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1. ÖZET 

 

Kohlear çekirdek nöronları, farklı anatomik ve fiziksel özelliklere sahip 

nöronları olan, işitsel bilgileri çeşitli yönleriyle ayıklayarak üst merkezlere ileten 

birimdir. Bu çalışmada 16 günlük Balb C farelerin beyin kesitlerinden ventral 

kohlear çekirdeğinde bulunan bushy ve stellate nöronlarının aktif ve pasif zar 

özelliklerini belirlenmesi ve TRPM2 katyon kanalının elektrofizyolojik olarak 

karakterizasyonu amaçlanmıştır. TRPM2 transient reseptör potansiyel melastatin 

ailesine ait Ca
+2

 iyonuna geçirgen bir katyon kanalı olup, oksidatif stres 

ürünleriyle aktive olurlar. 

Stellate nöronu sürekli bir ateşleme desenine sahiptir, pasif zar özellikleri 

sırasıyla; membran potansiyeli -64,5 ± 3,37 mV, input direnci 231 ± 116 MΩ, 

zaman sabiti 6,17 ± 4,1 ms ve kapasitans 0,27 ± 0,14 µF/cm
2
 olarak bulunmuştur. 

Bushy nöronu tek bir ateşleme desenine sahiptir, pasif zar özellikleri 

sırasıyla; membran potansiyeli -63,6 ± 5,54 mV, input direnci 308 ± 185 MΩ, 

zaman sabiti 4,6 ± 3,3 ms ve kapasitans 0,17 ± 0,05 µF/cm
2
 olarak bulunmuştur. 

Stellate ve bushy nöronlarına TRPM2 katyon kanal agonisti olan hidrojen 

peroksit uygulaması sonrasında, bushy nöronunda 14 ± 2,06 mV hiperpolarize 

edici bir etki gözlenirken stellate nöronunda 21 ± 6,35 mV’luk hiperpolarize edici 

bir etki gözlenmiştir. 

Stellate ve bushy nöronlarına TRPM2 katyon kanal antagonisti olan 

katalaz uygulaması sonrasında, bushy nöronunda 4 ± 1,14 mV’luk depolarize 
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edici bir etki, stellate nöronunda ise 9 ± 3,4 mV’luk depolarize edici bir etki 

gözlenmiştir. 

Sonuç olarak bu çalışmada kohlear çekirdekteki stellate ve bushy 

nöronlarının pasif ve aktif zar özellikleri belirlendi. Ancak kullanmış olduğumuz 

agonist ve antagonistler ile TRPM2 katyon kanalı elektrofizyolojik olarak 

karakterize edilememiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Bushy, stellate, hidrojen peroksit, katalaz, TRPM2 
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2. ABSTRACT 

 

A STUDY ON ELECTROPHYSIOLOGICAL PROPERTIES OF 

NEURONS IN MOUSE COCHLEAR NUCLEUS AND ON TRPM2 

CATION CHANNEL IN THESE NEURONS 

 

Neurons in the cochlear nucleus have distinct anatomical and biophysical 

specializations and extract various aspects of auditory information which are 

transmitted to unitin the higher auditory centres. In the present study it was aimed 

to determine active and passive membrane properties of bushy and stellate 

neurons inthe ventral cochlear nucleus and to characterize electrophysiological of 

TRPM2 cation channel in these neurons. TRPM2, melastatin family of transient 

receptor potential is a non-selective Ca
+2

-permeable cation channel and is known 

to be activated by oxidative stress product. 

Active and passive membrane properties of stellate neurons, fired regular 

and sustained trains of action potentials in response to depolarizing current. 

Membrane potential, input resistance, time constant and capacitance membrane 

were found -64,5 ± 3,37 mV, 231± 116 MΩ, 6,17 ± 4,1 ms and 0,27 ± 0,14 

µF/cm
2
 respectively. 

Active and passive membrane properties of  bushy neurons, responded 

with a single action potential at the onset of depolarizing. Membrane potential, 

input resistance, and capacitance membrane time constant were found -63,6 ± 

5,54 mV, 308 ± 185 MΩ, 4,6 ± 3,3 ms and 0,17 ± 0,05 µF/cm
2
 respectively. 
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Application of  TRPM2 cation channel agonist hydrogen peroxide resulted 

in hyperpolarization of membrane potential by 14 ± 20,6 mV and 21 ± 6,35 in 

stellate and bushy neurons respectively. 

Application of TRPM2 cation channel antagonist catalase cause the 

stellate and bushy neurons to depolarize by 9 ± 3,4 mV and 4 ± 1,14 mV 

respectively. 

In conclusion, the passive and active membrane properties of stellate and 

bushy neurons of cochlear nucleus were demonstrated in the study. However with 

the given agonist and antagonist TRPM2 ion channel of these neurons could not 

be characterized. 

 

Key words: Bushy, stellate, hydrogen peroxide, catalase, TRPM2 
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3. GİRİŞ 

 

Hücrelerde, hücre membranının temel görevi, hücre dışı ve içi arasında bir 

bariyer oluşturmaktır. Bu bariyer, iyonların ve moleküllerin hücrenin içine ve 

dışına hareketinde kontrol görevi görür ve hücre içi ve hücre dışı arasında fiziksel 

bir temas kurarak hücreler arası iletişime aracılık eder. Hücre membranının temel 

yapısı esasen iki tabaka fosfolipid molekülünden oluşur. Fosfolipidler amfoterik 

moleküllerdir; bir ucu hidrofilik, diğer ucu hidrofobik bir alana sahiptir. Birçok 

hücre membranı 6 - 10 nm kalınlığında olup yağ ve proteinden oluşmaktadır. 

Fosfolipidler ve proteinlere ek olarak kolesterol ve karbonhidratlarda dokuların 

konumuna ve görevine göre hücre membranında bulunabilir.  Fosfolipid bariyer 

büyük ölçüde su ve küçük moleküllerin geçmesine izin verir ancak iyonların ve 

hidrofilik moleküllerin geçmesini engeller ve hücre zarının genel pasif geçirgenlik 

özelliklerini belirler. Membranda periferal ve integral olmak üzere iki tip 

fonksiyonel protein içermektedir [1]. İntegral membran protein kanalları, 

taşıyıcıları, reseptörleri, ekstrasellüler ve intrasellüler ortamlar arasında bilgi ve 

malzeme akışına arabuluculuk eden enzimlerden oluşmaktadır [2]. Bu taşıyıcılar 

iyon kanalları gibi biyolojik hücre membranlarında transmembran gözenekleri 

oluşturan proteinlerdir [3]. İyon kanal ailesi, sinyal iletimiyle ilişkili protein 

aileleri içinde G-proteinleri ve protein kinazlardan sonra üçüncü en büyük aileyi 

oluştururlar. İyon kanalları çok farklı uyarılara cevap olarak açılıp kapanırlar. 

İyon kanal ailesini dört ana gruba ayırmak mümkündür. 

1. Belli bir kimyasal molekül varlığında açılan iyon kanallar; bunlara 

agonist ile (ligand) çalışan kanallar denir. 
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2. İyon kanalının açılıp kapanması membran potansiyeline bağlı olarak 

gerçekleşir; bunlara voltaj ile çalışan kanallar denir. 

3. İyon kanalı ancak membranın mekanik olarak gerilip/büzüldüğünde 

açılır; bu gruba mekanik uyarı ile çalışan kanallar denir. 

4. Kanalın kapılanması belli bir enzim aktivitesi sonucunda kanal 

proteinin fosforile veya defosforile olması ile kontrol edilir [4]. 

 

3.1 İyon Kanallarının Sınıflandırılması 

İşitme yolağındaki önemli iyon kanalları hakkında kısa bilgi verilecektir. 

 

 

Şekil 3.1 Voltaj kapılı sodyum kanalının temel görünüşü, aktivasyon ve 

inaktivasyon durumu (kaynak 5’den değiştirerek alınmıştır) [5]. 
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3.1.1 Voltaj Kapılı Sodyum Kanalları 

Sodyum (Na
+
) kanalları istirahat durumunda kapalı ve inaktif durumdadır 

ama aksiyon potansiyeli oluşumu ile membran depolarizasyonuna yanıt olarak 

kanal boyunca aktivasyon-inaktivasyon döngüsü şeklinde değişikliklere uğrar [6]. 

Konsantrasyon gradyenti, geçici olarak kanalın açılmasına izin verir ve Na
+ 

iyonları hücre içine doğru akar. Böylece akım içe doğru geçerek membranı eşik 

değerine yaklaştırarak aksiyon potansiyelinin oluşmasını sağlar. Na
+ 

kanalları, 

büyük α-alt ünitesi ile daha küçük yardımcı β-alt birimlerinden oluşur [7]. Voltaj 

kapılı sodyum kanalları (VKSK)’nın α-alt birimi dört homolog transmembran 

bölge içeren 260 kDa ağırlığında bir proteindir [8, 9]. α-alt birimi fonksiyonel bir 

kanalı üretmek için yeterliyken, β-alt birimi ve diğer sitozolik kanal elemanları, 

kanalın biyofiziksel özelliklerinin belirlenmesinin yanısıra madde taşınımı ve 

düzenlenmesi ile de kanalın hücre membranına bağlanmasını sağlar [10]. β1 ve β3 

alt birimleri zayıf, β2 ve β4 ise di-sülfid bir köprü ile α-alt birimine bağlanır. Bazı 

kanallar için β-alt birimleri kanalın biyofiziksel özelliklerinin belirlenmesinde ve 

hücre membranına, α-alt biriminin yerleşmesinde önemli bir rol oynamaktadır 

[11]. β-alt birimi ile birlikte sitozolik proteinler, hücre iskeletine Na
+ 

kanalını 

tutturmada rol alır [12]. Na
+ 

kanal alt tiplerinin her biri kendi biyofiziksel 

özelliklerini sergiler. Alt ünitelerin farklı ekspresyon düzeyleri, kanalın 

aktivasyon ve inaktivasyonunu, dolayısıyla nöronun uyarılabilirliğini de etkiler 

[9]. Na
+ 

kanalının dokuz farklı α alt ünite izoformu (Nav1.1 - Nav1.9) vardır [7]. 

Bu alt üniteler ortak bir genel yapıya sahip olmakla birlikte, farklı kinetik ve 

voltaj bağımlı özellikler gösterir [8, 13]. VKSK’nın α-alt birimi altı transmembran 



4 

 

(TM) segmentten (S1-S6) oluşup her biri dört homolog bölge ile organize 

edilmektedir [14, 15]. 

Farklı α-alt birim izoformları sinir sistemi, iskelet ve kalp kası gelişimi 

sırasında ekspresyonu ve yerleşimi farklı olup farklı fizyolojik ve farmakolojik 

özellikler gösterir. Merkezi sinir sisteminde (Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3 ve Nav1.6) ve 

iskelet kasında (Nav1.4) izoformları nanomolar konsantrasyonlarda tetradotoksin 

(TTX) ile inhibe edilirken, Nav1.5, Nav1.8 ve Nav1.9izoformları mikromolar 

konsantrasyonlarda TTX ile inhibe olur. Çünkü etki alanının gözenek bölgesinde 

sistein yerine aromatik bir kalıntı bulunur [16, 17]. 

 

3.1.2 Voltaj Kapılı Potasyum Kanalları 

Potasyum (K
+
) kanalı, hücrelerde yaygın şekilde bulunan zar proteinlerinin 

büyük bir ailesidir [18, 19]. Voltaj kapılı potasyum kanalları (VKPK), insanlarda 

yaklaşık 50 farklı gen tarafından kodlanan tetramerik sinyal proteinleridir [8, 20]. 

Hem santral hem de periferik nöronlarda VKPK, membran depolarizasyonu 

sırasında ve aksonal iletimde önemli roller üstlenmektedir [21, 22]. 

Uyarılabilir hücrelerde VKPK, membran potansiyelinin düzenlenmesinde, 

aksiyon potansiyelinin oluşumunda ve yayılmasında görev yapar [22, 23]. VKPK 

aynı zamanda hücre içi kalsiyum (Ca
+2

) düzenlemesine, hücre hacminin 

kontrolüne, hücrelerin çoğalmasına ve apoptozise neden olurlar [24, 25]. 

VKPK’nın α alt üniteleri, polipeptidlerden meydana gelmiştir. Her bir 

polipeptid, 6 transmembran heliks yapıya sahiptir (S1-S6). S5-S6 bölgeleri 

arasındaki iki ilave bileşen kanalın gözenek bölgesini oluşturur (16, 17, 18). S4 

bölgesi ise pozitif yüklüdür ve voltaj sensörü olarak etki etmektedir. S4 bölgesi 
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dışarı doğru etki ettiği zaman hücre membranında konformasyonel değişimlere 

uğrar. S5-S6 ise depolarize duruma gelir ve VKPK’nın kapıları açılarak K
+
 

iyonları dışarı çıkarlar [22, 26, 27]. 

Moleküler olarak incelendiğinde α 1-9 [28, 29] ve β1-4 [30] alt birimleri 

bulunan VKPK, gecikmiş-doğrultucu K
+
 kanalları, içeriye yönelik (KDR) K

+
 

kanalları, hızlı geçici A tipi K
+
 kanalları (KA) [31, 32], yavaş aktive olan K

+
 

kanalları, ATP’ye duyarlı K
+ 

kanalları (KATP) ve Ca
+2 

ile aktive olan K
+ 

kanalları 

(KCa) şeklinde sınıflandırılmıştır [32, 33]. 

 

3.1.3 Voltaj Kapılı Kalsiyum Kanalları 

Kalsiyum kas kasılması için gerekli olan nörotransmitter salınımında ve 

bir dizi fizyolojik fonksiyonları düzenleyen önemli bir sinyal molekülüdür. Voltaj 

kapılı kalsiyum kanalı (VKKK) özellikle uyarılabilen hücrelerde hücre içi Ca
+2 

girişi için önemli bir görev üstlenmiştir. VKKK membran potansiyelinin 

depolarizasyonu ile aktive olan TM bir protein grubudur. VKKK, impuls 

oluşumu, duyusal işlemler, kas kasılması, hormonların ve nörotransmitterlerin 

salgılanması, hücre farklılaşması ve gen ekspresyonu gibi çeşitli fizyolojik 

olaylarda anahtar rol oynar [34, 35]. 

VKKK’nın moleküler olarak on üyesi vardır ama kabaca iki gruba ayrılır; 

yüksek voltaj ile aktive olan VKKK ve düşük voltaj ile aktive olan VKKK’dır. 

Düşük voltaj ile aktive VKKK üç α üniteden oluşan T-tipi kanallardır (Cav3.1, 

Cav3.2 ve Cav3.3). Diğer yedi VKKK üyesi ise yüksek voltaj ile aktive olan 

kanallardır. Bunlar L-tipi (Cav1.1, Cav 1.2, Cav 1.3 ve Cav .4), P/Q-tipi (Cav2.1), 

N-tipi (Cav2.2), ve R-tipi (Cav2.3) kanallardır. Yüksek voltaj ile aktive VKKK’nın 
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hetero-oligomerik kompleksleri vardır. Kanal açıklığını oluşturan α1 altbiriminin 

yanı sıra, yardımcı β, α2-δ, ve γ alt birimlerinede benzer fonksiyonel kanallar 

oluşturmak üzere ihtiyaç vardır [36, 37]. 

L-tipi: L-tipi VKKK dört α alt üniteden (Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3 ve Cav1.4) 

oluşur [38, 39]. Bu kanal, memeli santral nöronlarının dendritlerinde Ca
+2

 akımı 

için kritik bir rol oynar [40]. 

N-tipi: N-tipi VKKK striatum, hipokampus, korteks ve serebellumdada 

yüksek yoğunlukta eksprese edilmektedir [41]. Bunlar presinaptik terminallerden 

Ca
+2

 akımına aracılık eder ve nörotransmitter salınımını tetikler [42]. 

R-tipi: R tipi VKKK’nın presinaptik terminallerde eksprese edildiği 

gösterilmiştir [43]. 

P/Q-tipi: Presinaptik sinir uçlarında ve yüksek miktarlarda sinir sistemi 

boyunca eksprese edilmektedir [44]. 

T-Tipi: T tipi kanallar moleküler olarak klonlanan VKKK’nın son 

grubudur ve ilk olarak sinir sisteminde eksprese edilmiştir [38, 45]. 
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Tablo 3.1 Kalsiyum kanallarının α birimine göre sınıflandırılması (kaynak 46’dan 

değiştirerek alınmıştır) [46]. 

Tipi α1 alt ünitesi Doku Ekspresyonu Foksiyonu İlaç/Toksin 

L Cav1.1α1 (α1S) İskelet kası 
Uyarılma-kasılma 

bağlantısı 
Nifedipin 

L Cav1.2α1 (α1C) 
Kalp/düz kas, Nöronlar, 

Endokrin hücreler 

Uyarılma-kasılma 

bağlantısı 

Uyarılma-sekresyon 

bağlantısı 

 

Verapamil 

L Cav1.3α1 (α1D) 
Sinoatriyal düğüm, 

AV düğümü 

Sinoatriyal kalp hızı 

kontrolü, 

AV ileti kalp uyarı 

nöronları 

Diltiazem 

L Cav1.4α1 (α1F) Retina 

Uyarılma-kasılma 

bağlantısı 

 

 

P/Q Cav2.1α1 (α1A) 
Nöronlar, 

Endokrin hücreler 

Uyarılma-kasılma 

bağlantısı 

 

ω-Aga-IVA 

N Cav2.2α1 (α1B) 
Nöronlar, 

Endokrin hücreler 

Uyarılma-kasılma 

bağlantısı 

 

ω-CgTX-GVIA 

R 
Cav2.3α1 (α1E) 

CaVα1 

Nöronlar, 

Endokrin hücreler, 

Kalp/Düz kas 

Uyarılma-kasılma 

bağlantısı 

Uyarılma-Sekresyon 

bağlantısı 

SNX-482 

T Cav3.1α1 (α1G) 
Nöronlar, 

Sinoatriyal düğüm 

Ateşleme, 

Sinoatriyal kalp hızı 

kontrolü 

 

Kurtoxin, 

Mibefradil 

ECN 

T Cav3.2α1 (α1H) 

Dorsal kök gangliyonu 

(DKG), 

Vasküler düz kas ve 

Kalp kası, 
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Böbrek ve Karaciğer 

T Cav3.3α1 (α1I) Nöronlar   

3.1.4Geçici (Transient) Reseptör Potansiyel Kanalları (TRP) 

Omurgalılarda ışık, fotoreseptör hücrelerde siklik guanozin mono fosfat-

kapılı kanalların kapanmasına ve sonrasında membranın hiperpolarizasyonuna 

neden olurken, meyve sineği Drosophila melanogaster’deki fotoreseptör proteini 

rodopsinin ışık ile aktivasyonu fosfolipaz C (PLC) stimülasyonuna ve inozitol 

trifosfat oluşumuna neden olur ki, bu da sürekli bir membran depolarizasyonuna 

yol açar. Depolarizasyon, biri Ca
+2

 diğeri Na
+
 ve Ca

+2
’un ikisine birden geçirgen 

iki farklı kondüktanstan kaynaklanmaktadır [47, 48]. Cosens ve Manning 1969 

yılında izole ettikleri spontan mutant Drosophila melanogaster’de uzun süre ışık 

maruziyeti sonrasında sürekli olmayan anormal bir elektroretinogram 

gözlemişlerdir [48, 49]. Bu nesil A-tipi mutant olarak isimlendirilmiş ve bu 

fenotipik özellik fotopigment rejenerasyonunda yetmezlik olarak tanımlanmıştır 

[49]. Ca
+2

 seçici yolağa sahip olmayan mutant sinekler aşırı ışık ile kör 

olmaktadırlar. Bu mutantlarda ışık maruziyeti sürekli yanıt yerine sadece geçici 

bir membran depolarizasyonu oluşturmaktadır. Vahşi-tip sineklerin 

fotoreseptörlerinde ölçülen reseptör potansiyelinin plato fazı mutant sineklerde 

görülmemektedir. Sonuç olarak bu mutasyon “transient receptor potential, (trp)” 

olarak isimlendirilmiştir. 
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Şekil 3.2 Vahşi-tip ve TRP-mutant sineklerden elde edilen 

elektroretinogram kayıtlar A. Vahşi-tip sineklerdeki elektroretinogram kayıtları B. 

TRP mutant sineklerden alınan elektroretinogram kayıt C.  Vaşhi tip sineklere 

La
+3

 (kalsiyum kanal blokörü) ilavesi sonrasında alınana kayıt (kaynak 50’den 

değiştirerek alınmıştır) [50]. 

 

Drosophila, TRP proteininin fosfoinositol aracılı Ca
+2

 geçirgen kanal 

olarak tanımlanması [48] ve memeli homoloğunun keşfi [51] araştırmacıların TRP 

kanallarındaki Ca
+2

 sinyali üzerine olan incelemelerinin artmasına neden olmuştur 

[52, 53]. Günümüzde memelilerde yaklaşık 30 (Drosophila melanogaster’da 13 

ve Caenorhabditis elegans’da 17) üye içeren TRP kanalları yeni bir katyon kanal 

ailesini oluşturmaktadır. TRP kanalları, çevresel uyarılardaki değişiklikleri ayırt 

edebilen evrensel biyolojik sensörlerdir. TRP kanalları sıcak/soğuk, doğal 

kimyasal bileşikler (mentol, kafur, acı biber), mekanik uyaranlar ve lipid 

tabakasının içeriğindeki değişiklikler gibi birçok uyaran ile açılmaktadırlar. TRP 

kanalları kan basıncı ve düz kas tonusunun düzenlenmesi, renal Ca
+2

/magnezyum 
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(Mg
+2

) iletiminde, keskin tat ve kokulu bileşiklerin (hardal, sarımsak vb.), 

mekanik değişikliklerin, ağrının, ısının, sesin, feromonların, ışığın algılanması 

gibi birçok süreçte rol oynamaktadır [54, 55]. Aminoasit benzerliklerine göre TRP 

süperailesi 7 alt aileye ayrılmaktadır: TRP klasik ya da canonical (TRPC1-7), 

TRP melastatin (TRPM1-8), TRP vanilloid reseptör (TRPV1-6), TRP ankyrin 

zengin protein, (TRPA1), TRP polisistin, TRP mukolipin (TRPML 1-3), TRP 

NOMPC, no mechanoreceptor potential C [56]. Memelilerde TRPA ailesinden 

sadece TRPA1 üyesi bulunurken, TRPP ve TRPML ailelerinin her birinin 3 üyesi 

de memelilerde bulunmaktadır. TRPN ise şimdiye kadar sadece Caenorhabditis 

elegans, Drosophila melanogaster ve Danio rerio’de belirlenmiştir. TRP 

kanallarının temel yapısını, bazı TRPP’ler hariç, membranı 6 kez geçen bölgelerin 

(TM1-6) oluşturduğu düşünülmektedir. TM 5 ve 6 segmentleri arasındaki 

hidrofobik halkanın iyon kanalı oluşturan por olduğu ve –NH2 ve -COOH 

uçlarının sitoplazmada bulunduğu düşünülmektedir. TRP alt tipleri homoya da 

heterotetramerik yapılar oluşturarak fonksiyon göstermektedirler [48]. İn vivo 

olarak, fonksiyonel TRP kanal komplekslerinin bir araya gelişi 

homo/heteromultimerleşme ve yapısal proteinler ile kompleks oluşumlar 

tarafından yönetilmektedir [48, 56-58]. 
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Şekil 3.3 TRP kanallarının filogenetik olarak sınıflandırılması Dört farklı 

model organizma farklı renkte gösterilmiştir: Siyah: İnsan; Kırmızı: Sinek 

(Drosophila melanogaster), Yeşil: Solucan, (Caenorhabditis elegans), Mavi: 

Zebra balık, (Danio rerio) (kaynak 59’dan değiştirerek alınmıştır) [59]. 

 

3.1.4.1 TRPC Kanalları 

Memelilerde toplam yedi TRPC proteini (TRPC1-7) belirlenmiştir. TRPC 

ailesi amino asit dizilerine ve işlevsel benzerliklerine göre 3 alt gruba 

ayrılmaktadırlar. Bunlar; TRPC1/4/5, TRPC3/6/7 ve TRPC2’dir [60, 61]. Fare ve 

sıçanların aksine insanlarda sadece 6 TRPC proteini eksprese edilmiştir, çünkü 

fare ve sıçanda vomeronazal organda feromon algılayıcı olarak işlev gören 

TRPC2 geni insan genomunda yoktur [62]. TRPC1 beyin, kalp, düz kas, endotel, 
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karaciğer, testis, yumurtalık ve tükrük bezleri gibi çeşitli dokularda eksprese 

edilmektedir [63]. TRPC2 sinir sistemi, vomeronazal organ, gamet ve spermde 

bulunmaktadır. Bu kanal feromon algılanmasında önemli bir rol oynar [63]. 

TRPC3 esas olarak beyin, düz kas, kardiyovasküer sistem ve miyometriyumda 

eksprese olmaktadır [63, 64]. TRPC4 en çok mide, böbrek ve akciğer mukozası, 

kardiyovasküer sistem ve düz kasta eksprese olmaktadır [63]. TRPC5 iyon kanalı, 

sinir sistemi, lökositler, kardiyovasküler sistem ve sinoviyal hücrelerde 

bulunmaktadır [63]. TRPC6 sinir sistemi, kardiyovasküler sistem, böbrek, akciğer 

epiteli, mide düz kası ve trombositlerde eksprese edilmektedir [63]. TRPC7 kalp 

ve DKG’de bulunmaktadır [63]. 

 

3.1.4.2TRPV Kanalları 

Memelilerde altı üyeye sahip TRPV (vanilloid) ailesi 4 alt gruba 

ayrılmaktadır: TRPV1/TRPV2, TRPV3, TRPV4 ve TRP5/6. TRPV ailesinin 

üyeleri tetramerik kompleks olarak işlev göstermektedir. TRPV kanallarının tümü 

3-5 NH2- ucu ankyrin tekrarlara sahiptir [65]. TRPV1 DKG’de ve trigeminal 

gangliyon (TG)’da, spinal ve periferal sinir uçlarında, yaygın olarak 

bulunmaktadır. TRPV2 DKG ve merkezi sinir sistemi nöronlarında, mide-

bağırsak sisteminde, dalak, mast hücreleri ve kas hücrelerinde eksprese edilir. 

TRPV3, DKG ve TG’de, beyinde, dudak ve testislerde bulunmaktadır. TRPV4, 

merkezi sinir sistemine ait büyük nöronlarda, kalp, karaciğer, böbrek tübül ve 

glomerüllerde ayrıca kohleadaki tüy hücrelerinde tanımlanmıştır. TRPV5 yüksek 

miktarda böbrekte düşük miktarlarda pankreasta, testis, prostat, beyin, plasenta ve 
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tükrük bezinde eksprese olmaktadır. TRPV6 mide bağırsak sisteminde, pankreas, 

tükrük bezi, plasenta ve beyinde eksprese edilmektedir [66]. 

3.1.4.3TRPM Kanalları 

TRPM ailesi (melastatin) 8 üyeden oluşmaktadır ve amino asit dizilerinin 

benzerliklerine göre 4 gruba ayrılmaktadır: TRPM1/3, TRPM2/8, TRPM4/5 ve 

TRPM6/7 [65]. Melanoma hücrelerinde ekspresyonu azalan TRPM1 proteininin 

tümör baskılayıcı bir protein olduğu düşünülmektedir [67, 68]. TRPM1 kanalı için 

bir aktivatör bulunamamıştır. TRPM1 kanalının yapısal olarak aktif bir Ca
+2

 giriş 

kanalı olduğuna yönelik bulgular vardır [69]. TRPM2 beyin, kemik iliği, dalak, 

kalp, karaciğer, akciğer ve bağışıklık hücreleri (nötrofiller, megakaryositlerin, 

monosit/makrofajlar) gibi farklı hücre tiplerinde, pankreatik-β hücrelerinde, 

endotel hücrelerinde, mikroglia, nöronlar ve kardiyomiyositler de eksprese 

olmaktadır [70]. TRPM2 Ca
+2

 geçirgen katyon kanalı olduğu ve bu iyon kanalının 

hidrojen peroksit (H2O2) tarafından indüklendiği bildirilmiştir [70, 71]. TRPM3, 

TRPM alt familyasının üçüncü üyesidir ve ağırlıklı olarak böbrek ve beyinde 

eksprese olmaktadır [72]. TRPM4, kalp, pankreas ve plasentada eksprese 

edilmektedir. TRPM4 Ca
+2

 ve voltaj bağımlı monovalant katyon kanalı olarak 

işlev görür [73]. TRPM5 iyon kanalı dil, akciğer, testis, sindirim sistemi ve 

beyinde eksprese olmaktadır [74]. Bu kanal doğrudan hücre içi Ca
+2

 

konsantrasyonunun artması ile aktif hale gelir. TRPM5 Ca
+2

 geçirgen olmayıp, tek 

değerlikli katyonlar için seçicidir [68, 75]. TRPM6, böbrek, bağırsak ve az 

miktarda beyinde eksprese edilmektedir. TRPM6, Mg
+2

 homeostazında ve 

böbreklerden Mg
+2

 alınmasından sorumludur. TRPM7, beyin, böbrek, kalp, 

karaciğer, dalak ve hematopoetik hücrelerde bulunmaktadır. Aynı zamanda Mg
+2

 

https://www.google.com.tr/search?hl=tr&sa=X&ei=_Pb9T57TIo3esgbGqZC5BQ&ved=0CD4QvwUoAA&q=hematopoetik&spell=1
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homeostazında rol oynamaktadır [76]. TRPM8’in ilk olarak prostatta 

belirlenmesiyle birlikte duyu nöronlarında da yüksek düzeylerde ekspresyonu 

gösterilmiştir. Bu kanal esas olarak duyu nöronlarında ısı algılanmasında ayrıca 

androjenlerle düzenlenmesinden sorumlu olduğu düşünülmektedir [77]. 

 

3.1.4.4 TRPML Kanalları 

TRP proteinlerinin mukolipin alt familyası endolizozomal katyon kanalına 

sahiptir. Memelilerde üç TRPML proteini bulunmaktadır. Bunlar; TRPML1, 

TRPML2 ve TRPML3. TRPML1 beyin, böbrek, dalak, karaciğer ve kalp gibi 

dokularda eksprese edilmektedir. TRPML1 düşük pH’da inhibe olur. TRPML2 ve 

TRPML3 kanalları tam olarak karakterize edilememişlerdir. TRPML3, tüy 

hücresinin olgunlaşması ve hücre içi vezikül transportu için önemlidir [78]. 

 

3.1.4.5 TRPP Kanalları 

TRPP ailesi yapısal olarak 2 gruba ayrılmaktadır, 1) polikistik böbrek 

hastalığı benzeri proteinler, 2) polikistik böbrek hastalığı 2 benzeri proteinler [79]. 

TRPP2, otozomal polikistik böbrek hastalığında mutasyona uğramış gen ürünü 

olarak keşfedilmiştir. TRPP2, böbrek, kalp, damar düz kas, pankreas, bağırsak, 

safra yolları ve plasentada dahil olmak üzere birçok dokuda eksprese edilir. 

Böbrekte, TRPP2 bütün nefron segmentlerinde ifade edilir, ama glomerüllerde 

tespit edilmemiştir [80, 81]. TRPP2’den yoksun fareler sağ/sol asimetri 

bozuklukları göstermektedir [82]. TRPP3 kalp, iskelet kası, beyin, dalak, testis, 

retina ve karaciğerde bulunmaktadır ve böbrek gelişiminde rol alır. TRPP5 
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testislerde eksprese olur ve burada Ca
+2

 geçirgen kanal olarak işlev görür, 

spermatogenezde rol alır [66]. 

3.1.4.6 TRPA Kanalları 

TRPA ailesinin tek memeli üyesi TRPA1 proteinidir. TRPA1 iyon kanalı 

tüy hücreleri, DKG ve TG nöronlarında ve fibroblastlarda eksprese olmaktadır. 

Isıya duyarlı, çok yönlü kemosensör olarak ve mekanik duyu; nosisepsiyon; koku 

yanıtları; bağırsak ve mesanenin soğuğa bağlı kasılmasında rol alır [66]. 

 

3.1.4.7 TRPN Kanalları 

Bu aile sadece C. elegans, Drosophilave Danio rerio’de bulunur. 

Drosophila TRPN1 “no mechanoreceptor potential C, NOMPC” olarak 

isimlendirilmiştir, bu nedenle bu ailenin ismi TRPN’dir. Mekanik uyarılara 

duyarlı kanal olarak görev yapar [48]. 

 

3.1.5 TRPM2 

TRP kanallarının çoğunda olduğu gibi TRPM2 kanalları voltaj kapılı 

olmayan katyon kanalıdır ve ikinci haberci olan Ca
+2

’a önemli geçirgenlikleri 

vardır [83]. En fazla beyinde olmak üzere [71, 84-86] kemik iliği, dalak, kalp, 

lökosit, karaciğer, akciğer ve pankreas gibi çok sayıda insan dokusunda eksprese 

edildiği belirlenmiştir [87]. TRPM2 kanalları hem kanal hem de bir enzim gibi 

görev yapan bir proteindir. 

TRPM2 kanalı kromozom 21q22.3 üzerinde lokalizedir [88]. Kanalın 

yapısı, intrasellüler N ve C uçlarına sahip olan 6 TM alan içermektedir [84, 89]. 

İnsanlarda 32 ekzon içeren TRPM2 geni yaklaşık 90kb’lık bir alana yerleşmiştir. 
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İnsanlarda TRPM2 transkripti 6.2 kB büyüklüğünde olup 1503 aminoasitlik (fare 

ve ratlarda 1507) ve 170 kDa moleküler büyüklüğe sahip bir protein 

oluşturmaktadır [90]. 

Aşırı reaktif oksijen üretimine bağlı olarak oluşan oksidatif stres, çekirdek 

ve mitokondride siklik ADP-riboz (ADPR) oluşumuna neden olarak TRPM2 

kanallarının aktivasyonuna neden olur. Bu şekilde Ca
+2

 girişine ve dolayısıyla 

apoptoza götüren Ca
+2 

bağımlı hücresel süreçleri başlatır [71, 91, 92]. 

TRPM2 kanalları intrasellüler ADPR ile aktive olurlar [83, 87, 93]. ADPR, 

NUD (nudix hidrolaz) T9 homoloji bölgesine bağlanarak kanalın açılmasına 

neden olur. NUDT9 homoloji bölgesi TRPM kanalının sitozolik C-terminal 

ucunda yer alır. Bu nedenle TRPM2 kanalı sadece endojen intrasellüler ligandlar 

tarafından aktive edilir [94]. 

H2O2 oksidatif stres sırasında oluşarak TRPM2 kanallarının aktivasyonuna 

neden olur. Bu kanallar Ca
+2

 girişine ve dolayısıyla da Ca
+2

 bağımlı hücresel 

süreçleri başlatır [71, 91, 92].  H2O2’nin TRPM2 kanallarını nasıl açtıkları 

konusunda farklı raporlar bulunmaktadır. Direkt ve indirekt (Nikotinamid adenin 

dinükleotit ve ADPR’den bağımsız) olmak üzere iki mekanizmadan 

bahsedilmektedir [71, 91, 95]. Beyindeki ekspresyonu northern blotting ve 

kantitatif  PCR teknikleriyle ortaya konmuştur [71, 84, 96].  TRPM2 kanallarıının 

beyinde ilk olarak mikroglialarda ekspres edildiği gösterilmiştir [86, 97]. In situ 

hibridizasyon tekniği ile elde edilen ilk veriler TRPM2 kanal proteinlerinin bazı 

nöronlarda da eksprese edildiğini göstermiştir [86]. 

Farmakolojik olarak hem native hem de rekombinant TRPM2 kanalları iki 

farklı sınıfa ait olan bileşikler tarafından inhibe edilirler. Bunlardan biri 

http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=nad&source=web&cd=2&ved=0CFgQFjAB&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FNikotinamid_adenin_din%25C3%25BCkleotit&ei=AnscUOPOFsXCswbHkYCoBA&usg=AFQjCNHWvJAJI6w8aKnZn-GQJRlhj2fPtA
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=nad&source=web&cd=2&ved=0CFgQFjAB&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FNikotinamid_adenin_din%25C3%25BCkleotit&ei=AnscUOPOFsXCswbHkYCoBA&usg=AFQjCNHWvJAJI6w8aKnZn-GQJRlhj2fPtA
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flufenamik asit gibi fenamatlar diğeri ise klotrimazol gibi antifungal ajanlardır 

[98]. Bu ajanlar tarafından oluşturulan TRPM2 blokajı geriye dönüşümsüzdür 

[98]. Diğer bir blokür olan antranilik asit ise aynı zamanda bir fosfolipaz 

inhibitörüdür [99] dolayısıyla spesifik TRPM2 blokörü olarak adlandırılamaz. 

Günümüzde kullanılan klotrimazol ve flufenamik asit gibi blokörler 

uyarılamayan hücre tiplerinde TRPM2 kanalının farmakolojik 

karakterizasyonunda başarıyla kullanılmasına karşın, nöronlarda aynı başarı söz 

konusu değildir. Çünkü bu farmakolojik ajanlar TRPM2 kanallarının yanı sıra 

diğer voltaj ve ligand kapılı iyon kanallarını da kısmen bloke etmektedir [98]. 

TRPM2 kanallarının aktivitesi ekstrasellüler ortamda Ca
+2

 varlığına 

bağlıdır. Bu nedenle ekstrasellüler ortamda bulunan Ca
+2

’un ortamdan 

uzaklaştırılması veya baryum iyonu ile yer değiştirilmesi halinde kanal aktivitesi 

inhibe olur. 

Bu kanalın sıcaklığa duyarlı bir kanal proteini olduğunu ve bu nedenle de 

vücut sıcaklığının artması durumunda bu kanalların H2O2’e duyarlılığı arttığı 

bildirilmiştir [100]. 
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Şekil 3.4 TRPM2 katyon kanalının genel yapısı (kaynak 101’den 

değiştirerek alınmıştır) [101]. 

 

3.2 İşitmeYolakları 

Bütün işitme sinir lifleri ilk olarak kohlear çekirdekte sinaps yaparlar. 

Kohlear çekirdek dorsal ve ventral olmak üzere iki büyük grubu ayrılır. Ventral 

kohlear çekirdek, anteroventral ve posteroventral olarak ikiye ayrılır. Kohlear 

çekirdekte tonotopik dağılım vardır. Kohleanın bazalından gelen yüksek frekanslı 

lifler, dorsal apeksden gelen düşük frekanslı lifler ile ventral kohlear çekirdeğe 

girerler. Kohlear çekirdek hücreleri yapılarına göre beş tipe ayrılır; Siferik bushy 

globüler bushy, multipolar hücreler, ahtapot hücreleri ve granüler hücreler vardır. 

Bu hücrelerin her birisinin hassas olduğu tek bir frekans vardır, buna karakteristik 

frekans denir [102]. Akustik sinir ve kohlear çekirdekler arasındaki bağlantı 

ipsilateral olmasına rağmen daha üstteki bağlantılar bilateraldir. Kohlear çekirdek 

hücrelerinden çıkan aksonlar üç demet oluşturur; ventral akustik stria, 

intermediate akustik stria ve dorsal akustik striadır [103]. 
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Şekil 3.5 İşitme yolağı (kaynak 104’den değiştirerek alınmıştır) [104]. 

 

3.2.1Süperiyor Oliver Kompleks 

Süperiyor oliveri kompleks (SOK) ponsun gri cevherinin hemen arkasında 

yer alır. Süperiyor oliverin mediyal çekirdeği, süperior olivin lateral çekirdeği, 

trapezoid cismin mediyal çekirdeği ve periyoliver çekirdek olmak üzere birkaç 

çekirdekten oluşmuştur. SOK, lateral lemniskus ve inferiyor kollikulusa çıkan 



20 

 

liflere gönderirken, inen lifler ise korti organı iç ve dış tüy hücrelerine ulaşır 

[105]. 

 

3.2.2Lateral Lemniskus 

Kohlear çekirdek ve SOK’u inferiyor kollikulusa bağlayan beyin sapının, 

yan tarafında bulunan yoldur. Ventral, dorsal ve intermediate olmak üzere üç 

demetten oluşur. Kohleadan çıkan pes frekanslar, dorsal çekirdeğe gelirken, tiz 

frekanslar ventral çekirdeğe ulaşır [103]. 

 

3.3.3İnferiyor Kolikulus 

Mezensefalonda bulunan inferiyor kollikulus iki taraflıdır. Çıkan lifler için 

belli başlı ara merkez olan inferiyor kollikulus akustik bilgileri hazırlar. Santral, 

eksternal ve dorsal olmak üzere üç hücre grubundan oluşur. Başlıca projeksiyonu 

medial genikulat cisimciğidir. 

 

3.3.4Medial Genikulat Cisim 

Anteriyor, medyal ve dorsal olarak üç parçada incelenen medial genikulat 

cisim, inferiyor kollikulus ile işitsel korteks arasında bir ara merkezdir. Lateral 

genikulat cismin medyalinde, talamusta yerleşmiştir. 

 

3.3.5 İşitsel Korteks 

Primer işitme korteksi ve ilişkili sahalar olmak üzere iki kısımda incelenir. 

Primer işitme korteksi Brodman’ın 41. ve 42. sahalarıdır. Temporal lobun üst 
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kısmına yerleşmiş olan, primer işitme korteksi ilişkili sahalarla frontal ve 

temporal pariyetal bölgelere bağlanır [106]. 

 

3.2 İşitme Fizyolojisi 

İşitme, aurikulanın topladığı ses enerjisinin, kulağın çeşitli bölgelerinde 

değişikliklere uğratıldıktan sonra; aksiyon potansiyelleri halinde beyne gönderilip, 

ses halinde algılanması olayıdır. Dış, orta, iç kulak, merkezi işitme yolları ve 

işitme merkezi işitme sistemini oluşturur [105]. İşitme organı fonksiyonel olarak 

iletim aygıtı ve persepsiyon aygıtı olarak iki kısımda incelenir. İletim aygıtı dış ve 

orta kulaktan, persepsiyon aygıtı iç kulak, kohlear sinir, santral işitme yolları ve 

işitsel korteksten oluşur [107]. İşitme, ses dalgalarının dış kulak yoluna girmesi ile 

başlar; buradan orta kulak yolu ile korti organına iletim olur, bu olay hava 

ortamında olduğundan hava yolu ile iletim denir. Bunun yanında, kafa kemikleri 

ile de korti organına ses iletimi olur buna ise kemik yolu denir. Normal bir 

insanda hava yolu ile iletim kemik yolu ile iletimden daha fazladır [105]. 

 

3.3.1 Dış Kulak Yolu Fizyolojisi 

Kulak kepçesi, çevredeki sesleri toplar ve yönlendirir, konka megafon 

görevi yaparak, ses dalgalarını dış kulak yolu girişinde yoğunlaştırır. Bu şekilde 

ses dalgaları yaklaşık olarak 6 dB kadar şiddetlendirilmektedir. Dış kulak yolu 

girişi ve yolun kendisi akustik rezonatör olarak görev yapmaktadır. Sesin, 

atmosferde iletimi ile karşılaştırıldığında yetişkin bir insanda dış kulak yolunda 

sesin şiddetinin arttığı ve bu artışın 1000-8000 Hz frekanslarında olduğu 

hesaplanmıştır. En fazla artış, 3500-4000 Hz frekans aralığında olmaktadır. 3500 
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Hz için bu artış 15-20 dB kadardır. Dış kulak yolunun bir diğer görevi de, havayı 

vücut sıcaklığına getirmektir [105]. 

 

3.3.2 Orta Kulak Fizyolojisi 

Orta kulak, sesi hava ortamından sıvı ortama iletmektedir. Ses dalgaları 

ortam değiştirirken hava ile perilenf arasındaki rezistans farkından dolayı yaklaşık 

olarak 30 dB kayba uğrar. Orta kulağın asıl görevi, iletim yanında bu kaybı da 

karşılamaktır. Orta kulak; kulak zarının yükseltici etkisi, kemikçik sisteminin 

yükseltici etkisi, kulak zarı ve stapes yüzeyinin büyüklük farkı gibi 

mekanizmalarla sesin şiddetini arttırır [105]. 

 

3.3.3 İç Kulak Fizyolojisi 

Kemikçik zincire, geçen ses dalgaları iç kulağa oval pencere yolu ile 

geçer. Zar ve kemikçik zinciri ile oval pencereye gelen enerji, hava yolu ile gelen 

enerjiden, hem hızlı iletilmesi hemde daha önce bahsedilen mekanizmalarla 

amplifiye edilmesinden dolayı oval pencerede; hem bir faz farkı meydana gelir, 

hem de kemikçik zincir ile gelen enerji daha fazladır. Bu faz farkı ile perilenfe 

gelen ses dalgaları perilenfi hareketlendirir ve baziller membranda titreşimler 

meydana getirir [105]. Titreşimler bazal turdan, apikal tura kadar uzanır; bu 

harekete ilerleyen dalga (travelling wave) adı verilmiştir. 
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Şekil 3.6 İşitme sırasında ses iletimi ve kohleada ilerleyen dalga (traveling 

wave) oluşumu (kaynak 108’den değiştirerek alınmıştır) [108]. 

 

Baziller membran dalgaları, tüylü hücrelerin sterosilyalarında harekete 

neden olur ve bu hareketlerde iyon kanallarında açılma ya da kapanmaya neden 

olurlar. Tüylü hücrelerde negatif elektrik yükü varken, endolenfde +80 mV’luk bir 

endolenfatik potansiyel vardır. Titrek tüylü hücrelerin yükü farklıdır. İç tüy 

hücrelerde -45 mV iken, dış tüylü hücrelerde -70 mV’dur. Bu yük farkı nedeni ile 

hücre içine K
+
 iyonu akışı olur, bu da membranda depolarizasyona neden olur. 

Sonuçta baziller membrandaki mekanik enerji, elektrik enerjisine dönüşür ve 

afferent sinir liflerine iletilir. Kohlea, frekans ve şiddet olarak çok geniş bir 

spektral yapıya sahip akustik uyarıları daha küçük bir alana indirger ve buna 

kohleanın nonlineer özelliği denir. Sinir lifleri ilgili oldukları tüylü hücrelerin 

özelliklerini aynen yansıtırlar, karakteristik frekans ve nonlineer özellikler sinir 

lifleri içinde aynen geçerlidir. Bu durum sinir liflerindeki enerjinin korti organında 

kodlanması olarak tanımlanır. Ses uyaranlarının taşıdıkları frekansa göre beyinde 
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değişik yerlerde sonlanması ile sonuçlanır. Yüksek tonlar işitme merkezinin 

derinliklerinde sonlanırken, düşük tonlar daha yüzeyde sonlanır [107]. 

 

Şekil 3.7 Kohleada ses sinyallerinin elektrik sinyallere dönüşümü (kaynak 

104’den değiştirerek alınmıştır) [104]. 

 

Amaç: Bu tez çalışmasında patch-clamp tekniği kullanılarak ventral 

kohlear çekirdekte bulunan bushy ve stellate nöronlarının aktif (ateşleme deseni) 

ve pasif zar (membran potansiyeli, input direnci, zaman sabiti ve kapasitans) 

özelliklerinin incelenmesi ve bu nöronlarda bulunan TRPM2 katyon kanalının 

izolasyonunun yapılması amaçlanmaktadır. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

4.1 Hayvan Materyalı 

Bu deney çalışmasında kullanılan hayvanlar, 26.08.2010 tarihinde Fırat 

Üniversitesi hayvan deneyleri etik kurulunun aldığı 98 no’lu karar doğrultusunda 

rapor edilen işlemlere tabi tutulmuşlardır. 

Bu deneysel çalışmada hayvan materyali olarak 30 adet 16-18 günlük genç 

albino Balb C fareler kullanılmıştır. Bu yaştaki farelerin işitme sistemleri büyük 

oranda gelişimlerini tamamlamışlarıdır [109]. 

 

4.2 Kesitlerin Hazırlanması 

Hayvanlar enteretomi makasıyla dekapitasyon yapıldıktan sonra hayvanın 

başı, sürekli oksijenlenen yapay beyin omurilik sıvısına (aCSF) daldırıldı. Fiziki 

olarak hasar oluşturmadan ve özellikle beyin sapından çıkan kraniyal sinirleri 

germeden diseksiyon yapılarak tüm beyin, kafatasının dışına alındı. Daha sonra 

inferiyor kollikulus ile süperiyor kollikulus arasından koronal olarak kesildi. 

Beyin sapının bulunduğu kısım süperior kollikulus aşağıya gelecek şekilde 

siyanoakrilat (japon yapıştırıcısı) bir yapıştırıcı ile vibratomun teflon blokuna 

yapıştırıldıktan sonra bu blok sürekli oksijenlenen aCSF solüsyonunun yer aldığı 

vibrotomdaki yerine yerleştirilmiştir. Titreşimli vibratom ile kohlear çekirdekten 

200 µm kalınlığında kesitleri alındı. Kesit, kayıt yapmak üzere 0.3 ml solüsyon 

hacmine sahip ve içerisinden sürekli 4-5 ml/dakika hızda taze oksijenlenmiş aCSF 
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solüsyonunun perfüze edildiği kayıt odacığına transfer edildi. Perfüze edilen aCSF 

solüsyonun sıcaklığı 33 
0
C’ de sabit tutuldu [110]. 

Fizyolojik aCSF solüsyonu,130 mM NaCl, 3 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 

2.4 mM CaCl2, 1.3 mM MgSO4, 20 mM NaHCO3, 3 mM HEPES,  10 mM glukoz 

içerir. Bu solüsyon perfüzyon öncesi karbojen gazıyla (95 % O2 + 5% CO2) 

oksijenlendirildi vepH’ı,25-31
0
C’de 7.4’e ayarlandı[110]. 

Pipet solüsyonu,108mM potasyum glukonat, 9 mM HEPES, 9 mM 

EGTA, 4.5 mM MgCl2, 14mM fosfokreatinin (tris tuzu), 4 mM ATP (Na tuzu) ve 

0.3 mM GTP (tris tuzu) içerir; solüsyonun pH’ı 7.4’te potasyum hidroksit (KOH) 

ile ayarlandı [111]. 

Farmakolojik ajan içeren test solüsyonları kayıt odacığına, boru ve 

vanalardan oluşan perfüzyon sistemiyle uygulandı. 

 

4.3 Kullanılan TRPM2 Agonist ve Antagonisti 

Hidrojen peroksit: Hücre proliferasyonu ve gelişimi için önemli bir 

sinyalleşme molekülü olarak işlev gören H2O2 aynı zamanda bir reaktif oksijen 

türüdür ve çoğu zaman, oksidatif stres için deneysel model oluşturmak için 

kullanılmaktadır [112]. H2O2, nöronlar dahil, hücrelerde üretilen reaktif oksijen 

türlerinin, kararlı ve serbestçe yayılabilen formudur. H2O2’in TRPM2’nin 

aktivasyonuna neden olduğu bildirilmiştir [113]. Oksidatif stres sırasında 

sitoplazmada üretilen H2O2 çekirdek ve mitokondri içinde ADP-riboz oluşumunu 

uyarır. TRPM2 kanalları böylece oksidatif stres kaynaklı hücre içi Ca
+2 

girişi ile 

Ca
+2

 bağımlı hücresel süreçleri ortaya çıkartır [114]. 
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Katalaz: Reaksiyon katalizleme hızı en yüksek enzimlerden biri olan 

katalaz dört polipeptit zincirden oluşan bir tetramerdir. Katalaz enzimi eritrosit, 

karaciğer, böbrek, kemik iliği ve hayvan hücrelerinin özellikle peroksizom 

organelinde yoğun bir şekilde bulunur. Katalaz, katalitik reaksiyonlar sonucu 

oluşan reaktif oksijen türlerini (süperoksit ( .

2O ), hidrojen peroksit ve reaktif 

hidroksil radikali (OH
-
) detoksifiye eder [115, 116]. 

 

H2O2+O2  2O2+2H
+
 

 

4.4 Elektrofizyoloji 

4.4.1 Patch-Clamp (Yama-Menteşe) Yöntemi 

Patch clamp, hücre membranı kanallarından iyon akımlarını incelemek 

için yaygın bir şekilde kullanılan modern bir elektrofizyolojik tekniktir [117-119]. 

Patch clamp yöntemi, özel olarak hazırlanmış mikroelektrot ağzının hücre 

zarı parçasına (patch, yama) sıkıca yapıştırılarak (clamp, menteşe) membran 

potansiyellerinin sabit bir değere tespit edilmesi ile kanallardan geçen akımların 

kayıt ve analiz edilmesidir. Pipetin diğer ucundan bir emici pompa ile vakum 

yaptırılarak hücre zarına sıkıca temas ettirilir. Kaynak yaptırılan bölgede gigaohm 

düzeyinde elektriksel direnç oluşmaktadır [119-121]. 

Çalışmanın amacına göre, araştırılması istenilen kimyasala veya 

nörotransmitter maddenin çeşidine bağlı olarak 4 çeşit patch-clamp 

konfigürasyonu vardır. 

 

 

katalaz 
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Bunlar; 

1. Hücre üzerinde (Cell attached-On cell) 

2. Tüm hücre kaydı (Whole-cell recording) 

3. Dışı dışarıda (Outside-out) 

4. İçi dışarıda (Inside-out) uygulamalarıdır. 

 

 

Şekil 4.1 Patch-clamp konfigürasyonları (kaynak 122’den değiştirerek 

alınmıştır) [122]. 

 

4.4.1.1 Hücre üzerinde (Cell attached- On cell) 

Pipetin (uç kalınlığı 1µm) kayıt alınacak hücre ile teması sağlanır. Pipete 

az miktarda negatif bir vakum uygulanarak gigaohm düzeyinde bir direnç 

oluşturulur. Pipet ucundaki hücre membranı, membranın diğer kısımlarından izole 

edilmiştir fakat hücre içi ortamdan (ikincil haberciler, nörotransmitterler vb.) 
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etkilenir. Bu uygulama, ikincil haberciler ve voltaj değişiklikleri inceleneceği 

zaman tercih edilir [117, 119, 121, 123-125]. 

4.4.1.2 Tüm Hücre Kaydı (Whole-cell recording) 

Pipetin hücre ile teması sağlandıktan sonra (gigaseal) güçlü bir vakumlama 

uygulanarak hücre membranı yırtılır. Pipet elektrodu doğrudan hücre 

sitoplazmasındaki voltaj değişimlerini ölçer. Pipet ucu ile membranın yırtılması 

sonucunda pipet içerisindeki solüsyon hücre sitoplazmasına, hücre sitoplazmasıda 

pipet içerisine geçer ve denge durumuna gelirler. Bu tip uygulamalar membranda 

bulunan tüm Ca
+2

 kanallarının ve hücre içi ikincil habercilerin etkilerinin 

araştırılmasında kullanılır. Ayrıca hücre içerisine aktivatör veya inaktivatör 

maddeler kolaylıkla verilerek hücre zarı cevapları kontrol edilir [117, 119, 121, 

125-128]. 

Bu tez çalışmasında tüm hücre kayıt konfigürasyonu kullanılmıştır. 

 

4.4.1.3Dışı Dışarıda (Outside-out) 

Hücre, tüm hücre kaydı döneminde iken, hücre membranının dışarı 

koparılması ile kayıt alınması durumudur. Çember hücre dışı solüsyon içerirken, 

pipet içerisi hücre içi solüsyonla doldurulur. Nörotransmitter maddelerin 

araştırılmasında ve tek kanal akımlarının kaydı sırasında genellikle bu yöntem 

kullanılır [117, 119, 121, 125]. 

 

4.4.1.4 İçi dışarıda (Inside-out) 

Hücre üzerinde konfigürasyonunda iken, manipülatörün ani titreşim 

göstermesiyle elde edilir. Pipet ucundaki membran parçasının sitoplazmaya bakan 
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yüzü dışarda kalır. İçi dışarıda yöntemi Ca
+2

 gibi intrasellüler faktörler tarafından 

aktive edilen kanallar ile tek kanal kayıt çalışmalarında kullanılır [117, 119, 121, 

125, 127]. 

 

Mikroelektrod Üretimi ve Deney Düzeneği; Boroslikat cam borulardan 

(World Precision Instruments, Sarasota, FL. USA) dış çapları 1 mm ve iç çapları 

0.58 mm olan mikroelektrodlar üretildi (Brown-Flaming P-97 Sutter Puller). 

Kayıtlarda kullanılan pipetlerin uç dirençleri 4-8 MΩ (pipet solüsyonu 

doldurulduktan sonra) arasında idi. Kesitlerdeki hücreler suya girebilen 630x 

büyütmeye sahip differansiyel interferans kontrast objektifli upright mikroskop ile 

(Axioscope FS, Zeiss)  görüntülendi. Akım sabitleme (current-clamp) ile iyon 

akımlarının ölçümü patch-clamp amplifikatörü  (200B Amplifier Axon 

instruments) ile yapıldı. Elektrofizyolojik veriler analog/dijital dönüştürücü ile 

bilgisayara aktarıldı  (Digidata 1200, Axon Instruments, ABD). Uyarı 

oluşturulması ve veri toplanması (data acquisition) için pClamp yazılımı (Axon 

Instruments) kullanıldı. Akım kayıtlarının örneklemesi 25 10 kHz frekansla 

yapıldı ve bunlar 5-10 kHz’de filtre edildi. 
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Şekil 4.2 Patch-clamp sisteminin genel görünüşü. 

 

 

 

Şekil 4.3 Mikroelektrodların üretiminde kullanılan pipet çekici (puller).
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4.5 İstatistik 

Veriler, SPSS 16.0 istatistik programı kullanılarak değerlendirildi. 

Grafikler de ise Origin 8.0 grafik programından yararlanıldı. Bushy ve stellate 

nöronlarının pasif zar özellikleri ile ilgili veriler ortalama ± standart sapma (S.s) 

olarak sunuldu. 
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5. BULGULAR 

 

Bu tez çalışmasında fare kohlear çekirdek nöronlarından bushy ve stellate 

hücrelerinin pasif ve aktif zar özellikleri elektrofizyolojik olarak çalışılmıştır. 

Ayrıca bu nöronlarda bulunan TRPM2 katyon kanalının izolasyonu yapılmaya 

çalışılmıştır. Bushy ve stellate nöronlarına TRPM2 agonisti olan H2O2 ile TRPM2 

antagonisti olan katalazın akım-klamp modunda gösterdikleri etkileri 

belirlenmiştir. 

Stellate nöronunda akım uygulaması süresince aksiyon potansiyeli 

oluşmuştur. Stellate nöronunun dinlenim potansiyeli, input direnci (Rinput), zaman 

sabiti (Tau)  ve kapasitans (C) gibi pasif özellikleri incelenmiştir. 

Stellate nöronunun pasif zar özellikleri Tablo 5.1’de verilmiştir. 

Tablo 5.1 Stellate hücresinin pasif zar özellikleri 

Hücre Sayısı Dinlenim potansiyeli (mV) 
İnput direnci 

(Ω) 

Zaman Sabiti 

Tau (τ) 

Kapasitans (C) 

µF/cm
2
 

1 -67,5 mV 410 10
6
MΩ 8,74 ms 

0,2 10
-12

 

µF/cm
2
 

2 -65,9 mV 106 10
6
MΩ 4,12 ms 

0,38 10
-12

 

µF/cm
2
 

3 -60,3 mV 200 10
6
MΩ 8,84 ms 

0,44 10
-12

 

µF/cm
2
 

4 -67,8 mV 115 10
6
MΩ 2,85 ms 

0,24 10
-12

 

µF/cm
2
 

5 -62 mV 320 10
6
MΩ 13,16 ms 

0,41 10
-12

 

µF/cm
2
 

6 -60,8 mV 160 10
6 M

Ω 1,87 ms 
0,11 10

-12
 

µF/cm
2
 

7 -67,5mV 
310 10

6
MΩ 

 
3,63 ms 

0,11 10
-12

 

µF/cm
2
 

Ortalama ± S.s -64,5 ± 3,37 231± 116 6,17 ± 4,1 0,27±0,14 
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Bushy nöronunda akım uygulama süresince tek bir aksiyon potansiyeli 

oluşmuştur. Bushy nöronunun dinlenim potansiyeli, input direnci, zaman sabiti ve 

kapasitans gibi pasif özellikleri incelenmiştir. Veriler ortalama ± S.s olarak 

verilmiştir. 

Bushy nöronunun pasif zar özellikleri Tablo 5.2’ de verilmiştir. 

Tablo 5.2 Bushy hücresinin pasif zar özellikleri 

Hücre Sayısı 
Dinlenim potansiyeli 

(mV) 

İnput direnci 

(Ω) 

Zaman Sabiti 

Tau (τ) 

Kapasitans (C) 

µF/cm
2
 

1 -58,7 mV 130 10
6 
MΩ 2,36 ms 

0,18 10
-12

 

µF/cm
2
 

2 -62,2 mV 28 10
6 
MΩ 6,9 ms 

0,24 10
-12

 

µF/cm
2
 

3 -60,65 mV 310 10
6 
MΩ 3,63 ms 

0,11 10
-12

 

µF/cm
2
 

4 -63,51 mV 616,5 10
6 
MΩ 1,10 ms 

0,17 10
-12

 

µF/cm
2
 

5 -73 mV 207,5 10
6 
MΩ 9,23 ms 

0,44 10
-12

 

µF/cm
2
 

Ortalama ± S.s 63,6 ± 5,54 308 ± 185 4,6 ± 3,3 0,17 ± 0,05 
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Bushy nöronuna akım-klamp modunda 500 ms süreyle 0,2 nA akım 

enjeksiyonu yapılarak 1mM H2O2’nin etkileri incelenmiştir. Yapay beyin omurilik 

sıvısı (kontrol - aCSF) perfüzyonu sırasında membran dinlenim potansiyeli -50 

mV olarak ölçülmüştür. Aynı hücreye 1mM H2O2 içeren aCSF perfüze edildiğinde 

ise dinlenim potansiyeli -64 mV olarak ölçülmüştür. H2O2, bushy nöronunu  -14 ± 

2,06 mV hiperpolarize etmiştir. 0,2 nA akım enjeksiyonu ile oluşan onset yanıt 

karakteri değişmemiştir (Şekil 5.1).  

 

Şekil 5.1 Bushy hücresine 1mM H2O2 uygulamasının ardından akım-

klamp modunda alınan yanıtları A. Kontrol aCSF solüsyonu perfüzyonu altında B. 

1mM H2O2içeren aCSF perfüzyonu altında alınan kayıt. 
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Stellate nöronuna tüm hücre akım-klamp modunda 500 ms süreyle 0,2 nA 

akım enjeksiyonu yapılarak 1mM H2O2’nin etkileri incelenmiştir. Kontrol aCSF 

perfüzyonu sırasında membran dinlenim potansiyeli -54 mV olarak ölçülmüştür. 

Aynı hücreye 1mM H2O2 perfüze edildiğinde dinlenim potansiyeli -75 mV olarak 

ölçülmüştür. H2O2 stellate nöronunu -21 ± 6,35 mV hiperpolarize etmiştir. Ayrıca 

0,2 nA akım enjeksiyonuna karşı oluşan yanıtta incelenmiştir. Membran dinlenim 

potansiyeli yükseldiği halde stellate hücresinde aksiyon potansiyeli sayısı artmıştır 

(Şekil 5.2). 

 

 

Şekil 5.2 Stellate hücresinin 1mM H2O2 uygulamasının ardından akım-

klamp modunda alınan yanıtları A. Kontrol aCSF solüsyonu perfüzyonu altında B. 

1mM H2O2 içeren aCSF perfüzyonu altında alınan kayıt. 

 

 



37 

 

 

Stellate nöronuna tüm hücre akım-klamp modunda 500 ms süreyle 0,2 nA 

akım enjeksiyonu yapılarak katalazın (500 IU/ml) etkileri incelenmiştir. Yapay 

beyin omurilik sıvısı perfüzyonu sırasında 0,2 nA akım uygulandığında membran 

dinlenim potansiyeli -63 mVolarak ölçülmüştür. Aynı hücreye katalaz perfüze 

edildiğinde ise membran potansiyeli -54 mV olarak ölçülmüştür, katalaz stellate 

nöronunu -9 ± 3,4 mV kadar depolarize etmiştir. 

 

 

Şekil 5.3 Stellate hücresinin 500IU/ml katalaz uygulaması sonrasında 

akım-klamp modunda yanıtları A. Kontrol aCSF solüsyonu perfüzyonu altında B. 

Katalaz (500 IU/ml) perfüzyonu altında alınan kayıt. 
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Bushy nöronuna tüm hücre akım-klamp modunda 500 ms süreyle 0,2 nA 

akım enjeksiyonu yapılarak katalazın (500 IU/ml) etkileri incelenmiştir. Yapay 

beyin omurilik sıvısı perfüzyonu sırasında 0,2 nA akım uygulandığında membran 

dinlenim potansiyeli -66 mV olarak ölçülmüştür. Aynı hücreye katalaz (500 

IU/ml) perfüze edildiğinde ise membran potansiyeli -62 mV olarak ölçülmüştür. 

Katalaz (500 IU/ml) bushy nöronunu 4±1,14 mV depolarize etmiştir. 

 

 

Şekil 5.4 Bushy hücresinin katalaz (500 IU/ml) uygulaması sonrasında 

akım-klamp modunda yanıtları A. Yapay beyin omurilik sıvısı solüsyonu 

perfüzyonu altında B. Katalaz (500 IU/ml) perfüzyonu altında alınan kayıt. 
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6. TARTIŞMA 

 

Bu çalışmadapatch-clamp tekniği kullanılarak fare kohlear çekirdeğinde 

bulunan bushy ve stellate nöronlarının pasif ve aktif zar özellikleri incelenmesi ve 

bu nöronlardaki TRPM2 katyon kanalının izolasyonunun yapılması 

amaçlanmıştır. 

6.1 Stellate ve bushy nöronlarınınaktif ve pasif zar özellikleri 

Yapılan bu çalışmada alınan kayıtlarda membran dinlenim potansiyeli 

stellate ve bushy nöronu için sırasıyla -64,5 ± 3,37 mV ve -63,6 ± 5,54 mV olarak 

bulunmuştur. Bu değerler söz konusu hücreler için rapor edilen değerlere oldukça 

yakındır. Örneğin Wang ve arkadaşları (2006) bushy nöronu için membran 

potansiyelini -64,3 ± 0,8 mV [129], Mc.Ginley (2006) ise -64,3 ± 1,9 mV [130], 

Cao ve arkadaşları (2008) ise dinlenim potansiyelini -64,5 ± 4,2 olarak 

bulmuşlardır [131]. Bununla birlikte Rich (2010) stellate nöronu için çok daha 

negatif bir değer olan -70 mVrapor etmiştir [132]. Bu farkın kullanılan hayvan 

materyalinin daha yaşlı olmasına bağlanabilir. Çünkü Wu ve Oertel (1987) 

farelerde ventral kohlear çekirdek nöronlarının 17.-18. günlük yaşa kadar hızlı bir 

gelişim gösterdiğini, daha sonra gelişim devam etse de daha düşük seviyelerde 

olduğunu ama yine de bir değişimin olduğunu göstermişlerdir [109]. 

Bu çalışmada aldığımız sonuçlar doğrultusundainput direnci stellate ve 

bushy nöronu için sırasıyla 231 ± 116 MΩ ve 308 ± 185 MΩ olarak bulunmuştır. 

Elde edilen bu veriler daha önce yapılan çalışmalardan oldukça farklı olduğu 

görülmektedir. Örneğin bushy nöronu için input direncini Wang ve arkadaşları 

(2006) 143,2 ± 7,7 MΩ [129] ve Mc.Ginley (2006) 66 ± 21 MΩ [130] olarak 
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rapor etmişler. Benzer şekilde stellate nöronu için input direnci de oldukça farklı 

rakamlar rapor edilmiştir.  Cao (2008)  benzer evsaftaki hayvan materyali için 

91,2 ± 11,4 MΩ olarak bidirmiştir [131]. Genel olarak literatürde de bu hücreler 

için çok geniş bir değişkenlik bulunmaktadır. Bu değişkenlik, alınan kayıt kalitesi 

ile direkt ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

Aldığımız kayıtlarda stellate ve bushy nöronu için sırasıyla zaman sabiti 

değerleri 6,17 ± 4,1 ve 4,6 ± 3,3 ms olarak bulunmuştur. Cao ve arkadaşları 

(2008) 8,7 ± 1,6 ms olarak bulmuşlardır [131]. Zaman sabiti için bu çalışma ile 

benzerlik bulunmaktadır. Bushy nöronu için zaman sabiti rapor edilmemiştir. Bu 

nedenle bushy nöronu için kıyaslama yapılamamaktadır. 

Bu çalışmada stellate nöronlarının aksiyon potansiyeli ateşleme desenine 

bakıldığında stellate hücresinde akım uygulaması süresince sürekli bir aksiyon 

potansiyeli oluşturduğu gözlemlenmiştir. Bu bulgu literatür ile uyumludur. Oertel 

(2000), Fujino ve Oertel (2001) ve Cao (2008), Bal ve arkadaşları (2009) da 

çalışmalarında benzer şekilde stellate nöronunun tonik ateşleme desenine sahip 

olduğunu göstermiştir [131, 133-135]. Oertel (2000), ve Aldo Rogelis A. (2006) 

stellate nöronundaki ateşleme deseninin bu şekilde olmasının altında yatan neden 

olarak yüksek eşikli K
+ 

kanal yoğunluğunun bu hücrelerde fazla olması, buna 

karşın düşük eşikli K
+
 kanalının ise az olmasından kaynaklandığı bildirilmiştir 

[133, 136]. 

Bushy nöronunda akım uygulaması süresince tek bir aksiyon potansiyeli 

oluşmuştur. Benzer şekilde Mc. Ginley ve arkadaşlarıda (2006) ventral kohlear 

çekirdekte yaptıkları çalışmada bushy nöronunda tek aksiyon potansiyeli 

oluştuğunu gözlemlemişlerdir [9, 130, 137]. Bushy nöronunun akım süresince 
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oluşturduğu tek bir aksiyon potansiyelinin nedeni bushy nöronunda bulunan 

düşük voltaj ile aktive olan K
+ 

kanal yoğunluğunun fazla olmasından 

kaynaklandığı bildirilmektedir [110, 137]. 

Stellate nöronu bipolar yapıda olmasına rağmen bushy nöronu kısa bir 

dentritik dallanma gösterir [128]. Nöronlardaki bu farklılık pasif zar özelliklerini 

büyük ölçüde etkiler. Aynı zamanda nöronların tam bir gelişme sağlamış olması 

membranda bulunan iyon kanallarının sayısının artmasına bağlı olarak input 

direncine doğrudan etki eden faktörlerdendir [109]. İnput direnci hücre zarında 

bulunan iyon kanal yoğunluğu ile de direkt ilişkilidir [137]. Bir nöronun 

büyüklüğü kapasitansının değişimi üzerinde çok etkilidir. Büyük hücreler yüz 

ölçümlerinin büyük olması nedeniyle daha yüksek bir kapasitansa sahiptir. İnput 

direnci ise kapasitansın tam tersine küçük hücrelerde daha yüksektir [138]. 

Stellate nöronlarının dendritik arborizasyonunun fazla olması, dolayısıyla yüzey 

alanının fazla olmasına neden olmaktadır. Bu nedenle stellate nöronlarının zaman 

sabitinin büyük olması bu ifade ile uyumludur. Bushy nöronlarının zaman 

sabitinin ise stellate nöronlarına kıyasla küçük olması dendritik arborizasyonunun 

çok sınırlı olmasına bağlanabilir. 

  

6.2 TRPM2 kanalının karakterizasyonu 

Stellate ve bushy nöronlarına TRPM2 katyon kanal agonisti olan H2O2 

uygulaması sonrasında bushy nöronunda 14 ± 20,6 mV etki gözlenirken stellate 

nöronunda 21 ± 6,35 mV’luk hiperpolarize edici bir etki gözlenmiştir. Buna 

karşın, stellate ve bushy nöronlarına TRPM2 katyon kanal antagonisti olan katalaz 
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uygulaması sonrasında, bushy nöronunda 4 ± 1,14 mV’luk, stellate nöronunda ise 

9 ± 3,4 mV’luk depolarize edici bir etki gözlenmiştir. 

TRPM2 katyon kanalı agonisti olan H2O2 bazı nöronlarda oksidatif strese 

bağlı hücre ölümünü tetiklerken substantia GABAerjik nöronlarında ise ölüme 

neden olmamaktadır [139]. H2O2’inapoptozu indükleyici etkisi doza bağımlı 

değişiklik gösterdiği rapor edilmiştir. Aynı zamanda H2O2’nin bazı nöronlarda 

düşük konsantrasyonlarda etki oluşturmadığı gözlenmiştir [127]. Buna ek olarak 

endojen ve eksojen H2O2 uygulanması GABAerjik nöronların depolarize olmasını 

sağlamıştır [139]. Bu bulgu bizim çalışmada elde ettiğimiz bulgu ile 

çelişmektedir.  Bunun nedeni muhtemelen bu hücrelerin sahip olduğu KATP 

kanalları olabilir. KATP kanallarının aktivasyonu, hücrenin hiperpolarize olmasına 

neden olur. Ancak kohlear çekirdekte bulunan bushy ve stellate nöronlarına 

eksojen H2O2 uygulaması sonrasında depolarize edice bir etki beklenirken aksine 

bu nöronlarda hiperpolarize edici bir etki gözlenmesi, stellate ve bushy 

nöronlarında bulunan TRPM2 katyon kanalının tek başına H2O2 indüklenmesi ile 

açılamayacağını veya aktive edilse bile yine oksidatif stres veya H2O2 

indüklenmesi ile açılan KATP akımının, daha baskın olmasından dolayı H2O2 

aktive olan KATP’nın yine H2O2 ile aktive olan TRPM2 kanalının etkisini 

maskelediği anlamına gelebilir [140]. 

Diğer bir olasılık ise H2O2 uygulamasının her zaman TRPM2 katyon 

kanalını uyarmaması da olabilir. Örneğin insan nötrofil granülosit hücrelerinde 

H2O2 TRPM2 kanalını aktive edememektedir [141, 142]. Bu durum TRPM2 için 

H2O2’nin her zaman kullanılabilecek spesifik bir agonist olmadığını 
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göstermektedir. Kohlear çekirdek nöronlarından real-time PCR tekniği 

kullanılarak TRPM2 iyon kanalının varlığı belirtilmiştir. 

H2O2’yi metabolize eden (parçalayan-yıkan) enzim olan katalaz kullanılan 

çalışmalarda H2O2 etkisinin ortadan kaldırıldığı rapor edilmiştir [139]. Eksojen 

veya endojen olarak artırılan H2O2 etkileri katalaz tarafından bloklanmaktadır 

[139]. Bizim çalışmamız gösteriyor ki tek başına katalaz uygulaması (bushy 

nöronu için 4 ± 1,14 mV, stellate nöronu için 9 ± 3,4 mV) hücreyi depolarize 

etmektedir. Bunun nedeni hücrenin metabolizması sırasında oluşan H2O2’in 

katalaz tarafından yıkımlanması sonucunda H2O2tarafından aktive edilen KATP 

inhibe etmesi olabileceği düşünülmektedir[139, 143]. 

Sonuç olarak bu çalışmada kohlear çekirdekteki stellate ve bushy 

nöronlarının pasif ve aktif zar özellikleri belirlendi. Ancak kullanmış olduğumuz 

agonist ve antagonistler ile TRPM2 katyon kanalı elektrofizyolojik olarak 

karakterize edilememiştir. 
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