltaj kapili kalsiyum kanallari: Birgok farkli hiicre tipinde bulunan voltaja duyarli kalsiyum
(Ca*") kanallar1 zar depolarizasyonunda aktiflesir. Kalsiyum kanallarinin agilmasiyla
elektrokimyasal gradyanta gore hiicre disindan hiicre i¢ine dogru kalsiyum iyonlar1 geger.
Kalsiyum kanallar1 gen ekspresyonun diizenlenmesinde ve hiicre zar1 uyarilabilirligi gibi bir¢ok
fizyolojik olayda gorev alirlar. Voltaja duyarl kalsiyum kanallarindan hiicreye giren kalsiyum
iyonu bircok farkli hiicresel olay1 baslatacak ikincil haberci olarak da gérev yapar (81). Ilk
olarak kalsiyum akimlari kardiyak miyositlerden kaydedilmistir (82). Voltaja duyarli kalsiyum
kanallar1 yapisal olarak genis bir al ana alt birimi ve yaninda yardimci o2, B, v ve o alt
birimlerinden olusur. Bu kanallar o1 alt biriminin farkliligina gére farkli Ca®* kanal tiplerine
tanimlanmistir. Kalsiyum kanallar1 yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore Cavl, Cav2 ve
Cav3 kanal ailesi olmak iizere ili¢ ana gruba ayrilir. Bu gruplar T-tipi, L-tipi, P-tipi, N-tipi, Q-
tipi ve R-tipi olmak tizere ¢ok sayida cesitlilik gosterir (83). T tipi akimlardan Cav3.1, Cav3.2,
ve Cav3.3 ailesi sorumludur (81). L tipi kalsiyum kanallari, Cav1 kanal ailesi olarak da bilinir.
L tipi akimlardan Cavl.1, Cavl.2 ve Cavl.3 ailesi sorumludur. Bu kanallarin dihidropiridin
agonist ve antagonistlerine kars1 yiiksek derecede afinite gosterdigi rapor edilmistir (84). Q ve
P tipi kalsiyum kanallar1, Cav2.2 kanallar1 tarafindan kodlanir ve bu kanal akimlar1 w-agatoksin
tarafindan bloklanir. N tipi kalsiyum akimlarindan Cav2.1 ve Cavl.4 kanallar1 sorumludur ve
bu akimlar sirasiyla - konotoksin ve dihidropiridin tarafindan inhibe edilir. R tipi kalsiyum
akimlarindan ise Cav2.3 ailesi sorumludur ve bu akimlarin tarantula toksini (SNX-482)
tarafindan bloklandig1 rapor edilmistir (85). Ayn1 zamanda bu kanallar diisiik veya yliksek
voltajla aktive olan kanallar olarak da siniflandirilirlar. T tipi kalsiyum kanallar1 diisiik voltajla
aktive olan kanallar1 olup, P/Q, N, L ve R tipi kalsiyum kanallar1 yiiksek voltajla aktive olan
kanallardir (86).

Fare kohlear ¢ekirdek ahtapot hiicrelerinde voltaj ile aktive edilmis kalsiyum akimlar1 rapor
edilmistir (87). Kus kohlear c¢ekirdeklerinde yapilan ¢alismada voltajla aktiflenen kalsiyum

kanallarinin glutamaterjik inhibisyonu gosterilmistir (88).

Voltaj kapili potasyum kanallari: Voltaj kapili potasyum kanallar1 pek ¢ok alt tipi bulunan ve
voltaja duyarli olan iyon kanallaridir. Potasyum kanallari, hiicre zarinin i¢ tarafi pozitif

yiiklendigi zaman agilir. Voltaj kapili potasyum kanallari, aksiyon potansiyeli sirasinda
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depolarize olmus hiicreyi dinlenme durumuna dondiirmede ¢cok dnemli rol oynar (89). Voltaj
kapili potasyum kanallari, kanal agilinca olusan iyon akiminin yoniine bakilarak, iki gruba
ayrilir. Iyon akimimin yonii, hiicre i¢inden hiicre disina dogru ise boyle kanallara disarrya dogru
(outward) akimlara sahip potasyum kanallari denir. Iyon akiminin yonii hiicre disindan hiicre
icine dogru ise boyle kanallara igeriye dogru (inward) akimlara sahip potasyum kanallar1 denir.
Klasik potasyum akimlari ilk olarak Huxley ve Hodgkin tarafindan voltaja bagimli outward
olarak tanimlanmistir. Outward akimlara sahip potasyum kanallari, hiicre zarinin
depolarizasyonu ile aktive olur. Bu kanallarin agilmasiyla potasyum iyon konsantrasyonu
nedeniyle potasyum iyonlar1 hiicre disina ¢ikar. Bundan dolay1 outward potasyum kanallari,
aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazinda gérev alir. inward akimlara sahip potasyum
kanallar1 ise hiicre istirahat potansiyelindeyken aktive olurlar. Voltaj kapili potasyum
kanallarinin biyofiziksel, fonksiyonel ve farmakolojik 6zelliklerine gore 12 farkli alt sinifi
vardir (Kv1.x-Kv12.x). Ayrica bu kanallar aralarinda heteromultimerik kanallar olusturarak

cok fazla sayida farkl alt birimler olusturabilirler (90).

Memeli kohlear cekirdek ahtapot hiicrelerindeki yapilan c¢alismada potasyum akimlari
gosterilmistir (7). ATP duyarli potasyum kanallar1 ile farelerin ventral kohlear

cekirdeklerindeki yildiz hiicrelerinin uyarilabilirliginin diizenlendigi gosterilmistir (91).

Hiperpolarizasyonla aktive olan katyon kanallari: Bu kanallar, zarin hiperpolarize olmasi ile
aktive olurlar (92). Hiperpolarizasyonla aktive olan katyon kanallarmin bir¢ok hiicrede
dinlenme potansiyeline katkida bulundugu gosterilmistir (93, 94). Bu kanallarin dort altbirimi
(HCNI1-4) homomer veya heteromer seklinde bulunabilir. Bu alt tiplerinin aktivasyon
kinetikleri farkliliklar gosterir. Ornegin HCN1 alt birimleri en hizli kanal aktivasyon kinetigine
sahiptir ve bir¢ok isitsel néronun zarlarinda yiiksek seviyede bulunur (95). Hiperpolarizasyonla
aktive olan katyon kanallarinin; ventral kohlear ¢ekirdek néronlarinda (93), lateral lemniskus

ve inferior kollikulusta (96) karakterizasyonu gosterilmistir.

Hiperpolarizasyonla aktive olan akimlarin memeli ventral kohlear ¢ekirdek yildiz hiicrelerinde
uyarilabilirligi diizenledigi rapor edilmistir (97). Memeli kohlear ¢ekirdek ahtapot hiicrelerinde
hiperpolarizasyonla aktive olan karigik katyon akimi gosterilmistir (93). Hiperpolarizasyonla
aktive olan katyon kanallarinin, kohlear ¢ekirdek piramidal hiicrelerinin intrinsik aktivitesine

katkida bulundugu gosterilmistir (98).

Kohlear ¢ekirdek hiicrelerinde bazi iyon kanallariin farmakolojik ve biyofiziksel 6zellikleri ve

bu kanallarin sinyal olusumuna nasil katkida bulunduklar1 tanimlanmistir Fakat ASIC
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kanallarinin bu hiicrelerde bulunup bulunmadiklari ve isitsel sinyallerin olusumunda fizyolojik
olarak nasil bir fonksiyon iistlendikleri gosterilmemistir. Calismamizda kohlear ¢ekirdek
noronlarinda ASIC kanallarinin elektrofizyolojik, biyofiziksel ve farmakolojik ozellikleri

tanimlanmustir.

2.2. Asite Duyarh Iyon Kanallar
2.2.1. Giris

Asite duyarli iyon kanallart, ilk olarak voltaj klamp teknigi kullanilarak Krishtal ve Pidoplichko
tarafindan 1980 yilinda sigan duyu noéronlarinda kesfedildi (99). Krishtal ve Pidoplichko asitle
uyarilmis bu akimlarin, daha 6nce tanimlanmamis bir iyon kanali aracilifiyla olustugunu
savundu ve asitle uyarilan Ca** kanallar1 olabilecegini diisiindii. Daha sonra Lazdunski ve
arkadaslar1 bu kanallarin amiloride duyarli ve Na* iyonuna gegirgen oldugunu gostererek asite
duyarli iyon kanallarini ilk defa tanimlamiglardir (1). 2007 yilinda ise tavukta ASIC1a’1n kristal
yapisinin tanimlandigi ¢alismada, ASIC’lerin trimer yani li¢ farkli alt birimden olustugunu
gostermislerdir (100). Voltaja duyarli olmayan bu proton kapili degenerin/epithelial sodium
channel (DEG/ENaC) siiper ailesinin bir altgrubu olan asite duyarli iyon kanallarinin, hem
merkezi sinir sisteminde hem de periferik sinir sisteminde yaygin olarak bulundugu
gosterilmistir (101, 102). Daha sonraki calismalarda ise bu kanallarin temel 6zellikleri
belirlenmistir. Bu kanallar genel olarak pH’nin azalmasiyla acilirlar (99), Na*’y1 gecirirler
(103) ve amilorid tarafindan bloklanirlar (104). Normal hiicrelerde hiicredist pH = 7.3-7.4
arasindadir (105). ASIC’ler, hiicredisi pH’nin normal fizyolojik degerinin (yaklasik olarak
pH=7.4) altina diismesiyle hizl1 bir sekilde aktiflenir ve duyarsizlasirlar (106). ASIC alt
birimlerinin; pH’ya kars1 duyarlhiliklar, aktivasyon kinetikleri ve duyarsizlasma hizlar

birbirinden farklidir (107).

ASIC iiyeleri “X-NaC” seklinde isimlendirilir. <*X’” kisaltmasi proteinlerin temel bir
ozelligiyle (DEG, degenerin protein) ilgili oldugu anlamina gelirken, ’C’’ kisaltmas1 ‘kanal’
anlamma gelir. Ornegin; epitel Na* kanali (ENaC), FMRF amide (Phe-Met-Arg-Phe-NH2)
kapili Na* kanali (FaNaC), Drosophila gonadlarda bulunan Na® kanali (dGNaC), insan
bagirsagindaki Na* kanali (hINaC) ve beyin, karaciger ve bagirsaklarda bulunan Na* kanali

(BLINaC) olarak isimlendirilir (101).

Kemirgenlerde 4 farkli gen tarafindan kodlanan en az 6 ASIC alt birimi tespit edilmistir.

ASICla (1), ASICI1b (2), ASIC2a (3), ASIC2b (4), ASIC3 (5) ve ASIC4 (6) olmak iizere bilinen
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6 ASIC alt grubu vardir. ASIC alt tipleri homomer veya heteromer seklinde bulunabilirler.
Ancak ASIC2b ve ASIC4 alttipleri homomer seklinde fonksiyonel degildirler, diger ASIC
alttipleri ile heteromer olusturarak iglev goriirler. Biitiin ASIC alt birimleri, biiyiikk bir
ekstraseliiler loop ve kisa intraseliiler N- ve C- terminali gibi iki hidrofobik transmembran
bolgeden (TM1 ve TM2) olusur. ASIC’lerin tipik yapis1 ve hiicre zarindaki yerlesimi Sekil 2.5
de gosterilmistir (108).

PNS

ASIC1a
ASIC1b
ASIC2a
ASIC2b
ASIC3

K's

Sekil 2.5. A. ASIC alt birimlerinin sematik gosterimi B. ASIC kanalinin trimerik yapist (108).

ASIC’lerin memeli beyninin ¢ogu bdlgesinde ve tiim duyu gangliyonlarinda bulundugu
gosterilmistir. Bununla birlikte ASIC kanallarinin néronlarda bulundugu fakat glia hiicrelerinde
bulunmadig: rapor edilmistir. Yapilan ¢alismalarda ASICla, ASIC2a ve ASIC2b genlerinin
merkezi sinir sisteminde, ASIC1b ve ASIC3 genlerinin ise periferik sinir sisteminde daha fazla
ifade edildigi gosterilmistir (109). ASIC alt tipleri farkli elektrofizyolojik ve farmakolojik
ozellik gosterirler (4, 106). Biitiin ASIC’ler sadece Na* iyonu gegirirken, ASIC1a ise sodyum
ile birlikte kalsiyum iyonu da gegirir (5). Cinko (Zn**) homomerik ve heteromerik ASIC2a
akimlarmi giiclendirirken, diger ASIC akimlarini zayiflatir (110). Psalmotoxinl spesifik
ASICla inhibitdriidiir (111). Kursun (Pb**), ASIC1a akimlarini inhibe ederken diger ASIC’leri
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inhibe etmez (112). Salisik asit, sadece ASIC3 alt birimini bloklar (113). ASIC alt birimlerinin
olusturdugu iyon akimlarinin kinetik 6zellikleri birbirinden farklidir (Sekil 2.6) (114).

pH 18 pH 7.8 pH 7.8 7.8
U 40 L 40 U 4.0 [ | 4.0

/

|

J
AL §|_ - i
ASICla ASIC1b ASIC2a ASIC3

Sekil 2.6. Kurbaga (Xenopus laevis) oosit hiicrelerinde ifade edilen ASIC alt birimlerinin
olusturdugu akimlar (114).

Yapilan ¢alismalarda asite duyarli iyon kanallarinin; nosisepsiyon (115), dokunma (116), tat ve
koku iletimi (117), long term potensiasyon (LTP), sinaptik iletim, hafiza/6grenme (118), duyu
iletimi ve retinal biitlinliik (119) gibi birgok fizyolojik ve agr1 (120), iskemiye bagli beyin hasari
(121), felg (inme) ve epilepsi (9) gibi bir¢ok patolojik olaylarda rol oynadigi gosterilmistir.

Isitsel sistemde, kohlea igindeki tily hiicrelerinde (122, 123), spiral gangliyon ndronlarinda
(124), vestibiiler organlarda (125) ve inferior kollikulus néronlarinda (126) ASIC’lerin varlig1
gosterilmistir. ASIC2a alt biriminin farelerde giiriiltiiye yatkinlikla alakali oldugu (124) ve
ASIC2 yoklugunun isitmeyi bozmadig1 (127) tespit edilmistir. ASIC3 genini ifade etmeyen
farelerde yapilan ¢aligmada ise, ASIC3 alt birimi olmayan farelerde isitme kaybinin oldugu

tespit edilmistir (122).

2.2.2. Asite duyarh iyon kanal 1

Asite duyarli iyon kanali 1 (ASIC1), memeli merkezi sinir sisteminde en fazla bulunan ve
hidrojen afinitesi en yiiksek olan ASIC alt tipidir (1). ASIC1 alt biriminin ASICla ve ASIC1b
olmak tizere iki farkli varyanti1 bulunur. ASICla ve ASIC1b homomer seklinde bulunabildigi
gibi diger ASIC alt tipleri ile heteromer de olusturabilirler (128). ASICla’nin, merkezi sinir
sisteminde 0grenme/hafiza, korku durumu, sinaptik plastisite, ac1 duyusunun algilanmasi ve

retinal fizyolojide onemli rol oynadigir gosterilmistir (101). ASIC1b’nin ise dorsal kok
16



gangliyonlarinda yaygin olarak bulundugu ve duyusal transdiiksiyonda rol oynadigi
diisiiniilmektedir (129). Kemirgenlerde yapilan caligmalarda ASICla’nin birgok ydnden
ASICI1b’den farkli 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. ASIC1a’nin proteinlerinin yaklasik
1/3’1lin (yaklasik 172 aminoasit) amino asit dizileri ASIC1b’den 6nemli 6l¢iide farklidir (129).
ASIC1a geni hem merkezi sinir sisteminde hem de periferal duyu néronlarinda ifade edilirken,
ASIC1b geni ise sadece periferal duyu noronlarinda ifade edilmistir (Sekil 2.8) (5). ASICla
akiminin aktivasyon esigi yaklasik olarak pH 7,0 iken ASICIb’nin yaklasik pH 6,5 dir.
Homomerik ASICla kanallarinin %50’sinin aktive oldugu (pHso) degeri yaklasik olarak 6,4
iken (128, 130), ASIC1b’nin pHso degeri yaklasik olarak 5,9’dur (128). ASIC1a kanallar1 yavas
bir sekilde duyarsizlasir, yani desensitize olur (t = 3,5 s) ve yavas olarak duyarsizlasmadan
kurtulur (t = 13 s). ASIC1b kanallar1 ise daha hizli bir sekilde duyarsizlasir (t = 1,7 s) ve
duyarsizlasmadan kurtulur (t = 5,9 s) (131). ASIC alt birimleri arasinda ASIC1a kanallarinin
Ca®"ya gegirgen olan tek alt birim oldugu diisiiniilmekteydi (Sekil 2.7) (1, 129). Ancak son
zamanlarda insanlarda yapilan ¢aligmalarda ASIC1b kanallarmin da Ca** gegirgenligine sahip
oldugu gosterilmistir (132). Psalmopoeus cambridgei Toxin 1 (PcTx1), ASICla’nin spesifik
inhibitoriidiir (101). ASIC’lerin noronlardaki tam konfigiirasyonu belirsiz olmasina ragmen
beyin noronlarindaki ASIC’lerin baslica komponentleri homomerik ASICla ve heteromerik

ASICla/2a kanallaridir (133, 134).

e Na*/o Ca?* e Na*

Sekil 2.7. ASICla’nin Ca>* gegirgenligi (135)
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2.2.3. Asite duyarh iyon kanah 2

Asite duyarli iyon kanali 2 (ASIC2)’nin memeli dejenerin “mammalian degenerin (MDEG)”
ve beyin Na* kanali 1 “brain Na* channel 1 (BNC1)” gibi farkli isimleri de vardir. ASIC2a ve
ASIC2b olmak tizere iki tane ASIC2 varyanti1 tantmlanmistir. ASIC2a ve ASIC2b beyin, dorsal
kok gangliyonlar1 ve eksi tat reseptorleri gibi dokularda bulunurlar. ASIC’ler den ilk olarak
ASIC2a tanimlanmistir (136). ASIC2a’nin, baroreseptdr duyarliligi ve retina biitiinliigliniin
onarimi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (119). ASIC2a’nin biiylik olasilikla ndronlarda
mekanik hasarda rol oynadigi distintilmektedir (137). ASIC2a kanallarinin aktivasyonu ig¢in
daha biiyiikk bir pH diisiisii gerekmektedir. Homomerik ASIC2a kanallar1 yari-maksimal
aktivasyon (pHso) degeri yaklasik olarak pH 4.35°dir (138). Bu kanallar yavas duyarsizlasir (t
= 2.8 s) ve hizl1 duyarsizlasmadan kurtulur (t = 0.6 s) (130). ASIC2a kanal genlerinin periferik
sinir sisteminde ve merkezi sinir sisteminde ifade edildigi gosterilmistir (Sekil 2.8). Fakat
merkezi sinir sistemi noronlarinda daha fazla ifade edildigi rapor edilmistir (136). ASIC2a
kanallart hem homomer seklinde hem de heteromer seklinde fonksiyonel olarak bulunabilirler.
Omegin ASIC2a alt birimleri ASIC1a ile birleserek beyinde heteromerik kanallar olustururlar
(139).

ASIC2b kanal genleri hem duyu hem de merkezi néronlarda ifade edilirler (Sekil 2.8). ASIC2a
kanallarinin aksine homomerik ASIC2b alt birimleri tek baslarina fonksiyonel kanallar
olusturmazlar. Ancak ASIC alt birimleriyle birleserek heteromiiltimerik kanallar
olusturabilirler (106). Ornegin ASIC2b, ASICla ile birleserek asidoz kaynakli ndronal
hasarlanmalara katkida bulunan fonksiyonel kanallar olustururlar. Ayrica ASIC2b diger

ASIC’lerle birleserek heteromerik kanallar1 diizenler ve proton tutmaya yardimci olur (140).

e ASICla (MSS, PSS)

L ASIC1b (PSS)
| ASIC2 [ ASIC2a (MSS, PSS)

ASIC ———ASIC2b (MSS, PSS)
— ASIC3 (PSS, MSS)

— ASIC1

- ASIC4 (MSS)

Sekil 2.8. ASIC alt tiplerinin merkezi (MSS) ve periferik (PSS) sinir sistemindeki ifadesi (135).
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2.2.4. Asite duyarh iyon kanah 3

Asite duyarli iyon kanali 3 (ASIC3) hem periferik sinir sisteminde hem de merkezi sinir
sisteminde ifadesi gosterilmistir. Fakat periferik sinir sistemi (duyu) ndronlarinda daha fazla
ifade edildigi rapor edilmistir (141, 142). ASIC3’lin periferik sinir siteminde hidrojene olan
affinitesinin yliksek oldugu ve yiiksek asidik pH’ya (pHO0,5 = 6,5-6,7) duyarli oldugu
gosterilmistir. ASIC3 kanallar1 hizli bir sekilde duyarsizlasir (t = 0,32 s) ve duyarsizliktan
(desensitizasyondan) kurtulurlar (t = 0,58 s) (131). Homomerik ASIC3 kanallar1 protona son
derece duyarli olmalarindan dolayi ekstraseliiler pH diisiisiine hizl1 bir sekilde cevap verebilirler
(143). ASIC3 kanallari, duyu néronlarinda hem homomerik hem de heteromerik kanallar olarak
fonksiyon gosterirler (144, 145). ASIC3 alt birimlerinin agrinin algilanmasinda, inflamasyon
ve iskemi gibi bir¢ok fizyolojik ve / veya patolojik siiregler sirasinda dnemli rol oynadigi
yapilan calismalar ile rapor edilmistir (146). Ornegin ASIC3 kanallarmin kalp duyu
noronlarinda bulundugu ve miyokardiyal iskemiye cevap verebildigi gosterilmistir (147).
Ayrica iskemi ve duyusal ndronlardaki inflamatuar agr1 sirasinda ASIC3’iin bir sensor olarak

gorev yapmakta oldugu da rapor edilmistir (148).

2.2.5. Asite duyarh iyon kanal 4

Asite duyarli iyon kanali 4 (ASIC4), ¢ok yakin bir zamanda tanimlanmistir (6, 149). ASIC4
spinal kord ASIC (SPASIC) olarak da isimlendirilir. Akopian ve arkadaglar1 yaptiklar
caligmada ASIC4 mRNA ekspresyonunun beynin bazi boliimlerinde ve yetiskin sigan dorsal
kok gangliyonunda oldugunu goéstermislerdir (6). ASIC2b kanallarinda oldugu gibi ASIC4
kanallar1 da homomerik kanallar olarak fonksiyon gérmezler (149). ASIC4 kanallar genellikle
ASIC3 ve ASICI kanallariyla heteromer olusturarak islev goriirler. ASIC4, ASIC alt birimleri

arasinda en az calisilan kanal oldugu i¢in fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir (150).

2.2.6. Asite duyarh iyon kanallarimin farmakolojisi

Asite duyarli iyon kanallar1 ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik kosullarda uyarimin
transdiiksiyonuna yardimeci olurlar (151). ASIC inhibitorleri, non-spesifik molekiiller olarak
dogal peptit toksinleri olan hayvan zehirlerinden izole edilirler (152). ASIC’lerin
modiilasyonunda bazi hayvan zehirlerinden elde edilen pepsin toksinler, ndropeptitler, organik

bilesikler ve iki/ii¢ degerlikli katyonlarin bazilar1 gérev alirlar.
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2.2.6.1. Hayvan kaynakh peptid toksinler

Giliney amerika tarantulasindan (Psalmopoeus cambridgei Oriimcegi) ve deniz anemonu
mantarindan (sea anemone Anthopleura elegantissima) ASIC’leri inhibe eden peptid toksinler
izole edilmistir. Psalmopoeus cambridgei oriimceginden Psalmopoeus cambridgei Toxin 1
(PcTx1) (153) ve deniz anemonu mantarindan ise Anthopleura elegantissima Toxin 2
(APETx2) izole edilmistir (154). Bu toksinler 6zellikle ASIC1 ve ASIC3 kanallarini inhibe
etmektedirler. PcTx1, 40 amino asit iceren ve homomerik ASICla kanalin1 spesifik olarak
bloke eden bir peptittir. Bu peptit, kemirgenlere intratekal (i.t) veya intraserebroventrikiiler
(i.c.v) olarak enjekte edildiginde kuvvetli agr1 kesici 6zelligi gosterir. APETx2 ise 42 amino
asit icerir, homomerik ASIC3 ve ASIC3 igeren heteromerik kanallar1 inhibe eder. APETx2,
periferik olarak uygulandiginda analjezik etki gosterir. PcTx1’in ASICla iizerine etki
mekanizmasi iyi bir sekilde tanimlanmigtir fakat APETx2’nin ASIC3 {izerine baglanma

bolgeleri ve inhibisyon mekanizmasi heniiz tam olarak tanimlanmamustir (108).

2.2.6.2. Noropeptidler

ASIC’ler omurgasizlardaki FMRF (Phe-Met-Arg-Phe) amid kapili Na* kanallariyla (FaNaC)
ayn1 kanal ailesine aittir. ASIC kanallart FMRF amid kanallar1 ile yapisal benzerlikler
gostermektedir. Bundan dolay1 FMRF amid kanallarinin ASIC’lerin agonistleri olabilecegi
distintilmektedir (4). Yapilan calismada FMRF amid’in ASIC’leri dogrudan aktiflestirmedigi
fakat ASIC3 ve ASICla kanallarimin akimlarmi giiglendirdigi gosterilmistir (155). FMRF
amid’in ASIC3 kanallar1 iizerine dogrudan etki ederek pik akimini arttirdigi rapor edilmistir
(151). Noropeptit FF (FLFQPQRFamide) ve noropeptit SF (SLAAPQRFamide) ¢ogunlukla
memelilerin merkezi sinir sisteminde ve 0zellikle de omurilikte ifade edilirken, FMRF amid ise
omurgasizlarda bulunur. Bu néropeptitler hakkinda ¢ok az bilgi vardir (155). Noropeptit FF nin
dorsal kok gangliyonu néronlarinda da bulundugu tespit edilmistir (156). Inflamasyon
durumunda ndropeptit FF ve ASIC alt birimlerinin ekspresyon seviyelerinin arttigt
goriilmiistlir. Bundan dolayr ASIC’lerin, inflamasyon durumunda nosiseptor uyarilabilirligini

diizenlemede 6nemli rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (157).
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2.2.6.3. Organik bilesikler

ASIC’lerin tanimlanan ilk blokeri olan amilorid, potasyum koruyucu bir diiiretiktir (136).
Amilorid se¢ici olmayan bir ASIC inhibitoriidiir ve bilinen tiim ASIC alt tipilerini bloklar (158,
159). Konsantrasyon araligi ICso; 5 ve 100 uM arasinda degisir. Amilorid’in tiirevleri ise
benzamil ve 5 - (N-Etil-N-izopropil) amilorid (EIPA)’dir. Bunlar zayif, segici ve geri
dontistimlii ASIC blokorleridir (158). ASIC’lerin bilinen diger organik bilesik inhibitorii ise A-
317567 bilesigidir. Bu bilesigin konsantrasyon aralig1 ICso, 2 ve 30 uM arasinda degisir. Ayrica
A-317567 molekiiliiniin bir parcasi olan amidin; ASIC3 akiminin inhibe edilmesinde 6nemli
rol oynar (160). Son zamanlarda, 4-anti-protozoal diarilamidin’in (4 ',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), diminazene, hydroxystilbamidine (HSB) ve pentamidin) hipokampal néronlarda ASIC
akimlarmi inhibe ettigi rapor edilmistir (161). Ayrica non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar
(NSAIDs), ASIC3 ve ASICla kanallariin aktivitesini inhibe ederler. ASIC3 akimini aspirin,
salisilik asit (sodyum salisilat) ve diklofenak inhibe ederken, ASICla’y1 flurbiprofen ve
ibuprofen bloke eder (113).

2.2.6.4. iki ve ii¢ degerlikli katyonlar

ASIC’ler kursun (Pb**), bakir (Cu*), nikel (Ni**) , kadmiyum (Cd**), gadolinyum (Gd**) ve
kalsiyum (Ca**) gibi gesitli iyonlar tarafindan inhibe edilirler. Kursun’un spesifik olarak ASIC1
kanallarmin akimlarini inhibe ettigi rapor edilmistir (112). Sigan hipotalamik kiiltiir
noronlarinda Cu**’
Hipokampus CA1 néronlarinda ve CHO hiicrelerinde ASIC akimlarinmn Ni** ve Cd*

tarafindan doza bagimli olarak inhibe edildigi bulunmustur (163). Hem Ni** hem de Cd**

nun ASIC akimlarin1 doza bagimli olarak inhibe ettigi gosterilmistir (162).

voltajdan bagimsiz, hizli ve geri doniislimlii olarak etki gosterirler. Nikel ASIC alt
birimlerinden sadece homomerik ASICla ve heteromerik ASICla / 2a kanallarmi hizli bir
sekilde inhibe eder. Kadmiyum’un ise homomerik ASIC2a ve ASIC3 kanallarini ve
heteromerik ASICla / 2a, 1a / 3 ve 2a / 3 kanallarin1 inhibe ettigi gosterilmistir (163).
Gadolinyum’un ASIC3 igeren homomerik ve heteromerik kanallar1 inhibe ettigi bilinmektedir
(10). Hiicre disinda Ca®* seviyesinin artmasiyla homomerik ASIC1a ve ASIC2a kanallarinin
iletkenliginin azaldig1 gosterilmistir (164). Ayrica iki degerlikli katyonlardan ¢inko (Zn?**)’nin
ASIC’lerin modiilasyonunda rol oynadig1 gdsterilmistir (162, 165). Zn** ASIC’ler iizerinde iki
etkiye sahiptir; mikromolar konsantrasyonda akimlar1 giiclestirici etki gosterirken, nanomolar
konsantrasyonda inhibe edici 6zelligi vardir. Nanomolar konsantrasyonda inhibitor etkisi
homomerik ASICla ve heteromerik ASICla/2a kanallar1 iizerinedir (166). Mikromolar
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konsantrasyonda Zn“"’nin homomerik ve heteromerik ASIC2a igeren kanallarin asit

aktivasyonunu giiclendirdigi gosterilmistir (110). Ayrica yiiksek konsantrasyonlu Zn**’nin,

ASIC3 akimlarini inhibe ettigi rapor edilmistir (167).

2.2.7. Isitme sisteminde asite duyarh iyon kanallar

Isitme sisteminde ASIC’ler ile yapilmis ¢ok az calisma bulunmaktadir. Ornegin ASIC2’nin
spiral gangliyon néronlarinin ¢ogunda bulundugu, ancak erigkin kohleadaki korti organinda
olmadig1 yapilan ¢caligmalar ile gdsterilmistir. ASIC2 nin spiral gangliyon ndronlarinda asit ile
olusturulan yanitlara siirekli olarak katkida bulundugu ve giiriiltiiye baglh gecici isitme esigi
kaymasina neden oldugu rapor edilmistir (124). Fare kohleasinda yapilan ¢alismada ASIC3’iin
transkripsiyonu tespit edilmistir (168). In situ hibridizasyon ile korti organinda ve spiral
gangliyon noronlarinda yapilan ¢aligmalarda ASIC3 ekspresyonunun yeri belirlenmistir (122).
Spiral gangliyon hiicrelerinde, korti organinin duyusal sinirlerinde ve korti organinin
hiicrelerinde ASIC3’ilin bulunmasi, memeli kohleasinin mekanotransdiiksiyonunda ASIC3’iin
roliiniin oldugunu disiindiirmektedir. Kohleadaki ASIC1 geninin ifade edilip edilmedigi

bilinmemektedir.

Vestibiiler sistemde yapilan calismada Mercado ve arkadaglar1 (2006), vestibiiler afferent
noronlarinin asetil salisilik aside duyarli ASIC benzeri akimlar ifade ettiklerini gosterdiler
(125). ASIC’lerden de sadece ASIC3 iceren kanal asetil salisilik aside duyarli oldugu i¢in
vestibiiler afferent noéronlarinda ASIC3 alt tipinin bulundugu disiiniilmektedir. Ayrica,
vestibiiler gangliyon noronlarinda ASIC1a, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 ve ASIC4 kanallarinin
bulundugu gosterilmistir (169).

Birbirinden bagimsiz yapilan iki ¢aligmada, ASIC2 geni bulunmayan farelerin isitebildigi ve
isitme esiginin normal farelere benzer oldugu gosterilmistir (124, 127). Diger taraftan yine
ASIC2 geni olmayan farelerin, genetigi degistirilmemis normal farelere gore giiriiltilye bagh
gecici esik kaymalarina karsi daha direncli oldugu goriilmiis. Bu da farelerin giirtiltiiye
duyarliliginda ASIC2’nin rol oynadiginmi diisiindiirmektedir. ASIC3 geni olmayan farelerde
yapilan ¢alismada ise, 16 haftadan daha yaslilarda yasa bagl isitme kaybimin oldugu tespit
edilmistir (122). Yine baska bir calismada ASIC3 geni bulunmayan farelerde belli yiiksek
frekansh ses uyarilarina karsi tepki vermedikleri, dolayisiyla yiiksek frekanslarda isitme kaybi
goriildiigli rapor edilmistir. Bundan dolayr ASIC3’{in kohleanin mekanik iletiminde dogrudan

rol oynayabilecegi onerilmistir (11).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Giris
Calismada ASIC kanallarinin kohlear ¢ekirdek dokusunda varliginin tespitinde Real Time-
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR) ve yama kenetleme (patch clamp)

tekniklerinden yararlanilmistir.

3.1.1. Yama kenetleme (Patch clamp) teknigi

20. yiizyilin baglarinda hiicre uyarilabilirligi ve iyon kanallarina ait ilk ¢alismalar yapilmistir.
Bu konularda ilk olarak 1937 yilinda Andrew Fielding Huxley ve Alan Lloyd Hodgkin
caligmalar yapmistir. Miirekkep baliginin dev aksonunda yaptiklari ¢alismada 1939 yilinda
hiicre ici elektrotlar kullanarak ilk defa aksiyon potansiyelini kaydetmisler (170). Hodgkin ve
grubu voltage clamp adin1 verdikleri bu teknikle hiicre zar1 akimlarini 6lgmiisler. Daha sonra
ise Neher ve Sakmann yama kenetleme (patch clamp) adin1 verdikleri teknigi kullanarak tek bir
iyon kanalindan gecen iyon akimimi kayit etmeyi basarmislar. Bu calismalarindan dolay1

kendilerine 1991 yili Nobel 6diilii verilmistir (171).

Yama kenetleme teknigi, hiicre zarindaki kanallarin iyon akimlarin1 incelemek i¢in yaygin
olarak kullanilan bir elektrofizyolojik tekniktir. Yama kenetleme teknigi, pipet igerisindeki
elektrot vasitasi ile hiicrelerdeki voltaj degisikliklerini 6l¢cme esasina dayalidir. Bu teknik iyon
kanallarmin biyofiziksel, fizyolojik ve farmakolojik o6zelliklerinin belirlenmesi agisindan
onemlidir. Yama kenetleme teknigi ilk kesfedildiginde kii¢iik bir hiicre zar1 pargasinin
voltajinin kontrol edilmesinde kullanilmistir. Simdi ise zar tizerinde mikropipet yardimiyla hem

voltaj kenetlemede hem de akim kenetlemede kullanilmaktadir.

Bu teknigin genel olarak uygulama alanlari;; akim kenetleme (current clamp) ve voltaj
kenetleme (voltage clamp) olmak iizere ikiye ayrilir. Akim kenetleme ¢aligmalarinda, hiicreye
biiytikliigii bilinen bir akim verilerek, hiicrenin akima karsi gostermis oldugu voltaj yanit
Olciiliir. Uygulanan bu akimlar, fizyolojik sartlarda hiicreleri uyarict ya da inhibe edici
karakterde olan sinaptik akimlara benzetilebilir. Bundan dolayr hiicrelerin sinaptik
aktivitelerinden kaynaklanan EPSP ya da IPSP durumlarini degerlendirmek icin akim
kenetleme g¢alismalar1 yapilir. Voltaj kenetlemede ise hiicre zarmin voltaji kontrol edilmek
suretiyle, iyon kanallarindan gecen akim miktar1 olgiiliir. Iyon kanallarinin sahip oldugu
aktivasyon, inaktivasyon ve deaktivasyon kinetikleri voltaj kenetleme ¢aligmalariyla belirlenir

172).

23



Yama kenetleme tekniginin; hiicreye-yapisik (“on-cell” ya da “cell-attached”), tiim-hiicre kaydi
(“whole cell”), ici-disarda (“inside-out™) ve disi-disarda (“outside-out”) olmak tizere 4 farkli
kayit konfigiirasyonu bulunur. Her bir konfiglirasyonun kendine 6zgli uygulama alani
oldugundan dolayi, hangi konfigiirasyonun kullanilacagi, ¢alisilan iyon kanalinin tipine ve
caligmanin amacina bagh olarak degisiklik gostermektedir. Calismamizda hiicrede bulunan tiim
iyon kanallarinin olusturdugu akimin 6zelliklerinin 6l¢iilmesi hedeflendigi icin tiim-hiicre kayt
konfiglirasyonu kullanildi. Eger tek bir ASIC kanalinin 6zellikleri calisilacak olsaydi disi-
disarda veya i¢i disarda konfigiirasyonlar1 kullanilacakti. Pipet hiicreye yapisik (cell-attached)
konfigiirasyon olusturulduktan sonra, pipet i¢inde miihiirlenen hiicre zar1 pargasi negatif bir
basing ile yirtilarak tiim-hiicre kayit konfigiirasyonuna gegilir. Negatif basing ile zar bitiinliigii
bozulunca pipet solusyonu ile hiicre i¢indeki sitoplazma karigsmis olur. Pipet solusyonu ile
sitoplazma sivis1 arasinda iyonlarin konsantrasyonlart farklidir. Bundan dolayr kavsak
(“junction”) potansiyeli olusur. Kavsak potansiyeli, deneylerde yapilan voltaj degerlerine

kavsak potansiyeli olarak -12 mV eklenmistir.

3.1.2. Yama kenetleme (Patch clamp) diizenegi

Antivibratif masa: Yama kenetleme deneylerinde ¢evredeki insan ve araglarin hareketleri,
pipetin titresim gostermesine neden olur. Pipetin titremesi ise hiicrenin hasarlanmasina neden
olarak hiicrenin kaybedilmesine yol acar. Bundan dolay1r zemindeki titresimlerin pipete
yansimasina engel olmak i¢in antivibratif masa kullanilmaktadir. Antivibratif masalarda;
masanin st tablasi ayaklarindan bagimsiz olarak nitrojen gazi veya hava basinci vasitasiyla
havada tutularak deney sirasinda zeminde olusan titresimler masa iizerindeki cihazlara

yansimasi onlenir (Sekil 3.1).

Inverted mikroskop: Yama kenetleme deneylerinde hiicrelerin gériintiilenmesi ve hiicre zar ile
mikropipet ucunun yama kenetleme durumunun olusturulmas: i¢in inverted mikroskop
kullanilir. Inverted mikroskop, kayit sirasinda pipet ile hiicrenin pozisyonunun gézlemlenmesi
ve kaliteli bir gigasealin olusmasi i¢in gereklidir. Yama kenetleme deneylerinde objektifleri su

altinda calisabilen bu mikroskoplar kullanilmalidir (Sekil 3.1).

Makro ve mikro manipiilatorler: Mikropipet ucunun hiicre ylizeyine hassas bir sekilde
yaklagtirilarak gigaseal olusturulmasi amaciyla kullanilir. Pipet ucu, hiicre ile ayn1 seviyeye
inene ve her ikisi ayn1 odak noktasinda goriilene kadar makro manipiilatorler kullanilir. Daha

sonra ise ince hareketler i¢in mikromanipiilatorler kullanilir (Sekil 3.1).
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Bilgisayar: Bilgisayar deney siiresince kayitlarin goriintiilenmesi, kontrolii, elde edilen

verilerin depolanmasi ve analizi i¢in kullanilir (Sekil 3.1).

A/D konverter: Hiicreden alinan analog biyolojik sinyallerin dijital sinyallere doniistiiriilmesi

icin A/D konverter kullanilir (Sekil 3.1).

Ampflikator (yiikselteg): Ampfilikator gigaseal olusturduktan sonra hiicreden kaynaklanan ¢ok
kiigiik elektriksel sinyallerin yiikseltilerek bilgisayara aktarilmasi i¢in kullanilir (Sekil 3.1).

Pipet puller: Hiicre ici kayit almak icin kullanilacak mikropipetlerin yapiminda pipet puller
kullanilir. Pipet puller cihazi, bir kapiller tiipe ortasindan 1s1 verilirken u¢ kisimlarindan esit gii¢
ve ayn1 zamanlama ile zit yonlerde ¢ekilmesi prensibi ile ¢alismaktadir. Mikropipetler pipet
puller cihazi kullanilarak borasilikat malzemeden yapilmis boylar1 100 mm, dis ¢ap1 1.2 mm ve

i¢c cap1 0.68 mm olan cam tiiplerden elde edilir.

Diseksiyon mikroskobu: Dokudan kesitlerinin saglikli bir sekilde alinmasi i¢in diseksiyon

mikroskobu kullanilir.

Vibratom: Dokudan kesitler elde etmek icin vibratom kullanilir. Vibratom ile yapilacak
calismaya gore istenilen kalinlikta kesitler alinabilir. Bu c¢alismada 150 mikrometre (pum)

kalinlikta kesitler kullanildi.

Perfiizyon sistemi: Kayit odacigi icerisindeki hiicrelerin iyon dengesini saglamak i¢in
perfiizyon sistemi kullanilir. Soliisyonlar kayit odacigina, boru ve vanalardan olusan perfiizyon

sistemiyle uygulanir.

Oksijen tiipii ve taglari: Oksijen tiipii ve taslari ise hiicrelerin oksijen ihtiyaci i¢in perfiizyon

sistemi ile birlikte kullanilir.
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Sekil 3.1. Yama kenetleme (patch-clamp) sisteminin genel goriiniimii (antivibratif masa,
mikroskop, yama kenetleme ampflikatorii, bilgisayar, mikro ve makro manipiilatorler)

3.2. Arastirma Protokolii

Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Birimi’nden etik kurul onay1 alinarak
caligmalara baglanmistir (protokol no:5 ve TF. DT.17.46 numarali proje). Calisma kapsaminda
ASIC mRNA’larinin kohlear ¢ekirdek dokusunda ifade edilip edilmedikleri Real Time-
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR) ile bu kanalin biyofiziksel karakterizasyonu ise

yama kenetleme (patch clamp) teknigi kullanilarak yapilmistir.

3.2.1. Real time-polimeraz zincir reaksiyonu ¢calismalari

Real time-polimeraz zincir reaksiyonu ¢alismalarinda albino BALB/c 1rk1 16 giinliik, 75 giinliik
ve 2 yasindaki fareler kullanilmistir. Fareler dislokasyon yapildiktan sonra stereo mikroskop
altinda kohlear ¢ekirdek dokulari ¢ikarildi ve daha sonra RT-PZR ¢aligsmalarinin yapilmasi igin
Elaz1g Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’na uygun
sartlarda gonderildi. Kohlear ¢ekirdek dokularindan PureLink™ RNA Mini Kiti kullanilarak
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RNA izolasyonu yapildiktan sonra, elde edilen RNA 6rneklerinden 10 pl kullanilarak cDNA
sentezi yapildi. Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edildi. Daha sonra
gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), ACCNI1, ACCN2 ve ACCN3 genlerinin
belirlenmesi i¢in Tablo 3.1°de verilen primerler kullanilmistir. RT-PZR analizleri sonucunda

gen ifade diizeylerinin hesaplanmasinda 22T metodu kullanilmistir.

Tablo 3.1. RT-PZR’ da kullanilan primerler

TagMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD, 250ul

Primer Katalog Numarasi
GAPDH Mm99999915-91
Accnl (ASICI geni) Mm00475691-ml
Accn2 (ASIC2 geni) Mm01305997-ml

Accn3 (ASIC3 geni)

MmO00805460-ml

Real Time-PZR ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. RT-PZR plate hazirlanirken cDNA
orneklerinden her bir kuyucuga 2 pl 6rnek konuldu. Buz iizerinde her bir 6rnek i¢cin 5 pl
TagMan Master Mix, 2.5 pl niikleaz icermeyen su ve 0.5 pl primer hibridizasyon probu olacak
sekilde ornek sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara koyularak vortekslendi
(Tablo 3.2). Plate’deki cDNA oOrneklerinin iizerine 8 pl hazirlanan karisimdan eklenerek
plate’in iizeri optik yapistirict filmle kapatilmistir. Plate 6rneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve

olusan kabarciklarin yok edilmesi amactyla Mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiij edildi.

Tablo 3.2. RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim(pl) X Ornek Sayisi
cDNA 2.0
Primer 0.5
TagMan Mix 5.0
Niikleaz igermeyen H20 2.5
Toplam 10

Genlerin ifade seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PZR sistemi ile ol¢iildii.

Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Is1 kosullart 50°C’de 2
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dakika, 95°C’de 10 dakika X 40 siklus, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde
ayarlanmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Uygulanan RT-PZR programi1

RT-PZR X 40 dongii

1. Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicakhk 50°C 95°C 95°C 60 °'C
Zaman 2 dk 10 dk 15 dk 1dk

3.2.2. Yama kenetleme ¢alismalari

Yama kenetleme ¢aligmalarinda albino BALB/c 1rk1 14-17 giinliik yasta fareler kullanilmistir.
Bu yastaki farelerin kullanilmasinin nedeni; isitme yolagindaki ndronlar gelisimlerini biiytik
oranda tamamlamis olmalaridir. Bu yastan daha gen¢ hayvanlarda yolaklar tam olarak
gelismedigi, iyon kanallar1 ve hiicreler gelisimlerini tamamlamadig: icin elde edilen veriler
yetiskin hayvanlardaki durumu yansitmayacaktir. Daha yash farelerde ise bag doku ¢ok fazla
gelistigi icin kesit alma sirasinda hiicrelerin asir1 hasarlanmasina yol acacak ve hiicre i¢i kayit

yapmak neredeyse imkansiz hale gelecektir (173).

3.2.2.1. Kohlear ¢ekirdek dokusu Kesitlerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan hayvanlarin kafas1 anestezi altinda kesildi (dekapite edildi). Hayvanin
basi stirekli oksijenlenen normal yapay beyin omurilik sivisi (yBOS) igerisine alind1 ve beyin
sapindan ¢ikan kraniyal sinirleri gerdirmeden diseksiyon yapildi. Kafatas1 alindiktan sonra
yaklasik olarak 60° agiyla inferior kollikulus-superior kollikulus seviyesinden kesilerek beyin
sap1 ¢ikarildi. Inferior kollikulus asagiya gelecek sekilde, beyin sapmin bulundugu kisim teflon
blok iizerine yapistirildi. Bu yapistirma islemi i¢in cyanoacrylate (japon) bir yapistirict
kullanildi. Daha sonra ise bu teflon blok vibratomdaki yerine yerlestirilerek, titresimli vibratom
ile 150 pum kalinliginda koronal kesitler alindi. Bu islemler siirekli oksijenlenen normal yBOS
stvisinda yapildi. Siirekli oksijenlenmekte olan normal yBOS soliisyonunda yaklagik olarak 15-
30 dakika inkiibe edilen kesitler, intraselliiler kayit almak {izere 0,3 ml soliisyon hacmine sahip
kayit odacigina alindi. Son olarak kayit odacigi mikroskopa yerlestirildi ve yama kenetleme
teknigi kullanilarak kohlear ¢ekirdek dokusundaki hiicrelerden kayit alindi. Perfiize edilen
yBOS soliisyonun sicakligi termoregiilatorle 33 °C ‘de sabit tutuldu (87).
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3.2.2.2. Kohlear ¢ekirdek dokusundan yama kenetleme kayitlarinin alinmasi

Yama kenetleme kayitlari, yama kenetleme mikropipetleri kullanilarak alinmistir. Yama kenetleme
mikropipetleri 1,2 mm dig ¢apa sahip olan borosilikat cam pipetler kullanilarak iiretilmistir. Bu
pipetlerin iiretiminde Brown-Flaming P-97 model Sutter puller cihazi kullanildi. Bu pipetlerden ug
direngleri 4-7 MQ  olanlar1 deneylerde kullanildi. Kayit odacigina alinan kohlear ¢ekirdek
kesitlerindeki hiicrelerden, dnce hiicreye-yapisik konfigiirasyon elde edildi. Yani gigaseal direnci (>1
gigaohm) olusturuldu. Gigaseal olustuktan sonra insiilin enjektorii vasitasiyla mikropipet icerisine
zayif negatif basing uygulanarak pipetin ucundaki zar kismu yirtilarak tim hiicre kayit
konfigiirasyonuna gegildi. Tiim kayztlar, tiim hiicre kayit konfigiirasyonunda alindi. Axopatch 200B
model yama kenetleme amplifikatorii kullanilarak akim ve voltaj kenetleme deneylerinde veriler elde
edildi. Analog kayitlar 5-10 kHz bandinda filtrelendi. Daha sonra elektrofizyolojik veriler
analog/dijital donistiiriicii Digidata 1440 serisi (Axon Instruments, Foster City, CA) ile bilgisayara
aktarildi. Uyari olusturulmasi ve veri toplanmasi (data acquisition) i¢in yazilim olarak Clampex (Axon
Instruments) ve verilerin analizi i¢in Clampfit paket programlar1 kullanildi. Ayrica sekillerin ¢izimi

OriginLab pro 2016 versiyon 9,3 paket programu ile yapildi.

3.2.2.3. Kohlear ¢ekirdek dokusundaki hiicrelerin tanimlanmasi

Kohlear ¢ekirdek hiicrelerinin tanimlanmasi; lokalize olduklart bolgelere ve akim enjeksiyonlarina
verdigi voltaj yanitlarma gore yapilmustir. Ventral kohlear c¢ekirdekte biyofiziksel ozellikleri
farkli olan {i¢ hiicre tipi bulunmaktadir (7, 93). Bu hiicrelerden ahtapot tipi sinir hiicreleri,
posteriyoventral kohlear ¢ekirdegin dorsal ve kaudal’inde bulunurlar. Yildiz tipi ve ¢ali tipi
sinir hiicreleri ise ventral kohlear ¢ekirdegin anteriyor boliimiinde bulunurlar (7, 8). In vitro
caligmalardan elde edilen kayitlarda ¢ali tipi ve ahtapot tipi hiicrelerinin, esik degeri asacak
depolarize edici akimlara yanit olarak sadece bir aksiyon potansiyeli olusturduklart
gosterilmistir (7). Diger taraftan yildiz tipi hiicreler ise ¢ok sayida aksiyon potansiyeli
olustururlar (13, 174). Calismamizda diisik pH’Ii yBOS uygulamasi, kohlear c¢ekirdek
hiicrelerinden yildiz ve ¢al1 hiicrelerinde ASIC akimlarinin olugsmasina neden olmustur. Fakat
ahtapot hiicrelerinde ise tipik ASIC akimi elde edilememistir. Asite duyarli iyon kanallarindan
kaynaklanan akimlarin kaydedilmesi i¢in hizli perfiizyon sistemine ihtiya¢ oldugu rapor
edilmistir (175). Ahtapot hiicreleri, kohlear ¢ekirdek icinde miyelinli liflerin yogun olarak
gectigi bolgede yer almasi nedeni ile perfiizyon soliisyonunun hizli bir sekilde hiicrelerin

bulundugu derinliklere giremedigi ve ASIC kanallarinin hizla duyarsizlagsmasina neden oldugu

29



distintilmektedir. Bu nedenle ahtapot hiicrelerinden tipik ASIC akimlar elde edilemedigi icin

bu hiicreler ¢aligmaya dahil edilmemistir.

3.3. Hizh perfiizyon sistemi

ASIC kanallar1 hizli bir sekilde aktiflendigi ve duyarsizlastigi i¢in yapilan ¢alismalarda hizli
perfiizyon sistemi kullanilmistir (1, 126). Bundan dolay1r bu c¢alismada da hizli perfiizyon
sistemi kullanild1 (Sekil 3.2). Perfiizyon sistemi ile siirekli 15 ml/dakika hizda oksijenlenmis
yBOS perfiize edilmistir. Ayrica perflizyon sollisyonunun girisi kesit iizerindeki kayit alinan
hiicre lizerine hizalandi. Diigiik pH’l1 yBOS kayit alinan hiicreye 10 saniye siire ile uygulandi.
Asite duyarli iyon kanallar1 hizli duyarsizlagan kanallar olduklari i¢in, ASIC akimlarinin
aktivasyonunu tekrar indiikklemek i¢in en az 6 dakika siire beklenmistir. Asidik soliisyon
uyguladiktan sonra, 6 dakikanin altindaki tekrar asidik soliisyon uygulamalarinda akim

olusmamustir.
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Hizh perfiizyon sistemi (15 ml/dk)

A yBOS Asidik
sollisyonu soliisyon

yBOS soliisyonu X0\ Asidik sollisyon

acik kapali
_Perflizyon soliisyonun
girisi (inflow) Perflizyon sollisyonun
gideri (outflow)
ipli platin
blok ) Cam kayit odacig
Béyin kesiti
B yBOS Asidik
sollisyonu soliisyon

yBOS soliisyonu

o/ Asidik soliisyon
kapali '

acik

Perfiizyon sollisyonun

girisi (inflow) Perfiizyon soliisyonun

gideri (outflow)

ipli platin

blok " Cam kayit odacig

Béyin kesiti

Sekil 3.2. Hizli perfiizyon sistemi. A: yBOS soliisyonu agik, asidik soliisyon kapali. B: asidik
soliisyon acik, yBOS soliisyonu kapali.

3.4. Soliisyonlar

Calismada pipet soliisyonu, perfiizyon soliisyonu, Na* olmayan soliisyon, Ca?>* olmayan
sollisyon ve farkli pH degerlerine sahip (pH = 6,5, 6,0, 5,5, 5,0, 4,0) asidik soliisyonlar
kullanildi.
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Pipet soliisyonu: Iyonik komposizyonu agisindan hiicre i¢i siviya benzerlik gosterir. Bilesimi
(mM olarak) 108 potasyum glukonat, 9 HEPES, 9 EGTA, 4,5 MgCl, 14 fosfokreatinin (tris
tuzu), 4 ATP (Na-tuzu) ve 0,3 GTP (tris tuzu) seklindedir. Soliisyonun pH’s1 potasyum
hidroksit (KOH) kullanilarak 7,40 olacak sekilde hazirlanmistir (176). Kohlear g¢ekirdek
hiicrelerinden uzun siire istikrarli kayitlar alinabilmesi i¢in, pipet soliisyonuna ATP, GTP ve
fosfokreatinin eklendi (177). Pipet soliisyonu stok soliisyon seklinde hazirlanarak -40°C de

muhafaza edildi ve her deney Oncesi ¢ikarilarak kullanildi.

Perfiizyon soliisyonu: Hiicrelerin tespitinde perfiizyon soliisyonu olarak “normal yBOS”
kullanildi. Normal yBOS soliisyonunun bilesimi 138 mM sodyum kloriir (NaCl) (Merck), 4,2
mM potasyum kloriir (KCl) (Merck), 2,4 mM kalsiyum kloriir (CaCly) (Fluka), 1,3 mM
magnezyum  silfat (MgSO4) (Merck), 10 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (Merck), 10 mM glukoz (Sigma aldrich) olacak sekilde
hazirlanmistir. Beyin kesitlerinin alinmasindan en az 45 dk oncesinden ve deney siiresince bu
soliisyon siirekli karbojen gaziyla (95 % Oz + 5% COz) oksijenlendirildi. Soliisyonun pH’s1
7,35-7,40 olacak sekilde 1 M’luk sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak ayarlandi (7, 48).

Na*icermeyen soliisyon: Na* igermeyen soliisyonu kanallarin Na* gecirgenliginin belirlenmesi
icin kullanildi. Na* igcermeyen soliisyon, normal yBOS soliisyondaki 138 mM sodyum kloriir
(NaCl) (Merck) yerine 150 mM kolin klorid (CsH14CINO) (Fluka) kullanilarak hazirlanmistir.

Ca?* icermeyen soliisyon: ASIC kanallar iizerine Ca** iyonunun etkisinin belirlenmesi i¢in
Ca" igermeyen soliisyon kullanildi. Ca®* igermeyen soliisyon, normal yBOS soliisyondaki 2,4
mM kalsiyum kloriir (CaClz) (Fluka) yerine 6 mM Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N’,N'-tetraacetic acid (EGTA) (Sigma) kullanilarak hazirlanmistir.

Asidik soliisyonlar: Asite duyarli iyon kanallarmin varligini belirlemek igin perfiizyon
sollisyonunun pH’s1 7,40’dan daha diisiik pH’lara (pH = 6,5, 6,0, 5,5, 5,0, 4,0) indirilerek asidik
sollisyonlar olusturulmustur. Perfiizyon soliisyonlarinda kullanilan HEPES’in yerine asidik
sollisyonlarda 2- [N-morpholino ethanesulfonic acid] (MES) (Sigma aldrich) ayn1 derisimde
kullanilmistir. ASIC akimlarini belirlemek i¢in asidik soliisyonlarina ASIC kanal blokeri olan
amilorid (0,01, 0,1, 1, 10 ve 100 mM) ve ASIC alt tiplerini belirlemek i¢in kursun (10 pM),
¢inko (300 uM) ve sodyum salisilat (1 mM) eklenmistir (126).

Kullanilan kimyasal ajanlardan amilorid perfiizyon sollisyonu igerisindeki orani 1/1000’1

gecmeyecek sekilde dimetil siilfoksit (DMSO) icerisinde ve diger tiim kimyasal maddeler yBOS
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soliisyonu igerisinde ¢ozdiiriildii. Soliisyonlarin ozmolaritesi 295-310 mOZM arasinda tutuldu.

Soliisyonlar kayit odacigina, boru ve vanalardan olusan hizli perfiizyon sistemiyle uygulandi.

3.5. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Bu tez caligmasinda istatistiksel degerlendirme; Statistical Package for Social Science (SPSS)
Versiyon 23,0 (SPSS inc, Chicago, USA) paket programi kullanilarak yapildi. Yama kenetleme
caligmalarinda asidik sollisyon uygulanmadan oOnce alinan kayitlar ve asidik soliisyon
uygulanmasi sirasinda alinan kayitlar arasinda bir fark olup olmadigi incelendi. Asidik
sollisyon sirasinda olusan farkin belirlenmesinde Student’s t testi kullanildi. RT-PZR
caligmalarinda da gruplar arasindaki gen ifade diizeyleri arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinde Student’s t testi kullanildi. Sayisal degiskenler i¢in tanimlayict istatistikler
grup ortalamasi + standart hata (S.H.) seklinde ifade edildi. istatistiksel degerlendirmede
p<0.05 degeri anlaml1 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Real time-polimeraz zincir reaksiyon sonuclari

Real time-polimeraz zincir reaksiyon (RT-PZR) analizi sonuglarina gore 16 giinliik, 75 giinliik
ve 2 yasindaki albino BALB/c 1rki farelerin kohlear ¢ekirdek dokularinda ASIC1, ASIC2 ve
ASIC3 iyon kanali alt tiplerinin gen ekspresyonlart mRNA diizeyinde tespit edilmistir (Sekil
4.1). 16 giinliik fareler kontrol olarak kullanilarak 75 giinliik ve 2 yasindaki farelerin ASICI,
ASIC2 ve ASIC3 gen ifade diizeyleri yasa gore karsilastirildi. Fare kohlear cekirdek
dokusundaki ASIC1 geni mRNA diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla 75 giinlik ve 2 yas
gruplarinda yaklasik olarak yar1 yariya azaldig tespit edildi. 75 giinliik ve 2 yas gruplariin gen
ifade diizeylerindeki azalma, istatistiksel olarak anlamli diizeyde bulundu (p<0.05) (Sekil 4.1).
ASIC2 geni mRNA diizeylerinde kontrol grubuna gore 75 giinliik ve 2 yas gruplarinda
azalmanin oldugu bulunmustur. 75 giinliik gruptaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde oldugu tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4.1). Ancak 2 yas grubunda meydana gelen
azalmanin, istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi belirlenmistir (p>0,05). ASIC3
geninin mRNA diizeyleri ise 75 giin ve 2 yas gruplarinda kontrol grubuna kiyasla bir azalmanin
meydana geldigi fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadig1 saptanmistir

(p>0,05) (Sekil 4.1).
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16 giinliik 75 giinliik 2 yasinda

Sekil 4.1. RT-PZR analizi ile fare kohlear ¢ekirdek dokusunda ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 iyon
kanali genlerinin mRNA diizeyleri. * p<0,05 16 giinliik ASIC1 geni ile karsilagtirildiginda. #
p<0,05 16 giinliik ASIC2 geni ile karsilagtirildiginda.

4.2. Yama kenetleme (patch clamp) bulgulari

4.2.1. Voltaj kenetleme bulgulari

Voltaj kenetleme, genelde voltajla aktive edilmis akimlar1 kaydetmek i¢in yaygin olarak
kullanilan yama kenetleme protokoliidiir. Voltajla aktive edilmis akimlar1 kaydetmek i¢in ayni
strelere sahip degisen amplitiitlerde voltaj adimlar uygulanir. Voltaj adimlar, genellikle
hiicrede voltajla aktive olan cogu iyon kanalinin kapali oldugu istirahat zar potansiyeline yakin
bir deger olan tutma potansiyelinden (holding potential) baglar. Fakat ASIC kanallar1 voltaja
duyarsiz oldugu icin c¢alismalarimizda kanallar voltajla degil, diisiik hiicre dis1t pH’ya sahip
sollisyon ile aktive edilmistir. Yildiz hiicreleri (istirahat potansiyeline yakin bir degerde) -62
mV tutma potansiyelinde, ¢ali hiicreleri ise -52 mV tutma potansiyelinde tutularak asidik

soliisyonlar uyguland: ve voltaj kenetleme kayitlar1 alindi.

Hiicre disindan hiicre i¢ine pozitif iyon girisiyle ya da hiicre i¢inden hiicre disina negatif iyon
¢ikistyla olusan akima ’igeriye dogru akim (inward akim)’’ denir. Iceriye dogru akimlar
genellikle sodyum ve kalsiyum gibi iyonlarin gecisiyle olusur. Hiicre digindan hiicre i¢ine
negatif iyon girisi ya da hiicre i¢inden hiicre disina pozitif iyon ¢ikis1 disartya dogru akim

(outward akim) olarak adlandirilir. Digariya dogru akimlar ise genellikle potasyum iyonlarinin
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hiicreyi terk etmesi neticesinde meydana gelir. Voltaj kenetleme ¢alismalarimizda igeriye dogru

akimlar kaydedilmistir.

Voltaj kenetleme kayitlarinda 14-17 giinliik fare kohlear ¢ekirdeklerinden alinan kesitlerdeki
121 yildiz ve 61 cali hiicrelerine diisiik hiicre dis1 pH’ya sahip soliisyonlar uygulandi. Diigiik

hiicre dis1 pH’nin hiicrelerde olusturdugu etki incelendi.

4.2.1.1 Yildiz tipi noronlarda diisiik hiicre dis1 pH ile aktiflenen ASIC akimlar

4.2.1.1.1 Farki pH degerlerinin ASIC akimlari iizerine etkisi

Kohlear ¢ekirdegin yildiz tipi néronlarinda asit kaynakli akimlar1 arastirmak i¢in, hiicre dis1
cozeltideki pH diisiistine bu noronlarin tepkileri tiim hiicre yama-kenetleme teknigi kullanilarak
kaydedildi. Mevcut deneylerde, yildiz hiicrelerinin ortalama istirahat zar potansiyeli — 63,7 +
0,71 mV (n = 42 ) olarak bulunmustur. Bundan dolay1 yildiz hiicreleri — 62 mV tutma
potansiyelinde (holding potansiyel) tutularak kayitlar alindi. Asidik soliisyon, ndronlarin
cogunu i¢ce dogru akimlar olusturarak uyardi. Asitle indiiklenen akimlarin genlikleri, pH'ya
kars1 yliksek duyarlilik gosterdi (Sekil 4.2A). pH’s1 7,4 ile 4 arasinda degisen asidik soliisyonlar
uygulandi. Degisik asidik soliisyonlarda olusan akimlarin tepe degerleri ile elde edilen pH
degerlerinin arasindaki iligki grafiksel olarak gosterildi. Bu iliski, sigmoidal Bolzman
fonksiyonu ile fit yapildi. Bu analizden elde edilen yar1 maksimum aktivasyon pH degeri
(pHso), yani ASIC kanallarindan gegen toplam akimin %50’sinin gegebilmesi igin gerekli pH
degeri, 5,84 + 0,08 olarak bulunmustur. Ayrica egim faktorii (Hill slope faktor, nu) degeri de
0,17 olarak bulunmustur (Sekil 4.2B).
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Sekil 4.2. Diisiikk hiicre disi pH degerlerinin ASIC akimlar1 {izerine etkisi. A: Yildiz
hiicrelerinde pH’s1 7,0, 6,5, 6,0, 5,5, 5,0 ve 4,0 olan perflizyon soliisyonu yBOS ile aktiflenen
ice dogru akimlar. B: Yildiz hiicrelerindeki ASIC’lerin kararli durum aktivasyon egrisi.

4.2.1.1.2. Amilorid’in yildiz néronlarindaki ASIC akim iizerine etkisi

Yildiz hiicrelerinde diisiik hiicre disi pH ile olusan ige dogru akimlarin, ASIC’den mi
kaynaklandigimi belirlemek i¢cin ASIC blokoérii olan amilorid uygulandi. pH 5 de olusan
akimlar1 100 uM amilorid %71,4 + 3,4 oraninda azaltmistir (Sekil 4.3A). Amiloridin inhibisyon
etkisi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05 n=7) (Sekil 4.3B). Amilorid’in
bu inhibisyon etkisini doza bagimli olarak gerceklestirdigi ve yar1 maksimum inhibisyon
konsantrasyonunun (ICso) 32,5 £ 0,4 uM ve egim faktorii (slope, nu) 4,95 olarak bulunmustur
(Sekil 4.4B n=30).
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Sekil 4.3. Amiloridin yildiz hiicrelerinde olusan ASIC akimlar1 iizerine etkisi. A: pH’s1 5 olan
yBOS soliisyonuna amilorid (100 uM) uygulandiginda ASIC akiminin genligi 6nemli diizeyde
azalmistir. Amilorid soliisyondan ¢ikarildiginda ise ASIC akiminin genligi kontrol diizeyine
donmiistiir. B: yBOS soliisyonuna amilorid (100 pM) uygulandiginda normalize ASIC akimi
bar grafigi ile gosterilmistir. * p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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Sekil 4.4. Amilorid’in yildiz hiicrelerindeki ASIC akimi iizerine doza bagimli inhibisyon etkisi.
A: pH’s1 5 olan yBOS soliisyonuna amilorid 10 pM konsantrasyonda uygulandiginda ASIC
akiminin genligi azalmistir. Ayn1 soliisyona amilorid 100 pM konsantrasyonda uygulandiginda
ise ASIC akiminin genligi daha da azalmistir. B: pH’1 5 olan yBOS soliisyonu ile indiiklenen
ASIC akimlan 0,01, 0,1, 1, 10 ve 100 uM konsantrasyonlarda amilorid uygulanmasiyla doza
bagimli olarak inhibe edildi. Istatistiksel veriler sigmoidal Bolzman fonksiyonu ile fit yapildi
yar1t maksimum inhibisyon konsantrasyon (ICsp) degeri ) 32,5 £ 0,4 uM (n=30) ve egim faktorii
(nn) 4,95 olarak hesaplanmustir.

4.2.1.1.3. Yildiz néronlarindaki ASIC’lerin sodyum iyonuna gecirgenligi

Diisiik hiicredis1 pH ile aktiflenen bu kanallarin sodyum gegirgenligi yBOS soliisyonundan
sodyum kloriir ¢ikarilarak test edilmistir. Sodyum kloriir bulunan normal yBOS soliisyonunda
pH’y1 7,4 den 5,0’e diisiiriildiiginde 800 + 250 pA (n=7) i¢e dogru akim olusurken, sodyum
olmayan (0 mM Na®) soliisyonda ortalama olarak 100 + 50 pA (n="7) akim olusmustur. Tekrar
sodyum kloriir bulunan normal yBOS soliisyonunda pH 5’de kayit alindiginda, akimin genligi
normal degerlerine donmdistiir. Bu veriler; y1ldiz hiicrelerinde asit kaynakli olusan akimin, esas
olarak sodyum iyonu tarafindan tasindigini gostermistir (Sekil 4.5A). Sodyum kloriir
bulunmayan (0 mM Na*) soliisyonda olusan i¢e dogru akimlardaki azalma, kontrole (sodyum

bulunan) gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (%87,5 £ 6,2, p<0.05) (Sekil 4.5B).
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Sekil 4.5. Yildiz hiicrelerinde diistik hiicredisi pH ile olusan ASIC akimlarinin Na* iyonuna
bagimliligi. A: pH’s1 5 olan yBOS soliisyonundan sodyum kloriir ¢ikarilarak (0 mM Na®)
uygulandiginda ASIC akiminin genligi 6nemli diizeyde azalmistir (% 87.5 + 6.2, n=7). Tekrar
pH’s1 5 olan yBOS soliisyonu uygulandiginda ise ASIC akimimin genligi kontrol diizeyine
donmiistiir. B: yBOS soliisyonu ve 0 mM Na* soliisyonu uygulandiginda normalize ASIC akimi
bar grafigi ile gosterilmistir. * p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

4.2.1.1.4. Kalsiyum iyonunun yildiz néronlarindaki ASIC’ler iizerine etkisi

Asite duyarli iyon kanallarina hiicre dis1 kalsiyumun etkisini belirlemek i¢in 2,4 mM kalsiyum
kloriir bulunan normal yBOS ve kalsiyum kloriir bulunmayan (0 mM Ca*") soliisyonlar
kullanildi. Normal yBOS soliisyonunda pH’y1 7,4 den 5,0’e diisiirdiigtimiizde 500+100 pA (n=
7) ige dogru akim olusurken, kalsiyum kloriir bulunmayan (0 mM Ca*") soliisyonda ortalama
700£200 pA (n="7) akim olustu. Bu veriler hiicre dis1 kalsiyum miktarinin azalmasinin, yildiz
hiicrelerindeki asit kaynakli akimlar1 artirdigimi gosterdi (Sekil 4.6A). Hiicre dis1 kalsiyum
bulunmayan soliisyonda (0 mM Ca?*) olusan ASIC akimlarindaki artma, 2,4 mM kalsiyum

bulunan soliisyona gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.6B).
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Sekil 4.6. Y1ldiz néronlarindaki asitle aktiflenen akimlara hiicre dis1 Ca®*’un etkisi. A: pH’s1 5
olan yBOS soliisyonundan kalsiyum kloriir ¢ikarilarak (0 mM Ca*") uygulandiginda ASIC
akiminin genligi onemli diizeyde artmistir. B: yBOS soliisyonundan kalsiyum klorir
cikarildiginda normalize ASIC akimlari bar grafigi ile gosterilmistir. * p<0.05 2.4 mM Ca**
grubu ile karsilastirildiginda.

4.2.1.1.5. Yildiz noronlarindaki ASIC akimlarinin duyarsizlasma zaman sabiti

Duyarsizlagma zaman sabiti (decay time constant), akim genliginin %37 sine diisiinceye kadar
gecen siire olarak degerlendirilir (Sekil 4.7A). Yildiz hiicrelerindeki ASIC akimlarinin
duyarsizlasma zaman sabiti degerleri: 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 bulunmustur (n= 42).
Hiicredis1 pH diistiikce yildiz hiicrelerinin duyarsizlasma zaman sabiti azalmistir. Yani pH

azaldikca kanal daha ¢cabuk duyarsizlagmaktadir (Sekil 4.7B).
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Sekil 4.7. Yildiz hiicrelerindeki ASIC akimlarmin duyarsizlasma zaman sabiti. A:
duyarsizlasma zaman sabitinin degeri, ASIC akiminin tepe degerinden (1. kesik ¢izgi) sifir
degerine ininceye kadarki (2. kesik cizgi) akim trasesi (siyah diiz) iistsel fonksiyon (kirmizi
renkte diiz ¢izgi ile gosterilmistir) ile uyarlanmasi yapilarak elde edilmistir. B: ASIC
akimlarinin  farkli pH konsantrasyonlarindaki zaman sabiti degerleri bar grafigi ile
gosterilmistir.

4.2.1.1.6. Yildiz noronlarindaki ASIC alt tiplerinin belirlenmesi

Kohlear ¢ekirdekteki yildiz hiicrelerinde hangi ASIC alt tiplerinin ifade edildigi daha once
calisilmamistir. Bu nedenle bazi alt tiplerine 6zgli ASIC modiilatorleri kullanilarak, yildiz
hiicrelerinde bulunan ASIC alt tipleri belirlenmistir. Hiicre dis1 Ca**’nin, ASIC aracili akimlar
iizerinde inhibitor etkilere sahip oldugu daha dnceki yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Hiicre
dis1 Ca>* ile ASIC1la ve ASIC3 homomerik kanallarmin yiiksek oranda ve ASIC1b, ASIC2a
homomerik ve ASICla + ASIC2a heteromerik kanallar1 diisiik diizeylerde inhibe ettigi daha
once belirtilmistir (1, 164). Mevcut calismada da hiicre dis1 Ca** konsantrasyonu azaldikga,
pH’s1 5,0 olan yBOS ile aktiflenen ASIC akiminin genligi artmistir. Bu bulgular, kohlear
cekirdek noronlarindaki yildiz hiicrelerinde homomerik ASICla ve ASIC3 olabilecegini
diistindiirmektedir. Bundan dolayr homomerik ASICla kanallarmin varliginit gostermek icin

spesifik blokérii olan kursun (Pb*>*) 10 uM konsantrasyonunda kullanilmistir. Mikromolar
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konsantrasyonda kursunun segici olarak ASIC1 altbirimini iceren ASIC’leri inhibe ettigi

bildirilmistir (112).

Kontrol soliisyonunda pH 5,0 da ortalama olarak 600+100 pA (n= 7) i¢e dogru akim
olusmustur. 10 uM Pb*" uygulandiginda ASIC akiminin genligi 500+70 pA’ya (n= 7)
diismistiir. Kursun pH 5,0 da aktiflenen akimlar1 kontrole gore %16,6 + 6,3 oraninda azaltt1.
Bu azalma kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05, n = 7). Bu veriler, yildiz

hiicrelerinde ASIC1a’nin bulundugunu géstermektedir (Sekil 4.8A).

Onceki yapilan ¢alismada, ¢inko (Zn?*)’nin asidik soliisyon ile birlikte uygulanmasinin,
ASIC2a igeren kanal aracili akimlarin genligini segici olarak arttirdigi gosterilmistir (110).
Bundan dolayr ASIC2a alt tipinin varligini1 belirlemek icin, ASIC2a akimlarini giliglendiren
¢inko (Zn**) 300 uM konsantrasyonda kullanilmistir. Kontrol soliisyonunda pH 5’te 600+120
pA (n=7) ige dogru akim olusmustur. Zn** (300 uM) uygulandiginda ise ASIC akiminin
genligi 720+150 pA’ya (n=7) artmustir. Zn>* (300 uM) varliginda pH 5 te olusan akimin genligi
kontrole gore dnemli oranda artt1 (%20,0 £ 6,3 %; n = 7). Bu akimin genligindeki artis, kontrole

gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05, n = 7) (Sekil 4.8B).

A Kontrol pp2t (10 pMm) Yikama
pH7.4 5.0 5.0 5.0

B Kontrol  zn?*(300uM)  vikama
pH7.4 5.0 5.0 5.0

Sekil 4.8. Y1ldiz hiicrelerindeki ASIC akimlarinin hiicre dis1 Pb?* ve Zn?* ile modiilasyonu. A:
pH 5 olan yBOS soliisyonuna Pb** (10 uM) uygulandiginda ASIC akiminin genligi dnemli
diizeyde azald1. Tekrar pH’s1 5,0 olan yBOS soliisyonu uygulandiginda ASIC akiminin genligi
artmistir. B: pH 5,0 olan yBOS soliisyonuna Zn** (300 pM) uygulandiginda ASIC akimmnin
genligi onemli oranda artmigtir. Tekrar pH’s1 5 olan yBOS soliisyonu uygulandiginda ASIC
akiminin genligi kontrol diizeylerine donmiistiir.
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Fakat Zn?"’in yiiksek konsatrasyonda ASIC2a akimlarimi  giiclendirirken, diisiik
konsantrasyonda ASICla akimlarini azalttig1 bildirilmistir (110). Bundan dolayr ASIC2a’in
varhgim dogrulamak igin, Zn** spesifik ASICla blokérii olan Pb** ile birlikte uyguland.
Kontrol soliisyonunda pH 5 de ortalama olarak 500+110 pA (n=7) i¢e dogru akim olusmustur.
Pb>* (10 uM) uygulandiginda 42085 pA (n=7) ige dogru akim kaydedilmistir. Pb** (10 uM)
ile birlikte Zn** (300 uM) uygulandiginda ise ASIC akiminin genligi 650+150 pA (n=7) olarak
dlciilmiistiir. Pb?* (10 uM) ve Zn?* (300 uM) varliginda pH 5 de olusan akimin genligi kontrole
gore %30,1 + 4,2 oraninda artmistir. Bu artis, istatistiksel olarak anlaml1 bulunmustur (p<0.05)
(Sekil 4.9B). Bu veriler, y1ldiz hiicrelerinde ASIC2a’nin bulundugunu diisiindiirmektedir (Sekil
4.9A).

Zn2*(300 uMm)
A Kontrol Pb2+(10 uM) Pb2+(10 uM)
pH7.4 5.0 5.0 5.0
A——\[“—* 200 pA |_
5s
*
# |
B 1,2
1,0 1

Normalize Akim
(=]
o

0,0

Kontrol Pb2+ Pb2++ an"'

Sekil 4.9. Yildiz hiicrelerindeki ASIC akimlarina Pb** ve Zn*"’in birlikte uygulanmasinin
etkisi. A: pH’1 5 olan yBOS soliisyonuna Pb** (10 uM) uygulandiginda ASIC akimimin genligi
onemli diizeyde azaldi. Pb** (10 uM) ve Zn>** (300 uM) birlikte uygulandiginda ise ASIC
akiminin genligi, kontrol diizeyinden de daha biiyiik seviyelere ulagmistir. B: yBOS
soliisyonuna Pb?* (10 pM) ve Pb** (10 uM) + Zn>* (300 pM) uygulandiginda normalize ASIC
akimu bar grafigi ile gosterilmistir. * p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda. # p<0.05 Pb**
grubu ile karsilastirildiginda.
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Asetilsalisilik asit veya sodyum salisilat’in, ASIC3 alt biriminin spesifik blokorii oldugu
gosterilmistir (113). Voilley ve arkadaglar1 (2001) yaptiklar1 bu ¢alismada, 1 mM salisilik
asit’in, ASIC3 homomerik kanal aracili akimlar1 tamamen inhibe ettigini gostermislerdir.
Kohlear ¢ekirdek néronlarindaki yildiz hiicrelerinde ASIC3 alt tipinin varligini belirlemek icin
spesifik blokorii olan sodyum salisilat 1 mM konsantrasyonda kullandi. Kontrol soliisyonunda
pH 5 de ortalama olarak 800+150 pA (n= 7) ice dogru akim olusmustur. Sodyum salisilat (1
mM) uygulamasi, ASIC akim genligini degistirmemistir (p>0,05; n = 7) (Sekil 4.10A ve
4.10B). Bu veriler yildiz hiicrelerinde ASIC3’iin bulunmadigina isaret etmektedir.

A Kontrol Sodyum salisilat  Yikama
pH7.4 5.0 5.0 5.0
ZOOpAl_
5s
B 1’0- ----- N R
£
it‘ 0,81
(U]
N 0,61
©
£ o4l
o
< 0.2
0,0

Kontrol Sodyum salisilat (1 mM)

Sekil 4.10. Yildiz hiicrelerindeki ASIC akimlarina sodyum salisilat’in etkisi. A: pH’1 5 olan
yBOS soliisyonuna sodyum salisilat (1 mM) uygulandiginda ASIC akiminin genliginde 6nemli
bir degisiklik olmadi. B: yBOS soliisyonuna sodyum salisilat (1 mM) uygulandiginda
normalize ASIC akimi bar grafigi ile gosterilmistir.

4.2.1.2. Cal tipi noronlarda diisiik hiicre dis1 pH ile aktiflenen ASIC akimlari

4.2.1.2.1. Farki pH degerlerinin ASIC akimlar iizerine etkisi

Kohlear ¢ekirdegin cali tipi hiicrelerinde asit kaynakli akimlar, yildiz tipi hiicrelerde oldugu
gibi tlim-hiicre yama kenetleme konfigiirasyonu kullanilarak kaydedildi. Mevcut deneylerde

calt hiicrelerinin ortalama istirahat zar potansiyeli — 55,2 £ 0,36 mV (n = 15 ) olarak
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bulunmustur. Cali hiicreleri — 52 mV tutma potansiyelinde (holding potansiyel) tutularak
kayitlar alinmistir. Asidik soliisyon, yildiz hiicrelerinde oldugu gibi ¢ali hiicrelerinde de ice
dogru akimlar olusturmustur. Asitle indiiklenen akimlarin genlikleri, pH'ya kars1 yliksek
duyarhilik gosterdi (Sekil 4.11A). pH’s1t 7,4 ile 4 arasinda degisen asidik soliisyonlarin
uygulanmasiyla olusan ASIC akimlarin tepe degerleri ile elde edilen pH degerlerinin arasindaki
iliski sigmoidal Bolzman fonksiyonu ile fit yapilarak grafiksel olarak gosterildi. Bu analizden
elde edilen yar1 maksimum aktivasyon pH degeri (pHso) 5,81 + 0,06 olarak ve egim faktori
degeri (nn) 0,17 olarak bulunmustur (Sekil 4.11B).

A
pH7.4 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0

Normalize Akim
o
i

0,04 :
75 7,0 65 60 55 50 45 40
pH

Sekil 4.11. Diistik hiicre dis1 pH degerlerinin ASIC akimlar1 {izerine etkisi. A: Cali hiicrelerine
pH’1 7,0, 6,5, 6,0, 5,5, 5,0 ve 4,0 olan asidik soliisyonlar uygulandiginda ice dogru ASIC
akimlar1 olusmustur. B: Cal1 hiicrelerindeki ASIC’lerin kararli durum aktivasyon egrisi.

4.2.1.2.2. Amilorid’in cali néronlarindaki ASIC akimu iizerine etkisi

Cali hiicrelerinde diistik hiicredis1 pH ile olusan i¢e dogru akimlara ASIC blokdrii olan amilorid
uygulanmustir. pH 5,0 da olusan amilorid akimlar1 (100 uM) %83,3 £5,8 (n=5) oraninda azaltt1
(Sekil 4.12A). Amiloridin bu inhibisyon etkisi, kontrole gore istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.12B). Amiloridin inhibisyon etkisini doza bagimli olarak
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gergeklestirdigi ve yart maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICsp) 32,1 £ 0,2 uM (n=12) ve
egim faktorii (nn) 4,95 olarak bulunmustur (Sekil 4.13).

A Kontrol Amilorid (100 uM) Yikama
pH7.4 5.0 5.0 5.0
200 pA |_ ﬁ
........................... =
B 1,2

Normalize Akim
(=]
S

Kontrol Amilorid Yikama

Sekil 4.12. Amiloridin ¢al1 hiicrelerinde olugan ASIC akimlari {izerine etkisi. A: pH’s1 5 olan
yBOS soliisyonuna amilorid (100 uM) uygulandiginda ASIC akiminin genligi 6nemli diizeyde
azalmistir. Amilorid soliisyondan ¢ikarildiginda ise ASIC akiminin genligi kontrol diizeyine
donmiistiir. B: yBOS soliisyonuna amilorid (100 pM) uygulandiginda normalize ASIC akimi
bar grafigi ile gosterilmistir. * p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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Sekil 4.13. Amilorid’in ¢al1 hiicrelerindeki ASIC akimi iizerine doza bagimli inhibisyon etkisi.
A: pH’s1 5 olan yBOS soliisyonuna amilorid 10 uM konsantrasyonda uygulandiginda ASIC
akiminin genligi azalmistir. Ayni1 soliisyona amilorid 100 pM konsantrasyonda uygulandiginda
ise ASIC akiminin genligi daha da azalmistir. B: pH’1 5 olan yBOS soliisyonu ile indiiklenen
ASIC akimlar 0,01, 0,1, 1, 10 ve 100 uM konsantrasyonlarda amilorid uygulanmasiyla doza
bagimli olarak inhibe edildi. Istatistiksel veriler, sigmoidal Bolzman fonksiyonu ile fit yapildi
yart maksimum inhibisyon konsantrasyon (ICso) degeri 32,1 + 0,2 uM (n=12) ve egim faktorii
(nn) 4,95 olarak hesaplanmustir.

4.2.1.2.3. Cal noronlarindaki ASIC’lerin sodyum iyonuna gecirgenligi

Yildiz hiicrelerinde oldugu gibi cali hiicrelerinde de ASIC’lerin sodyuma gegirgenligi, yBOS
solisyonundan sodyum kloriir ¢ikarilarak belirlendi. Sodyum kloriir bulunan normal yBOS
soliisyonunun pH’s1 7,4’den 5,0’e disiiriildiiglinde 700 = 150 pA (n= 5) i¢ce dogru akim
olusurken, sodyum olmayan (0 mM Na®) soliisyonda 100 + 50 pA (n= 5) ige dogru akim
olusmustur. Tekrar sodyum kloriir bulunan normal yBOS soliisyonunda pH 5°de kayit
alindiginda ASIC akiminin genligi normal degerlerine donmiistiir (Sekil 4.14A). Sodyum
kloriir bulunmayan (0 mM Na*) soliisyonda olusan i¢e dogru akimlardaki azalma, kontrole
(sodyum bulunan) gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.14B). Mevcut
veriler, ¢ali hiicrelerindeki asit kaynakli olusan akimin esas olarak sodyum iyonu tarafindan

tagindigin1 gostermistir.
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Sekil 4.14. Cali hiicrelerinde diisiik hiicredisi pH ile olusan ASIC akimlarinin Na* iyonuna
bagimliligi. A: pH’s1t 5 olan yBOS soliisyonundan sodyum kloriir ¢ikarilarak (0 mM Na®)
uygulandiginda ASIC akiminin genligi 6nemli diizeyde azalmistir. Tekrar pH’s1 5 olan yBOS
soliisyonu uygulandiginda ise ASIC akiminin genligi kontrol diizeyine donmiistiir. B: yBOS
soliisyonu ve 0 mM Na* soliisyonu uygulandiginda normalize ASIC akimi bar grafigi ile
gosterilmistir. * p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

4.2.1.2.4. Kalsiyum iyonunun ¢al néronlarindaki ASIC’ler iizerine etkisi

Cal1 hiicrelerinde asite duyarli iyon kanallarina hiicredis1 kalsiyumun etkisi, 2,4 mM kalsiyum
kloriir bulunan normal yBOS ve kalsiyum kloriir bulunmayan (0 mM Ca®") soliisyonlar
kullanilarak belirlendi. Normal yBOS soliisyonunda, pH 7,4’den 5,0’e diisiiriildiigiinde 400+50
pA (n=4) i¢e dogru akim olustu, 0 mM Ca?* soliisyonunda ise 650£100 pA (n=4) akim olustu
(Sekil 4.15A). Hiicre dis1 kalsiyum bulunmayan soliisyonda (0 mM Ca®*) olusan ASIC
akimlarindaki artma, 2,4 mM kalsiyum bulunan soliisyona gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05 ) (Sekil 4.15B). Verilerimiz, hiicre dis1 kalsiyum miktarinin azalmasinin,

cali hiicrelerindeki asit kaynakli akimlar1 artirdiint gosterdi.
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Sekil 4.15. Cali noronlarindaki asitle aktiflenen akimlara hiicre dis1 Ca®"’un etkisi. A: pH’s1 5
olan yBOS soliisyonundan kalsiyum kloriir ¢ikarilarak (0 mM Ca**) uygulandiginda ASIC
akimmin genligi onemli diizeyde artmistir. B: yBOS soliisyonundan kalsiyum kloriir
¢ikarildiginda normalize ASIC akimlari bar grafigi ile gosterilmistir. * p<0.05 2,4 mM Ca**
grubu ile karsilastirildiginda.

4.2.1.2.5. Cah noronlarindaki ASIC akimlarinin duyarsizlasma zaman sabiti

Cal1 hiicrelerindeki ASIC akimlarinin duyarsizlagma zaman sabiti degerleri: pH 4 de 1,08 +
0,03 s, pH 5de 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 bulunmustur (n= 15). Hiicredis1 pH diistiikge, ¢ali hiicrelerinin duyarsizlagsma

zaman sabiti azalmistir (Sekil 4.16B).
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Sekil 4.16. Cali hiicrelerindeki ASIC akimlarinin duyarsizlasma zaman sabiti. A:
Duyarsizlagma zaman sabitinin degeri, ASIC akiminin tepe degerinden (1. kesik ¢izgi) sifir
degerine ininceye kadarki (2. kesik ¢izgi) akim trasesi (siyah diiz) iistsel fonksiyon (kirmizi
renkte diiz ¢izgi ile gosterilmistir) ile uyarlanmasi yapilarak elde edilmistir. B: ASIC
akimlarinin farkli pH konsantrasyonlardaki zaman sabiti degerleri bar grafigi ile gosterilmistir.

4.2.1.2.6. Cah noronlarindaki ASIC alt tiplerinin belirlenmesi

Cal1 hiicrelerindeki ASIC alt tipleri de yildiz hiicrelerinde kullanilan ASIC modiilatorleri ile
belirlenmistir. ASICla alt tipinin varhigin gostermek icin spesifik blokorii olan Pb** 10 uM
konsantrasyonda kullanilmistir. pH’s1 5 olan yBOS soliisyonunda 500 + 80 pA (n=15) i¢ce dogru
akim olustu. 10 uM Pb** uygulandiginda ise ASIC akimmin genligi 420 + 50 pA’ya (n= 5)
diismistiir. Tekrar pH’s1 5 olan yBOS soliisyonu uygulandiginda, ASIC akiminin genligi
kontrol diizeylerine donmiistiir. Kursun pH 5’te aktiflenen akimlar1 kontrole gore %84,0 + 6,1
oraninda azaltti. Bu azalma kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Bu

veriler, ¢ali hiicrelerinde ASIC1a’nin bulundugunu gostermektedir (Sekil 4.17A).

ASIC2a alt tipinin varligini belirlemek i¢in, ASIC2a akimlarin1 giiclendiren ¢inko (Zn**) 300
uM konsantrasyonda kullanildi. Kontrol soliisyonunda pH 5°de 550 + 120 pA (n=5) i¢e dogru
akim olusmustur. Zn** (300 uM) uygulandiginda ise ASIC akiminin genligi 675+85 pA’ya (n=
5) ¢ikmistir. Tekrar pH’s1 5 olan kontrol soliisyonu uygulandiginda, ASIC akiminin genligi

(550£110 pA, n= 5) kontrol diizeylerine azalmistir. Zn>* (300 pM) varliginda, pH 5 de olusan
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akimin genligi kontrole gore 6nemli oranda artt1 (%22,7 + 6,2 n =5). Bu akimin genligindeki

artis kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.17B).

A Kontrol pb2* (10 um) Yikama
pH7.4 5.0 5.0 5.0

B Kontrol zn2* (300 uM)  Yikama
pH7.4 5.0 5.0

Sekil 4.17. Cal1 hiicrelerindeki ASIC akimlarinin hiicre dist Pb%* ve Zn>* ile modiilasyonu. A:
pH’s1 5 olan yBOS soliisyonuna Pb** (10 uM) uygulandiginda ASIC akiminin genligi dnemli
diizeyde azaldi. Tekrar pH’s1 5 olan yBOS soliisyonu uygulandiginda ASIC akiminin genligi
kontrol diizeylerine donmiistiir. B: pH’st 5 olan yBOS soliisyonuna Zn** (300 pM)
uygulandiginda ASIC akiminin genligi onemli oranda artmustir. Tekrar pH’s1 5 olan yBOS
soliisyonu uygulandiginda ASIC akiminin genligi kontrol diizeylerine diismiistiir.

Cinko’nun yliksek konsantrasyonda ASIC2a akimlarini gii¢lendirdigi, diisiik konsantrasyonda
ASICla akimlarimi azalttig1 bilindiginden (110) dolayr ASIC2a’in varligint dogrulamak igin,
Zn** spesifik ASIC1a blokeri olan Pb** ile birlikte uygulandi. Kontrol soliisyonunda pH 5’de
600 £ 125 pA (n=5) ige dogru akim olusurken Pb>* (10 pM) uygulandiginda 500 + 110 pA (n=
5) i¢e dogru akim olusmustur. Pb** (10 pM) ile birlikte Zn>* (300 uM) uygulandiginda ise ASIC
akimmnin genligi 700+145 pA (n= 5) olarak &lgiilmiistiir. Pb** (10 pM) ve Zn** (300 uM)
varliginda pH 5 de olusan akimin genligi kontrole gore %16,6 £ 3,8 oraninda artmustir.
Verilerdeki artis, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). (Sekil 4.18B). Bu bulgular,
cali hiicrelerinde ASIC2a’nin bulundugunu gostermektedir (Sekil 4.18A).
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Sekil 4.18. Cal1 hiicrelerinde ASIC akimlarina Pb** ve Zn**’in birlikte uygulanmasinin etkisi.
A: pH’s1 5 olan yBOS soliisyonuna Pb** (10 pM) uygulandiginda ASIC akiminin genligi
onemli diizeyde azaldi. Pb** (10 uM) ve Zn** (300 uM) birlikte uygulandiginda ise ASIC
akiminin genligi kontrol diizeyinden de daha biiyiik seviyelere ulasmistir. B: yBOS
soliisyonuna Pb** (10 pM) ve Pb** (10 uM) + Zn>* (300 pM) uygulandiginda normalize ASIC
akimu bar grafigi ile gosterilmistir. * p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda. # p<0.05 Pb**
grubu ile karsilastirildiginda.

ASIC3 alt tipinin varligim1 belirlemek i¢in spesifik blokeri olan sodyum salisilat 1 mM
konsantrasyonda kullanilmistir. Kontrol soliisyonunda pH 5’de 700+130 pA (n=5) i¢e dogru
akim olusmustur. Yildiz hiicrelerinde oldugu gibi ¢ali hiicrelerinde de sodyum salisilat (1 mM)
uygulamasi ASIC akim genligini degistirmedi (p>0,05; n = 5) (Sekil 4.19A ve 4.19B). Mevcut

veriler, ¢ali hiicrelerinde ASIC3’iin bulunmadigin1 géstermektedir.
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A Kontrol Sodyum salisilat Yikama

pH7.4 5.0 5.0 5.0
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Kontrol  Sodyum salisilat (1 mM)

Sekil 4.19. Cal1 hiicrelerindeki ASIC akimlarina sodyum salisilat’in etkisi. A: pH’s1 5 olan
yBOS soliisyonuna sodyum salisilat (1 mM) uygulandiginda ASIC akiminin genliginde 6nemli
bir degisiklik olmadi. B: yBOS soliisyonuna sodyum salisilat (I mM) uygulandiginda
normalize ASIC akimi bar grafigi ile gosterilmistir (p>0,05; n = 5).

4.2.2. Akim Kenetleme Calismalari

Akim kenetleme ¢aligmalarinda, zar1 uyarmak icin hiicreye belirli bir siirede belirli bir akim
enjekte edilir ve zarin akim enjeksiyonuna karsi vermis oldugu voltaj cevabi 6lgiiliir. Hiicre
depolarize edici bir akim ile uyarildiginda, istirahat zar potansiyeli daha pozitif degerlere dogru
gidecek ve uyarilma esigine ulastifinda verilen akima cevap olarak aksiyon potansiyeli
olusturacaktir. Eger hiicreye hiperpolarize edici bir akim verilirse, hiicre istirahat membran

potansiyelinden daha negatif degerlere dogru uzaklasacak ve uyarilmasi zorlasacaktir.

Asite duyarli iyon kanallari, diisiik hiicre dis1 pH ile aktive olan kanallardir. Bundan dolay1
akim kenetleme caligmalarinda 14-17 giinliik fare kohlear ¢ekirdeklerinden alinan kesitlerdeki
14 yildiz ve 10 ¢al1 hiicresine pH’s1 6,5 ve 6,0 olan yBOS ile perfiize edildiginde gostermis
oldugu voltaj yanitlar kaydedildi.
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4.2.2.1. Yildiz néronlarina diisiik hiicre dis1 pH’1n etkisi

Yildiz hiicrelerindeki ASIC'lerin fizyolojik fonksiyonlarmi belirlemek ve ndronal
uyarilabilirlikleri iizerine etkilerini incelemek i¢in akim kenetleme kayitlari alindi. Kontrol
soliisyonunun pH’s1 7,4’den pH 6,5 e diistiriildiigiinde hiicreler ortalama olarak 23 mV’luk bir
depolarizasyona (AV = 23,7 + 3,4 mV, n = 7) ve patlamal1 aksiyon potansiyeli olugsmasina
neden oldu (Sekil 4.20A). Kontrol soliisyonunun pH’s1 7,4’den pH 6,0’a diisiiriildiigiinde ise
hiicreler daha fazla depolarizasyon (AV = 31,03 £ 5,2 mV, n = 7) ve patlamali aksiyon
potansiyeli gostermislerdir (Sekil 4.20A). Yildiz hiicrelerine uygulanan hiicre dist pH
azaldikca, olusan depolarizasyon artmistir. ASIC blokdrii olan amilorid (100 uM) olusan
depolarizasyonu azaltt1 ve aksiyon potansiyeli olusumunu inhibe etti. 100 uM konsantrasyonda
amilorid varliginda pH’s1 6,5 olan yBOS soliisyonundaki depolarizasyon miktar1 8,90 + 0,9 mV
olarak gergeklesti. pH’s1 6,0 olan yBOS soliisyonundaki depolarizasyon miktari ise 12,18 + 1,3
mV olarak dl¢iilmiistiir. Amiloridin bu inhibisyon etkisi istatistiksel olarak anlaml1 bulunmustur

(p<0.05 Sekil 4.20B).
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Sekil 4.20. Yildiz hiicrelerinde asit ile indiiklenen depolarizasyon ve patlamali aksiyon
potansiyeli. A: pH’s1 6,5 ve 6,0 olan yBOS sollisyonuna maruz birakildiginda hiicre zar
potansiyelinde depolarizasyonuna ve patlamali aksiyon potansiyeli olusumuna neden oldu.
Amilorid (100 pM) pH 6,0°da olusan depolarizasyonu ve aksiyon potansiyelini inhibe etmistir.
B: pH 6,5 ve 6,0’da olusan depolarizasyonun amilorid tarafindan inhibe edilmesi bar grafigi ile
gosterilmistir (Vmax — Vres: maksimum membran depolarizasyonunun ortalamasi). * p<0.05
amilorid uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda.

4.2.2.2. Cali néronlarma diisiik hiicre dis1 pH’1n etkisi

Cal1 hiicrelerinde yBOS soliisyonunun pH’s1 7,4’den pH 6,5’e diisiiriildiiglinde ortalama olarak
20 mV’luk depolarizasyon meydana gelmistir (AV = 20,3 + 2,1 mV, n = 5). Cal1 hiicreleri,
yildiz hiicreleri gibi patlamali aksiyon potansiyeli olusturmadi. Kontrol soliisyonunun pH’s1
7,4’den pH 6,0’a diisiirtildiiglinde ise hiicreler daha fazla depolarize oldular (AV = 30,26 + 3,8
mV, n = 5, Sekil 4.21A). Cali hiicrelerinde de uygulanan hiicre dis1 pH azaldikga, olusan
depolarizasyon artmistir. ASIC blokdrii olan amilorid, olusan depolarizasyon miktarin
azaltmistir. 100 uM konsantrasyonda amilorid varliginda pH’s1 6,5 olan yBOS soliisyonundaki
depolarizasyon miktar1 8,6 £ 1,2 mV (n= 5) olarak olgiilirken, pH’s1t 6,0 olan yBOS
soliisyonundaki depolarizasyon miktar1 ise 11,4 = 1,7 mV (n= 5) olarak Ol¢iilmiistiir.

Amiloridin bu inhibisyon etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05 Sekil 4.21B)
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Sekil 4.21. Cal1 hiicrelerinde asit ile indiiklenen depolarizasyon. A: pH’s1 6,0 olan yBOS
solisyonu uygulandiginda hiicre zar potansiyeli depolarize oldu. ASIC kanal blokeri amilorid
(100 pM) varliginda olusan depolarizasyon miktar1 azalmistir. B: pH 6,0’da olusan
depolarizasyonun amilorid tarafindan inhibe edilmesi bar grafigi ile gosterilmistir (Vmax — Vrest:
ortalama maksimal membran depolarizasyonu). * p<0.05 amilorid uygulanan gruplar ile
karsilastirildiginda.
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5. TARTISMA VE SONUC

Asite duyarli iyon kanallar1 (ASIC), hiicre dis1 ortamin asitlesmesiyle aktive olan voltaja duyarl
olmayan sodyum kanallaridir. ASIC'ler, isitsel sistem de dahil olmak iizere merkezi ve periferik
sinir sistemlerinde yaygin olarak ifade edilirler. Yapilan bu ¢calismada ASIC genlerinin kohlear
cekirdekte ifade edilip edilmedikleri real-time PZR yontemiyle, hiicre dis1 asit degisimlerinin
kohlear ¢ekirdek noronlarinin uyarilabilirlikleri tizerine etkileri ise yama kenetleme teknigi

kullanilarak ilk defa gosterilmistir.

5.1. ASIC genlerinin mRNA diizeyinde ifadesi

Real-time PZR analizi ile 16 giinliik, 75 gilinliikk ve 2 yasindaki fare kohlear c¢ekirdek
dokularinda ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 genlerinin ifadesi gosterilmistir (Sekil 4.1). Mevcut
caligmanin real-time PZR verileri ile tutarli olarak daha 6nce merkezi sinir sisteminde yapilan
caligmalarda ASIC genlerinin ifadesi gosterilmistir. Chen ve arkadaslari (2009) fare
suprakiazmatik c¢ekirdek noronlarinda yaptiklari ¢aligmada ASICla, 2a, 2b ve 3 alt tiplerinin
ifade edildigi gosterilmistir (178). Drew ve arkadaslar1 (2004) fare beyninde ASIC3
mRNA’sinin bulundugunu bildirmislerdir (179). Hipokampal interndronlarda RT-PZR analizi
ile ASIC1a ve ASIC2 alt birimlerinin ifadesi gosterilmistir (180). Du ve arkadaslar1 (2014) RT-
PZR analizi ile fare anterior hipofiz dokusunda tiim ASIC alt tiplerinin bulundugunu rapor
etmiglerdir (181). Ayrica fare supraoptik ¢ekirdek ndronlarinda RT-PZR ile yapilan ¢aligmada
bu noronlarin ASICla ve ASIC2a'y1 ifade ettigi, ancak ASIC1b, 2b, 3 ve 4 alt birimlerini
bulundurmadig ortaya konmustur (182).

Mevcut calismada ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 genlerinin en fazla 16 giinliik farelerde ifade
edildigi tespit edildi. 16 giinliik farelere gore 75 giinliik ve 2 yasindaki farelerde ASIC1, ASIC2
ve ASIC3 genlerinin yar1 yariya azaldigir bulunmustur. Bu bulgular1 dogrular nitelikte Li ve
arkadaslar1 (2010) fare kortikal ndronlarinda RT-PZR analizi ile yaptiklart calismada
ASIC2/ASIC1 genlerinin mRNA oraninin yasa bagli olarak degistigini gostermislerdir.
ASIC2/ASICI1 genlerinin mRNA oraninin 1 giinliik, 7 gilinliik ve 14 gilinliik farelerde yasla
birlikte arttigin1 ve en fazla 14 giinliik farelerde oldugunu gdstermislerdir. Ayrica 28 giinliik
farelerde 14 giinliik farelere gore azaldigini belirlemislerdir (183). Yasla birlikte ASIC’lerin

azaliyor olmasi, bu kanallarin yaslandikc¢a daha az tepki verdigini diisindiirmektedir.

Kohlear ¢ekirdek dokusunda ASIC3 gen ifadesinin varligi, RT-PZR analiz sonuglariyla tespit
edilmistir. Fakat kohlear ¢ekirdek yildiz ve ¢ali ndéronlarinda ASIC3 alt tipinin varlig1 yama

kenetleme kayitlarinda farmakolojik olarak gosterilememistir. Mevcut bulgu iki ihtimali
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diisiindiirmektedir. Birinci olarak kohlear ¢ekirdek dokusunda ifade edilen ASIC3 geni, noronal
hiicre kaynakli olmayip, glia ve endotel hiicre kaynakli olabilir. RT-PZR analiz ¢aligmalar1
kohlear ¢ekirdek dokusunda, yama kenetleme ¢alismalar1 ise kohlear ¢ekirdek noéronlarinda
yapildig1 i¢in, ASIC3 alt tipi noronlarda ifade edilmiyorsa yildiz ve ¢ali néronlarinda tespit
edilememesi dogaldir. ikinci olarak kohlear ¢ekirdekte ASIC3 alt tipinin gen diizeyinde ifade

edilip fakat protein (kanal) diizeyinde ifade edilmeme olasiligidir.

5.2. Yama kenetleme teknigi ile ASIC’lerin karakterizasyonu

Bu ¢alismada asite duyarli iyon kanallarinin, kohlear ¢ekirdek ndéronlarinin uyarilabilirligini
etkileyerek, isitme sinyallerinin islenmesinde 6nemli rol alacagi hipotezi yama kenetleme
teknigi kullanilarak arastirilmistir. Hiicre disi1 olarak uygulanan asidik soliisyonun kohlear
cekirdek kesitlerindeki yildiz ve cali ndronlarina etkileri incelenmistir. Voltaj kenetleme
caligmalarinda diisiik hiicre dis1 pH ile ice dogru akimlarin olustugu belirlendi (Sekil 4.2A ve
Sekil 4.11A). Akim kenetleme ¢alismalarinda ise diisiik hiicre dis1 pH’nin kohlear gekirdek
ndronlarina dogrudan uyarici etkilerinin bulundugu gosterilmistir (Sekil 4.20A ve Sekil 4.21A).
Ayrica ASIC blokorii olan amiloridin kohlear ¢ekirdek néronlarindaki ASIC akimlari iizerine
etkisi arastirtlmistir. Daha sonra kohlear c¢ekirdekteki ASIC kanallarinin Na® iyonuna
gecirgenligi, Ca®* iyonunun ASIC kanallar iizerine etkisi ve kohlear gekirdekteki ASIC alt

tipleri farmakolojik olarak tanimlanmistir.

Gilinlimiizde isitme sistemindeki ASIC'lerle ilgili yapilmig yalnizca birkag ¢aligma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar ASIC'lerin isitme sisteminin periferinde ifade ve islevine
odaklanilmistir. Fare spiral ganglion hiicresinde, ASIC3 ve ASIC1b’ nin ifade edildigi
gosterilmistir (122, 123). ASIC2 kanallarinin spiral gangliyonda ifade edildigi gosterilmis ve
bu isitsel bolgede 6nemli roliinlin oldugu tespit edilmistir (124). Ayrica, sican vestibiiler
gangliyon noronlarinda ASICla, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 ve ASIC4 kanallarinin, sinir
liflerinde ise ASIC1a ve ASIC2a alt tiplerinin ifade edildigi bulunmustur (125).

Literatiirde merkezi isitme sistemindeki ASIC'ler {izerine yapilan ¢ok az fonksiyonel ¢aligma
bulunmaktadir. Zhang ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada inferior kollikulus
ndronlarinda fonksiyonel ASICla ve ASIC2a alt tiplerinin varhigin1 géstermislerdir (126). Bu
calismanin bulgular da inferior kollikulus néronlarinda oldugu gibi merkezi isitsel ¢ekirdegi
olan kohlear c¢ekirdek ndronlarinda da asite duyarli iyon kanallarmin olabilecegini
diistindiirmektedir. Voltaj kenetleme ¢alismalarinda diisiik hiicre dis1 pH ile kohlear ¢ekirdek

yildiz ve ¢ali hiicreleri uyarildiginda, belli bir zaman sonra duyarsizlasan i¢e dogru akimlar
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olustu (Sekil 4.2 n = 42, Sekil 4.11 n= 15). pH 7’nin altina diisiince, ASIC kanallar1
aktiflenmeye basladi. Y1ldiz hiicreleri i¢in yart maksimum aktivasyon pH degeri (pHso) 5,84 +
0,08, egim faktorii degeri 0,17 olarak (Sekil 4.2B), cali hiicreleri icin ise yar1 maksimum
aktivasyon pH degeri (pHso) 5,81 £ 0,06 olarak bulunmustur (Sekil 4.11B). Inferior kollikulus
noronlarinda yapilan ¢alismada yari maksimum aktivasyon pH degeri (pHso) 5,92 ve e8im
faktori degeri 0,92 olarak olarak bulunmustur (126). Toyoaki ve arkadaslarinin supraoptik
cekirdeklerde yaptiklar calismada, yart maksimum aktivasyon pH degeri (pHso) 5,71 ve egim
faktori degeri 0,99 olarak bulunmustur (182). Yapilan bagka bir ¢alismada ise yart maksimum
aktivasyon pH degeri (pHso) 5,81 ve egim faktorii degeri 1,01 olarak olarak bulunmustur (162).
Calismanin yar1 maksimum aktivasyon pH degeri daha 6nce bagka bolgelerde yapilan sonuglar
ile benzerlik gostermektedir. Fakat efim faktorii degeri diger ¢alismalara oranla diisiik
bulunmustur. Egim faktoriiniin diisiik olmasz; asit duyarliliginin, belli bir noktadan sonra birden
artttigini gosterir. Bu da yi1ldiz ve ¢ali tipi hiicrelerin asidik pH’ya daha duyarli oldugu anlamina

gelir.

5.3. ASIC’lerin amilorid duyarhhg:

Kohlear ¢ekirdek yildiz (ICso = 32,5 + 0,8 uM) ve ¢ali (ICso = 32,1 + 0,2 uM) hiicrelerinde
olusan akimlar amilorid duyarliyd: (Sekil 4.3 ve Sekil 4.12). ASIC'ler i¢in yaygin olarak
kullanilan ve ASIC blokorii amiloridin hem yildiz hem de ¢ali hiicrelerinde olusan akimlari
doza bagimli olarak inhibe etmesi, her iki hiicre tipinde de fonksiyonel ASIC'lerin varligina
isaret etmektedir (Sekil 4.4 ve 4.13). Bu calisma merkezi isitme sistemindeki fonksiyonel
ASIC'lerin varhigim1 gosteren ilk rapordur. Mevcut ¢alismadaki amiloridin inhibisyon etkisi
Waldman ve arkadaglarinin (1997) daha 6nce yaptiklari ¢galismalarin sonuglariyla tutarhidir (1,
5, 136). Fare kohlear ¢ekirdek ndronlarinda asite duyarli iyon kanallarmmin farmakolojik
ozellikleri, diger baz1 MSS ¢ekirdeklerinde rapor edilen ASIC’lerin 6zellikleri ile paralellik
gostermektedir (126, 127, 184). Sonuglar kohlear ¢ekirdekte ASIC’lerin islevsel bir roliiniin

olabilecegini diistindiirmektedir.

5.4. ASIC’lerden biiyiik oranda Na* iyonu gecer

Mevcut ¢alismada yildiz ve cali hiicrelerinde yBOS’dan sodyum iyonunun ¢ikarilmasiyla (0O
mM Na*) ASIC akim genliginin yaklasik olarak % 84 oraninda azalmasi (Sekil 4.5 ve Sekil
4.14), ASIC akiminin biiyik oranda Na® iyonuna bagimli oldugunu gostermektedir. Bu
calismay1 dogrular nitelikte Krishtal ve arkadaglar1 (1981) yaptiklar1 ¢alismada asite duyarlt
iyon kanallarindan kaynaklanan akimin olugmasinda esas sorumlu iyonun Na* oldugunu
bildirmislerdir (104). Literatiir taramasinda ASICla hari¢ diger tiim ASIC alt birimlerinin
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(ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 ve ASIC4) sadece Na* iyonuna gegirgen oldugu
gosterilmistir. Diger taraftan ASICla alt birimi yiiksek oranda Na* iyonuna, diisiik oranda ise
Ca®* iyonuna gegirgendir (5). Na* iyonunun yBOS’dan c¢ikarilmasiyla ASIC akiminin
azalmasina karsin tamamen inhibe olmamasi Na*’un yanisira Ca>* iyonununda ASIC akiminin
olusmasina katkida bulunduguna isaret etmektedir. Bu ¢alismada Ca®* iyonuna gegirgen olan
ASICla alt tipinin bulunduguna yonelik PZR ve elektrofizyolojik deliller bulunmaktadir. Fare
kohlear ¢ekirdek dokusundaki PZR sonuglari, ASIC1 alt tipinin mRNA diizeyinde oldugunu
gdstermistir. Ayrica elektrofizyolojik ¢alismalarda spesifik ASIC1 inhibitdrii olan Pb?* (10 pM)
(112) uygulandiginda yildiz ve ¢ali hiicrelerindeki ASIC akimlarinin genligi 6nemli diizeyde
azalmistir (Sekil 4.8A, Sekil 4.17A). Yine ASIC akimlarinin yBOS’tan kalsiyum iyonunun
tamamen ¢ikartilmast (0 mM Ca?") ile ASIC akiminin arttigi belirlendi. Bu durumun
homomerik ASICla kanallarinin farmakolojik bir 6zelligi oldugunu gosteren birgok calisma

bulunmaktadir (194, 195, 219).

5.5. ASIC akimlar1 duyarsizlasmaktadir

Kohlear ¢ekirdek yildiz ve ¢ali hiicrelerinde hiicre dis1 asidik soliisyon ile indiiklenen ASIC’ler
kisa siire sonra duyarsizlagsmiglardir. Yildiz hiicrelerindeki ASIC akimlarinin duyarsizlasma
zaman sabiti degerleri: pH 4 de 1,39 s, pH 6 de 2,32 s ve pH 6,5 de 2,48 s olarak bulundu (Sekil
4.7). Cal1 hiicrelerinde ise: pH 4 de 1,08 s, pH 6 de 1,98 s ve pH 6,5 de 2,16 s olarak bulunmustur
(Sekil 4.16). Hem yildiz hem de ¢ali hiicrelerinde hiicre dis1 pH diistiikce ASIC akimlarinin
duyarsizlasma zaman sabiti azalmistir. Li ve arkadaglar1 (2014) fare olfaktér bulb M/T
noronlarindaki ASIC akimlarinin duyarsizlasma zaman sabiti degerlerini: pH 4,5 de 0,57 s, pH
6,5 de 1,32 s olarak gostermislerdir (185). 14 giinliik fare kortikal ndronlarinda yapilan
caligmada ise ASIC akimlarinin duyarsizlasma zaman sabiti degeri pH 6,0 da 1,07 s olarak
bulunmustur (183). Mevcut ¢alismanin duyarsizlasma zaman sabiti degerleri daha dnce baska

bolgelerde yapilan sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

5.6. ASIC alt tipleri

Calismada elde edilen PZR ve elektrofizyolojik yama kenetleme bulgular1 kohlear ¢ekirdek
hiicrelerindeki ASIC akimlarinin, ASIC3 alt tipi tarafindan degil de, ASICla ve ASIC2a alt
tipleri tarafindan tasindigini diisiindiirmektedir. Daha Once yapilan ¢alismalarda, ASICla
akimlarmin yiiksek hiicre dis1 Ca®* iyonu ile azaldig1 gosterilmistir (186, 187). Yukarida da
belirtildigi gibi yiiksek hiicre dis1 Ca’* ile akimin azalmasi, ASICla ve ASIC3 homomerik
kanallarinin farmakolojik bir ozelligidir (164, 165, 188). Calismamizda da hiicredisi
kalsiyumun yBOS’tan ¢ikarilmas1 (0 mM Ca®*), yapilan ¢alismalarla tutarli olarak, ASIC
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akimlarimi arttirmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.15). Ayrica Wang ve arkadaslar1 (2006) yaptiklari
caligmada secgici ASIC1 kanal blokorii olan kursun ile ASICla akimlarinin azaldigini rapor
etmislerdir (112). Bu ¢alisma ile tutarli olarak Pb** (10 pM) uygulandiginda, yildiz ve ¢ali
hiicrelerindeki ASIC akimlarinin genligi azalmistir (Sekil 4.8A ve 4.17A). yBOS
soliisyonundan Ca** iyonunun ¢ikarilmasi ile ASIC akimlarinin genliginin artmas1 ve yBOS
soliisyonuna kursun eklenmesiyle ASIC akimlarinin genliginin azalmasi daha 6nceki yapilan
caligmalarla tutarlidir. Bu sonuglar da kohlear ¢ekirdek yildiz ve ¢ali hiicrelerinde islevsel

ASICla alt tipinin varligin1 desteklemektedir.

Baron ve arkadaslar1 (2001) yaptiklart ¢alismada ¢inkonun yiiksek konsantrasyonda (300 pM)
ASIC2a iceren kanallar tarafindan tasinan akimlar1 6nemli dl¢iide arttirdigini tespit etmislerdir
(110). Bu yapilan ¢alisma ile paralel olarak mevcut ¢alismada da Zn?** (300 uM) ASIC
akimlarinin genligini artirmistir (Sekil 4.8B, Sekil 4.17B). Buna ek olarak, ASIC1a homomerik
kanalinin kursun tarafindan bloke edilmesinden sonra, ¢inko ASIC akimlarinin genligini daha
belirgin sekilde artirmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.18). Kohlear ¢ekirdek hiicrelerinde olusan asit
kaynakli akimm (ASIC akiminm) Zn** (300 uM) varliginda artmasi fonksiyonel ASIC2a
kanallarmin burada varligin1 desteklemektedir. Kohlear ¢ekirdek néronlarinda ASICla ve

ASIC2a alt tiplerinin bulunmasi daha 6nceki yapilan ¢aligmalari1 desteklemektedir.

Fonksiyonel asite duyarli iyon kanallarinin (ASIC2b ve ASIC4 hari¢) heteromer
olusturulabildigi daha 6nce yapilan caligmalar ile rapor edilmistir. Ornegin, ASIC2a ve
ASIC3’iin dorsal kok gangliyon néronlarinda heteromer bir kanal olusturabildigi gosterilmistir
(189). Ayn1 zamanda Benson ve arkadaslar1 (2002) ASIC1a ve ASIC2a alt birimlerinin, asitle
uyarilmis akimlar olusturmak i¢in heteromer olarak islevsel kanallar olusturabildigini rapor
etmislerdir (130). Mevcut ¢alismanin verileri Baron ve arkadaslarinin (2001) inferior kollikulus
noronlarinda ve Zhang ve arkadaslarinin (2008) kurbaga oositlerinde ifade edilen ASICla +
ASIC2a heteromerik kanallar1 i¢in elde edilen verilerle benzerlik géstermektedir (110, 126).
Homomerik ASICla ve heteromerik ASICla-ASIC2a kanallari, merkezi sinir sistemi
ndronlarinda ASIC'lerin en yaygin bulunan alt tipleri oldugu rapor edilmistir (133, 190). Benzer
sekilde kohlear ¢ekirdek yildiz ve cali noronlarinda ASICla ve ASIC2a’nin homomer veya

heteromer seklinde islev gordiigii diistiniilmektedir.

Onceki yapilan calismalarda, MSS ndronlarinda ASIC3 alt tipinin varhigmm gdsteren
elektrofizyolojik bir c¢alismaya rastlanmamistir. Fonksiyonel ASIC3 alt tipinin O6zellikle

periferik sinir sisteminde varligin1 gosteren calismalar bulunmaktadir (122, 125). Mevcut
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caligmamizda ise merkezi isitme sisteminde fonksiyonel ASIC3 kanallarinin bulunmadigin
destekleyen kanitlar mevcuttur. Spesifik ASIC3 kanal blokorii olan sodyum salisilatin (113),
kohlear ¢ekirdek yildiz ve ¢ali hiicrelerindeki asit kaynakli akimlar iizerine anlamli bir etkisinin
olmadig1 goriilmiistiir. Bu bulgumuz kohlear ¢ekirdek yildiz ve cali hiicrelerinde ASIC3
kanalinin bulunmadigina isaret eder (Sekil 4.10 ve Sekil 4.19).

Calismanin voltaj kenetleme sonuglari; kohlear ¢ekirdek noronlarinda asit kaynakli akima,
ASIC3 alt tipinin degil de ASICla ve ASIC2a igeren kanallarin aracilik ettigini
disiindiirmektedir. Bu sonuglar, hipokampal alanlarda ve inferior kollikulusta yapilan

caligmalarin bulgular ile tutarlilik géstermektedir (9, 126).

5.7. Akim kenetleme deneylerinde meydana gelen depolarizasyon

Akim kenetleme deneylerinde kohlear g¢ekirdek yildiz hiicrelerinin asit yBOS’a maruz
birakilmasi, depolarizasyon ve patlamali aksiyon potansiyellerinin olugsmasina neden olmustur
(Sekil 4.20). Amilorid, olusan depolarizasyonu ve patlamali aksiyon potansiyellerini inhibe
etmistir. Fakat cali hiicrelerinde asit uygulamasi, sadece depolarizasyon olusmasina yol
acmustir (Sekil 4.21). Asite duyarlt iyon kanallarinin aktiflenince hiicrede depolarizasyona
neden oldugu daha onceki calismalarda rapor edilmistir. Yapilan bir¢cok calismada asit ile
indiiklenen hiicrelerin depolarize oldugu ve patlamali aksiyon potansiyeli olusturdugu
gosterilmistir (126, 178, 191). Cal1 hiicrelerinde oldugu gibi fare hipotalamik kiiltiir n6ronlart
da diistik hiicre dis1 pH ile uyarildiginda sadece depolarizasyon meydana gelmistir (162).

Yukarida da izah edildigi gibi ASIC’lerin Na* iyonlarina gegirgenliginin yiiksek olmasindan
dolay1 hiicreye pozitif yiiklii Na* iyonlarinin girmesi ve sonugta hiicrenin depolarizasyonuna
yol agmasi beklenen bir durumdur. Uyarilabilirligin artmasi nedeniyle spontan olarak patlamali
aksiyon potansiyellerinin de olusmasi anlasilir bir durumdur. Hem yildiz hem de ¢ali
hiicrelerindeki depolarizasyonun ASIC blokorii olan amilorid tarafindan biiyiik oranda
inhibisyonu, asit uygulamasiyla indiiklenen ASIC’lerin aktivasyonlarma bagli oldugunu

gostermektedir.

Akim kenetleme sonuglarina gore kohlear ¢ekirdek noronlarindaki ASIC'lerin aktivasyonunun
hiicrenin depolarizasyonuna ve aksiyon potansiyeli olusumunu tetikleyebilecegi ve boylelikle
ASIC'lerin kohlear cekirdekteki noronlarin ses bilgisinin islenmesine katilabilecegi
diisiiniilmektedir. ASIC'lerin merkezi isitsel sistemindeki fizyolojik ve patolojik siireclerde
islevsel rollerini kesfetmek i¢in kohlear ¢ekirdek noronlarindaki fonksiyonel karakterizasyonu

Onemlidir.
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5.8. Kohlear ¢ekirdekteki asit kaynakh akimlara ASIC’ler aracilik etmektedir

ASIC'ler iizerinde yapilan ¢alismalarla ilgili olarak énemli bir endise sudur; kursun ve ¢inko
gibi kullanilan modiilatorlerin ASIC'ler igin spesifik olmamasidir. Bu nedenle ASIC'ler
disindaki kanallarin/reseptorlerin kohlear ¢ekirdek hiicrelerindeki ASIC benzeri akimlara
karisma ihtimalini dislayamayiz. Bununla birlikte, kohlear ¢ekirdek hiicrelerinde asit kaynakli
akimlarin esas olarak ASIC'ler tarafindan aracilik edildigine 3 nedenden dolay1
distiniilmektedir.  Birincisi, yapilan ¢alismalarda diisiik hiicredisi pH’nin  bir¢ok
kanali/reseptorii modiile edebildigi gosterilmistir (192, 193). Yine baska caligsmalarda ASIC (5)
ve vaniloid reseptorleri (194) gibi sadece birkag kanal/reseptoriin, MSS'de hiicre disi
asidifikasyon ile direkt olarak aktive edilebilecegi gosterilmistir. Amilorid ASIC'ler i¢in
spesifik olmayan bir engelleyici olmasina ragmen, ASIC'ler ve vaniloid reseptorleri arasinda,
vaniloid reseptor aracili akimlart degil ASIC akimlarini inhibe ettigi gosterilmistir (195). Bu
literatiirler ile tutarl olarak mevcut ¢alismamizda da diistik hiicredist pH ice dogru akimlarin
olusmasina neden oldu ve amilorid olusan akimlar1 doza bagiml olarak inhibe etti. Ikincisi,
daha onceki yapilan ¢alismalarda, fonksiyonel ASIC’leri bulunmayan genetigi degistirilmis
farelerin hipokampal (118), kortikal (121, 184) ve spinal (120) ndronlarinda asit kaynakli
akimlarin ¢ogunun inhibe oldugu gosterilmistir. Bu bulgular, merkezi sinir sisteminde
ASIC'lerin asit uyarilarina kars1 olusan yanitlara aracilik eden baslica kanallar oldugunu
gostermektedir. Bu ¢aligmalarla paralel olarak mevcut ¢alismada da amiloride duyarl akimlar
olusmustur. Uciincii olarak, kohlear cekirdek hiicrelerindeki asit kaynakli akimlarin
elektrofizyolojik ozellikleri ASIC aracili akimlara benzerlik gostermektedir. Bu bulgular
birlikte degerlendirildiginde kohlear ¢ekirdek hiicrelerindeki asitle indiiklenen akimlar

muhtemelen kohlear ¢ekirdekteki islevsel ASIC'ler tarafindan olusturulmaktadir.

5.9. ASIC’ler degisik fizyolojik mekanizmalarda rol oynamaktadir

Asit maruziyetiyle aktive olan ASIC'lerin degisik fizyolojik mekanizmalarda ve patofizyolojik
olaylarda rolii oldugu yoniinde raporlar bulunmaktadir. Degisik hiicresel yapilarda lokal pH
distislerinin, ASIC'leri aktive edebilecek kadar 6nemli olmakla birlikte, dokulardaki pH'nin
homeostatik mekanizmalar tarafindan siki bir sekilde diizenlendigi diisiiniilmektedir (192).
Ornegin, sinaptik vezikiiller genelde asidiktir ve pH’s1 5,7'dir (196). Hipokampal néronlarda
yapilan ¢alismalarda yogun sinaptik aktivite gosteren sinapslarda vezikiil serbest birakildiktan
sonra sinaptik yariktaki hiicre dis1 pH’ nin gegici olarak 6 nin altina diistiigii gosterilmistir (197,
198). Yine, retinal koni reseptorlerinde yapilan calismada ASIC'lerin sinaptik iletimi
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etkileyebilecegi gosterilmistir (193). Kohleadaki bircok hiicresel stresin (6rnegin iskemi ve
iltihaplanma) lokal asidozu indiikleyebilecegi diisiiniilmektedir. Nedeni pek anlagilamasa da
iltihaplanma veya iskemi sonuglarinin ani isitme kaybina neden oldugu bilinmektedir (126). Bu
baglamda, mekanik olmayan nedenler ile olusan bazi isitme kayiplarinin altinda belki de

ASIC'lerin yatabilecegi olasidir.

Ayrica ASIC'lerin zararli uyaranlara karsi bir algilayic1 gorevi gorebildikleri ve bazi patolojik
olgularda 6nemli bir roliiniin bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Hiicreler arasi asidozun
ASIC’leri etkileyerek aktive ettigi ve ASIC’lerin de epileptik nobetler ve iskemi ile iliskili
olarak asir1 uyarici aktiviteleri tetikledigi gosterilmistir. Bu nedenle ASIC’lerin bu hastaliklarin

patogenezinde rolii oldugu diistiniilmektedir (199).

5.10. ASIC'lerin kohlear ¢ekirdekte olasi islevsel rolleri

Farelerin igitme duyarliliginda ASIC2 kanallarimin rol oynadigini tanimlayan birkag¢ calisma
bulunmaktadir (124, 127). Roza ve arkadaglar1 2004 yilinda ASIC2 geni bulunmayan genetigi
degistirilmis farelerde yaptiklar1 ¢aligmada, ASIC2 kanallarinin bulunmamasinin isitmeyi
bozmadigimi gostermislerdir (127). Peng ve arkadaslari ise ASIC2 geni bulunmamasinin
isitmeyi bozmadigint ancak ASIC2 geni varken giiriiltiide isitme esiginin daha az kaydigini
gosterdiler (124). Yani ASIC2’nin normal isitme yeteneginden ziyade giiriiltiiye duyarlilikta
rol oynadigr diisiiniilmektedirler. Boylelikle ASIC2’nin isitme esiginin ayarlanmasinda bir
kontrol mekanizmasi olarak gorev yapabilecegini onerilmektedir. Hildebrand ve arkadaslar
yaptifi c¢alismada ASIC3 olmayan farelerde yasla birlikte ilerleyici isitme kaybinin
bulundugunu gostermislerdir (122).

Yapilan ¢calismalarda iskemi ve epilepsi gibi patolojik durumlarda asidozun gelismesine bagl
olarak beyin hasarinin gelistigi gosterilmistir (200, 201). Daha 6nceki yapilan caligmalarda,
iskemi sirasinda olusan néronal hasardan biiylik oranda ASIC’lerin sorumlu oldugu
gosterilmistir (121, 202). Muhtemelen iskemi kosullarinda asidozla aktive olan ASIC’ler
noronal uyarimi arttirmak suretiyle ndronal asir1 uyarilmaya neden olur ve beyin iskemisini
takip eden patolojik siirece katki1 sunar. Bu ¢aligmalarda gosterildigi gibi kohlear ¢ekirdekte de
iskemik kosullar altinda ASIC'lerin roliiniin olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica ASICla ve
ASIC2a'nin, kohlear cekirdek ndronlarinda iskemi gibi patolojik degisiklikleri algilayan

membran sensorleri olarak ¢alistig1 diisiiniilebilir.

Son zamanlarda, ASIC2'nin 151k kaynakli retinal dejenerasyona kars1 koruyucu roliiniin oldugu

bildirilmistir (119). Wei-Li Wu ve arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada, ASIC3 yokluguna bagh
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isitme kaybinin bir sonucu olarak yavrularina yetersiz tepki veren anneler ve yavrularin sosyal
gelismesinde eksikliklerin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Bu ¢alismada farelerde ASIC3’e bagh
isitme kaybinin, yavru ¢agrilarina yanit vermemesi ve annelik davranislar lizerine olumsuz
etkisinin oldugu rapor edilmistir (11). Yapilan ¢alismalardaki mevcut kanitlar tam olarak
desteklememekle  birlikte, ASIC’lerin  isitme yolaginda oOzellikle i¢  kulakta
mekanotransdiiksiyon i¢in gerekli oldugu diistintilmektedir (124, 127, 179). Calismamizdan
elde edilen bulgular, ASIC'lerin merkezi igsitme yolagin bir ¢ekirdegi olan kohlear ¢ekirdekte,

isitsel bilgilerin islenmesi siirecine dahil olabilecegini diislindliirmektedir.

5.11. Sonug ve oneriler

Bu ¢aligmada RT-PZR metodu ile 16 giinliik, 75 giinliik ve 2 yasindaki fare kohlear ¢ekirdek
dokusunda ASIC1, ASIC2 ve ASIC3 alt tiplerinin gen ifade diizeyleri analiz edildi. Ayrica 14-
17 giinliik fare kohlear ¢ekirdek dilimlerindeki yildiz ve ¢ali noronlarinda ASIC kanallarinin
eletrofizyolojik ve biyofiziksel karakterizasyonu yapilmistir. Her iki hiicre grubu voltaj ve akim
kenetleme metodlariyla, farkli pH’larda asidik soliisyon uygulanarak incelenmistir. Calismalar
sonucunda kontrol gruplarmma gore asidik soliisyon kullanilan test gruplarindaki bazi
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur. Kohlear ¢ekirdek yildiz ve
cal1 hiicrelerinden elde edilen veriler, daha dnce beynin bagka bolgelerinde asite duyarli iyon

kanal1 ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglara benzerlik gostermektedir.

Sonug¢ olarak elde edilen bu veriler neticesinde ASIC kanallarinin kohlear ¢ekirdek
noronlarinda voltaj kenetleme c¢alismalariyla: yi1ldiz ve ¢ali hiicrelerinde asidik soliisyon ile ige
dogru hizli bir sekilde aktiflenip/duyarsizlasan ASIC akimlarinin olusmast ve bu akimlarin
spesifik olmayan ASIC blokoérii olan amilorid tarafindan inhibe edilmesi neticesinde (1) bu
hiicrelerde ASIC kanallarinin varligi, (2) y1ldiz ve ¢ali hiicrelerinde sodyum kloriir olan yBOS
solisyonunda akimin olusmasi fakat sodyum kloriir olmayan soliisyonda akimin olusmamasi,
asit duyarli iyon kanallarindan kaynaklanan akimin olugmasinda esas sorumlu iyonun Na*
oldugu ve kohlear ¢ekirdek noronlarindaki bu asit kaynakli akimin esas olarak Na* tarafindan
tasindig1, (3) her iki hiicredeki ASIC akimlarinin ASICla ve ASIC2a kanallar1 tarafindan

2+

tasindig1 ve (4) yildiz/gali hiicrelerinde diisiik hiicredisi Ca”un, ASIC akimlarini artirdigi

gosterilmistir.

Ayrica akim kenetleme caligmalar1 ile: (1) kohlear g¢ekirdek yildiz hiicrelerinde asidik
soliisyonun membran potansiyelini depolarize ettigi ve patlamali aksiyon potansiyeli

olusturdugu, (2) ¢ali hiicrelerinde ise sadece membran potansiyelini depolarize ettigi ve (3) her
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iki hiicrede de amilorid’in olusan depolarizasyonu blokladigi rapor edilmistir. Kohlear ¢ekirdek
yildiz ve ¢ali hiicrelerinde, asidik soliisyonun membranin depolarizasyonunu indiikleyebilir ve
noronlarda aksiyon potansiyellerini tetikleyebilir olmast ASIC'lerin kohlear ¢ekirdekte 6nemli

bir fizyolojik fonksiyonu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug¢ olarak RT-PZR teknigi kullanilarak kohlear ¢ekirdek dokusunda ASIC1, ASIC2 ve
ASIC3 gen ifadesinin bulundugu ve yama kenetleme (patch-clamp) teknigi kullanilarak kohlear
cekirdek yildiz ve ¢ali noronlarinda ASIC kanal akimlar ilk defa gosterilmistir. Bu ¢alismalar
neticesinde; ASIC kanallarinin kohlear ¢ekirdekteki bu néronlarin uyarilabilirligini etkileyerek,
isitme sinyallerinin iglenmesinde 6nemli rol alacagi sonucuna varilmistir. Tiim bu veriler
1s1ginda her ne kadar ASIC kanallarinin kohlear ¢ekirdek dokusunda gen (mRNA) diizeyinde
ve kohlear ¢ekirdek noronlarinda elektrofizyolojik olarak tespit edildigini s6ylemek miimkiin
olsa da; kanalin protein diizeyinde varligim1 gostermek {izere immunohistokimyasal
caligmalardan yararlanilmasi gerekmektedir. Ayrica kanalin bilinen 3 alt tipi (ASIC1b, ASIC2b
ve ASIC4) daha bulunmaktadir. Bu alt tiplerinin spesifik modiilatorleri olmadig1 i¢in burada
bulunup bulunmadiklar1 incelenememistir. Bundan dolay1 bu alt tiplerinin kohlear ¢ekirdekte
ifade edilme dereceleri ve total ASIC akimlarina ne oranda katkida bulunduklarinin agiga

cikarilmasi igin ileri teknikler ile desteklenmesi gerekmektedir.
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