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1. OZET

Kohlear ¢ekirdek noronlari, farkli anatomik ve fiziksel 6zelliklere sahip
noronlart olan, isitsel bilgileri gesitli yonleriyle ayiklayarak tist merkezlere ileten
birimdir. Bu ¢alismada 16 giinliik Balb C farelerin beyin kesitlerinden ventral
kohlear g¢ekirdeginde bulunan bushy ve stellate noronlarinin aktif ve pasif zar
ozelliklerini belirlenmesi ve TRPM2 katyon kanalinin elektrofizyolojik olarak
karakterizasyonu amaglanmistir. TRPM2 transient reseptdr potansiyel melastatin
ailesine ait Ca™ iyonuna gecirgen bir katyon kanali olup, oksidatif stres
tirtinleriyle aktive olurlar.

Stellate noronu siirekli bir atesleme desenine sahiptir, pasif zar ozellikleri
sirasiyla; membran potansiyeli -64,5 £ 3,37 mV, input direnci 231 £ 116 MQ,
zaman sabiti 6,17 + 4,1 ms ve kapasitans 0,27 + 0,14 pF/cm? olarak bulunmustur.

Bushy noronu tek bir atesleme desenine sahiptir, pasif zar ozellikleri
sirasiyla; membran potansiyeli -63,6 £ 5,54 mV, input direnci 308 + 185 MQ,
zaman sabiti 4,6 + 3,3 ms ve kapasitans 0,17 + 0,05 pF/cm? olarak bulunmustur.

Stellate ve bushy noronlarina TRPM2 katyon kanal agonisti olan hidrojen
peroksit uygulamasi sonrasinda, bushy néronunda 14 + 2,06 mV hiperpolarize
edici bir etki gozlenirken stellate néronunda 21 £ 6,35 mV’luk hiperpolarize edici
bir etki gézlenmistir.

Stellate ve bushy noéronlarina TRPM2 katyon kanal antagonisti olan

katalaz uygulamasi sonrasinda, bushy noéronunda 4 + 1,14 mV’luk depolarize



edici bir etki, stellate noronunda ise 9 = 3,4 mV’luk depolarize edici bir etki
gbzlenmistir.

Sonug¢ olarak bu calismada kohlear c¢ekirdekteki stellate ve bushy
noronlarinin pasif ve aktif zar 6zellikleri belirlendi. Ancak kullanmis oldugumuz
agonist ve antagonistler ile TRPM2 katyon kanali elektrofizyolojik olarak

karakterize edilememistir.

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 TRPM?2

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*?-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 MQ, 6,17 + 4,1 ms and 0,27 + 0,14
uF/cm? 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 MQ, 4,6 + 3,3 ms and 0,17 = 0,05 puF/cm? respectively.

Xii



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. GIRIS

Hiicrelerde, hiicre membraninin temel gérevi, hiicre dis1 ve i¢i arasinda bir
bariyer olusturmaktir. Bu bariyer, iyonlarin ve molekiillerin hiicrenin igine ve
disina hareketinde kontrol gorevi goriir ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 arasinda fiziksel
bir temas kurarak hiicreler arasi iletisime aracilik eder. Hiicre membraninin temel
yapist esasen iki tabaka fosfolipid molekiiliinden olusur. Fosfolipidler amfoterik
molekiillerdir; bir ucu hidrofilik, diger ucu hidrofobik bir alana sahiptir. Birgok
hiicre membran1 6 - 10 nm kalinliginda olup yag ve proteinden olugmaktadir.
Fosfolipidler ve proteinlere ek olarak kolesterol ve karbonhidratlarda dokularin
konumuna ve gorevine goére hiicre membraninda bulunabilir. Fosfolipid bariyer
biiyilik 6l¢iide su ve kiigiik molekiillerin gegmesine izin verir ancak iyonlarin ve
hidrofilik molekiillerin gegmesini engeller ve hiicre zarinin genel pasif gecirgenlik
Ozelliklerini belirler. Membranda periferal ve integral olmak fizere iki tip
fonksiyonel protein icermektedir [1]. Integral membran protein kanallari,
tastyicilari, reseptorleri, ekstraselliiler ve intraselliiler ortamlar arasinda bilgi ve
malzeme akigina arabuluculuk eden enzimlerden olusmaktadir [2]. Bu tasiyicilar
iyon kanallar1 gibi biyolojik hiicre membranlarinda transmembran gozenekleri
olusturan proteinlerdir [3]. Iyon kanal ailesi, sinyal iletimiyle iliskili protein
aileleri iginde G-proteinleri ve protein kinazlardan sonra tigiincii en biiyiik aileyi
olustururlar. Tyon kanallar1 cok farkli uyarilara cevap olarak agilip kapanirlar.

Iyon kanal ailesini dért ana gruba ayirmak miimkiindiir.

1. Belli bir kimyasal molekiil varliginda agilan iyon kanallar; bunlara

agonist ile (ligand) ¢alisan kanallar denir.



2. lyon kanalinin agilip kapanmasi membran potansiyeline bagl olarak
gerceklesir; bunlara voltaj ile calisan kanallar denir.

3. Iyon kanali ancak membranin mekanik olarak gerilip/biiziildiigiinde
acilir; bu gruba mekanik uyari ile ¢alisan kanallar denir.

4. Kanalin kapilanmasi belli bir enzim aktivitesi sonucunda kanal

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

3.1 iyon Kanallarimin Simiflandirilmasi

Isitme yolagindaki nemli iyon kanallar1 hakkinda kisa bilgi verilecektir.

A Dmlemm Aktif inaktlf
Dis bélge el 'a
=y """"- l l'< “',-
o bolge @ Kapr acik Kam kapall Na*
B g 1§ I v
St s4 s6 St sS4 S6 S1 S4 s6 St sS4 s6
[eelo'e’ P s’ o)
[eeee - OO0
U
NH: COOH

S4+: Voltaj sensorii

Sekil 3.1 Voltaj kapili sodyum kanalinin temel goriiniisii, aktivasyon ve

inaktivasyon durumu (kaynak 5’den degistirerek alinmstir) [5].



3.1.1 Voltaj Kapih Sodyum Kanallar

Sodyum (Na") kanallari istirahat durumunda kapali ve inaktif durumdadir
ama aksiyon potansiyeli olusumu ile membran depolarizasyonuna yanit olarak
kanal boyunca aktivasyon-inaktivasyon dongiisii seklinde degisikliklere ugrar [6].
Konsantrasyon gradyenti, gecici olarak kanalin agilmasma izin verir ve Na'
iyonlar1 hiicre i¢ine dogru akar. Boylece akim i¢e dogru gecerek membrani esik
degerine yaklastirarak aksiyon potansiyelinin olusmasim saglar. Na* kanallari,
biiytik a-alt tinitesi ile daha kiigiik yardimci B-alt birimlerinden olusur [7]. Voltaj
kapili sodyum kanallar1 (VKSK) nin a-alt birimi doért homolog transmembran
bolge igeren 260 kDa agirliginda bir proteindir [8, 9]. a-alt birimi fonksiyonel bir
kanal1 tiretmek igin yeterliyken, B-alt birimi ve diger sitozolik kanal elemanlari,
kanalin biyofiziksel Ozelliklerinin belirlenmesinin yanisira madde tasinimi ve
diizenlenmesi ile de kanalin hiicre membranina baglanmasini saglar [10]. B1 ve B3
alt birimleri zayif, B, ve B4 ise di-siilfid bir koprii ile a-alt birimine baglanir. Bazi
kanallar i¢in B-alt birimleri kanalin biyofiziksel 6zelliklerinin belirlenmesinde ve
hiicre membranina, a-alt biriminin yerlesmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir
[11]. p-alt birimi ile birlikte sitozolik proteinler, hiicre iskeletine Na* kanalmi
tutturmada rol alir [12]. Na" kanal alt tiplerinin her biri kendi biyofiziksel
Ozelliklerini sergiler. Alt {nitelerin farkli ekspresyon diizeyleri, kanalin
aktivasyon ve inaktivasyonunu, dolayisiyla néronun uyarilabilirligini de etkiler
[9]. Na* kanalinin dokuz farkli a alt iinite izoformu (Na,1.1 - Na,1.9) vardir [7].
Bu alt iiniteler ortak bir genel yapiya sahip olmakla birlikte, farkli kinetik ve

voltaj bagimli 6zellikler gosterir [8, 13]. VKSK’nin a-alt birimi alt1 transmembran



(TM) segmentten (S1-S6) olusup her biri doért homolog bolge ile organize
edilmektedir [14, 15].

Farkli a-alt birim izoformlar1 sinir sistemi, iskelet ve kalp kasi1 gelisimi
sirasinda ekspresyonu ve yerlesimi farkli olup farkli fizyolojik ve farmakolojik
ozellikler gosterir. Merkezi sinir sisteminde (Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 ve Na,1.6) ve
iskelet kasinda (Nay1.4) izoformlart nanomolar konsantrasyonlarda tetradotoksin
(TTX) ile inhibe edilirken, Na,1.5, Na,1.8 ve Na,l.9izoformlar1 mikromolar
konsantrasyonlarda TTX ile inhibe olur. Ciinkii etki alaninin gézenek bolgesinde

sistein yerine aromatik bir kalint1 bulunur [16, 17].

3.1.2 Voltaj Kapili Potasyum Kanallar:

Potasyum (K") kanals, hiicrelerde yaygin sekilde bulunan zar proteinlerinin
biiyiik bir ailesidir [18, 19]. Voltaj kapili potasyum kanallar1 (VKPK), insanlarda
yaklagik 50 farkli gen tarafindan kodlanan tetramerik sinyal proteinleridir [8, 20].
Hem santral hem de periferik néronlarda VKPK, membran depolarizasyonu
sirasinda ve aksonal iletimde 6nemli roller tistlenmektedir [21, 22].

Uyarilabilir hiicrelerde VKPK, membran potansiyelinin diizenlenmesinde,
aksiyon potansiyelinin olusumunda ve yayilmasinda gorev yapar [22, 23]. VKPK
aym zamanda hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?) diizenlemesine, hiicre hacminin
kontroliine, hiicrelerin ¢ogalmasina ve apoptozise neden olurlar [24, 25].

VKPK’nin a alt initeleri, polipeptidlerden meydana gelmistir. Her bir
polipeptid, 6 transmembran heliks yapiya sahiptir (S1-S6). S5-S6 bolgeleri
arasindaki iki ilave bilesen kanalin gézenek bolgesini olusturur (16, 17, 18). S4

bolgesi ise pozitif yiikliidiir ve voltaj sensorii olarak etki etmektedir. S4 bolgesi



disar1 dogru etki ettigi zaman hiicre membraninda konformasyonel degisimlere
ugrar. S5-S6 ise depolarize duruma gelir ve VKPK’nin kapilar1 agilarak K*
iyonlar1 disar1 ¢ikarlar [22, 26, 27].

Molekiiler olarak incelendiginde a 1.9 [28, 29] ve P14 [30] alt birimleri
bulunan VKPK, gecikmis-dogrultucu K* kanallari, igeriye yonelik (Kpr) K
kanallar1, hizli gecici A tipi K kanallar1 (Ka) [31, 32], yavas aktive olan K*
kanallar;, ATP’ye duyarli K* kanallar1 (Katp) ve Ca*?ile aktive olan K* kanallari

(Kca) seklinde siniflandirilmastir [32, 33].

3.1.3 Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallari

Kalsiyum kas kasilmasi igin gerekli olan nérotransmitter saliniminda ve
bir dizi fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. Voltaj
kapili kalsiyum kanali (VKKK) 6zellikle uyarilabilen hiicrelerde hiicre ici Ca*
girisi i¢in Onemli bir gorev istlenmistir. VKKK membran potansiyelinin
depolarizasyonu ile aktive olan TM bir protein grubudur. VKKK, impuls
olusumu, duyusal islemler, kas kasilmasi, hormonlarin ve noérotransmitterlerin
salgilanmasi, hiicre farklilasmasi ve gen ekspresyonu gibi c¢esitli fizyolojik
olaylarda anahtar rol oynar [34, 35].

VKKK’nin molekiiler olarak on iiyesi vardir ama kabaca iki gruba ayrilir;
yiiksek voltaj ile aktive olan VKKK ve diisiik voltaj ile aktive olan VKKK dir.
Disiik voltaj ile aktive VKKK {i¢ a iiniteden olusan T-tipi kanallardir (Ca,3.1,
Ca,3.2 ve Ca,3.3). Diger yedi VKKK iiyesi ise yiiksek voltaj ile aktive olan
kanallardir. Bunlar L-tipi (Ca,1.1, Ca, 1.2, Ca, 1.3 ve Ca, .4), P/Q-tipi (Ca,2.1),

N-tipi (Ca,2.2), ve R-tipi (Ca,2.3) kanallardir. Yiiksek voltaj ile aktive VKKK nin



hetero-oligomerik kompleksleri vardir. Kanal agikligini olusturan oy altbiriminin
yani sira, yardimer B, ap-06, ve y alt birimlerinede benzer fonksiyonel kanallar
olusturmak tizere ihtiyag vardir [36, 37].

L-tipi: L-tipi VKKK dort a alt tiniteden (Ca,1.1, Ca,1.2, Ca,1.3 ve Ca,1.4)
olusur [38, 39]. Bu kanal, memeli santral néronlarinin dendritlerinde Ca* akim
i¢in kritik bir rol oynar [40].

N-tipi: N-tipi VKKK striatum, hipokampus, korteks ve serebellumdada
yiiksek yogunlukta eksprese edilmektedir [41]. Bunlar presinaptik terminallerden
Ca*? akimma aracilik eder ve nérotransmitter salmimuni tetikler [42].

R-tipi: R tipi VKKK’nin presinaptik terminallerde eksprese edildigi
gosterilmistir [43].

P/Q-tipi: Presinaptik sinir uclarinda ve yiiksek miktarlarda sinir sistemi
boyunca eksprese edilmektedir [44].

T-Tipi: T tipi kanallar molekiiler olarak klonlanan VKKK’nin son

grubudur ve ilk olarak sinir sisteminde eksprese edilmistir [38, 45].



Tablo 3.1 Kalsiyum kanallarinin o birimine gore simiflandirilmasi (kaynak 46’dan

degistirerek alinmustir) [46].

Tipi | ol alt iinitesi Doku Ekspresyonu Foksiyonu Ila¢/Toksin
. Uyarilma-kasilma o
L Cayl.1al (alS) Iskelet kasi Nifedipin
baglantisi
Uyarilma-kasilma
baglantisi
Kalp/diiz kas, Noronlar, .
L Ca,1.2al (alC) Uyarilma-sekresyon Verapamil
Endokrin hiicreler
baglantisi
Sinoatriyal kalp hiz1
Sinoatriyal diigiim, kontrold, o
L Ca,1.3al (alD) o Diltiazem
AV digiimi AV ileti kalp uyar1
néronlart
Uyarilma-kasilma
L Ca,1.40l (alF) Retina baglantisi
Uyarilma-kasilma
Noronlar,
P/Q | Ca2.1al (alA) baglantisi o-Aga-IVA
Endokrin hiicreler
Uyarilma-kasilma
Noronlar,
N Ca,2.2al (alB) baglantisi ®-CgTX-GVIA
Endokrin hiicreler
Uyarilma-kasilma
Noronlar,
Ca,2.30l (alE) ) baglantisi
R Endokrin hiicreler, SNX-482
CaVal Uyarilma-Sekresyon
Kalp/Diiz kas
baglantisi
Atesleme, )
Kurtoxin,
Noronlar, Sinoatriyal kalp hiz1 ) )
T Ca,3.1al (alG) ) ) Mibefradil
Sinoatriyal digiim kontrolii
ECN
Dorsal kdk gangliyonu
(DKG),
T Ca,3.2al (alH)

Vaskiler diiz kas ve

Kalp kas,




Bobrek ve Karaciger

T Ca,3.3al (all) Noronlar

3.1.4Gegici (Transient) Reseptor Potansiyel Kanallar1 (TRP)

Omurgalilarda 151k, fotoreseptor hiicrelerde siklik guanozin mono fosfat-
kapili kanallarin kapanmasina ve sonrasinda membranin hiperpolarizasyonuna
neden olurken, meyve sinegi Drosophila melanogaster’deki fotoreseptor proteini
rodopsinin 1s1k ile aktivasyonu fosfolipaz C (PLC) stimiilasyonuna ve inozitol
trifosfat olusumuna neden olur ki, bu da siirekli bir membran depolarizasyonuna
yol acar. Depolarizasyon, biri Ca*? digeri Na* ve Ca**’un ikisine birden gegirgen
iki farkli kondiiktanstan kaynaklanmaktadir [47, 48]. Cosens ve Manning 1969
yilinda izole ettikleri spontan mutant Drosophila melanogaster’de uzun siire 151k
maruziyeti sonrasinda siirekli olmayan anormal bir elektroretinogram
gozlemislerdir [48, 49]. Bu nesil A-tipi mutant olarak isimlendirilmis ve bu
fenotipik ozellik fotopigment rejenerasyonunda yetmezlik olarak tanimlanmistir
[49]. Ca™ segici yolaga sahip olmayan mutant sinekler asiri 1sik ile kor
olmaktadirlar. Bu mutantlarda 151k maruziyeti siirekli yanit yerine sadece gecici
bir  membran  depolarizasyonu  olusturmaktadir. ~ Vahsi-tip  sineklerin
fotoreseptorlerinde Olgiilen reseptor potansiyelinin plato fazi mutant sineklerde
goriilmemektedir. Sonug olarak bu mutasyon “transient receptor potential, (trp)”

olarak isimlendirilmistir.




4 Vahsitip g TRP mutant ¢ Vahsitip+La™

Sekil 3.2 Vahsi-tip ve TRP-mutant sineklerden elde edilen
elektroretinogram kayitlar A. Vahsi-tip sineklerdeki elektroretinogram kayitlar1 B.
TRP mutant sineklerden alinan elektroretinogram kayit C. Vashi tip sineklere
La* (kalsiyum kanal blokorii) ilavesi sonrasinda alinana kayit (kaynak 50’den

degistirerek alinmigtir) [50].

Drosophila, TRP proteininin fosfoinositol aracili Ca™ gegirgen kanal
olarak tanimlanmasi [48] ve memeli homologunun kesfi [51] arastirmacilarin TRP
kanallarindaki Ca*? sinyali lizerine olan incelemelerinin artmasina neden olmustur
[52, 53]. Giiniimiizde memelilerde yaklasik 30 (Drosophila melanogaster’da 13
ve Caenorhabditis elegans’da 17) iiye iceren TRP kanallar1 yeni bir katyon kanal
ailesini olusturmaktadir. TRP kanallari, ¢evresel uyarilardaki degisiklikleri ayirt
edebilen evrensel biyolojik sensorlerdir. TRP kanallart sicak/soguk, dogal
kimyasal bilesikler (mentol, kafur, aci biber), mekanik uyaranlar ve lipid
tabakasimnin igerigindeki degisiklikler gibi bir¢ok uyaran ile agilmaktadirlar. TRP

kanallar1 kan basinci ve diiz kas tonusunun diizenlenmesi, renal Ca*?/ magnezyum



(Mg*®) iletiminde, keskin tat ve kokulu bilesiklerin (hardal, sarimsak vb.),
mekanik degisikliklerin, agrinin, 1sinin, sesin, feromonlarin, 15181 algilanmasi
gibi bir¢ok siirecte rol oynamaktadir [54, 55]. Aminoasit benzerliklerine gore TRP
stiperailesi 7 alt aileye ayrilmaktadir: TRP klasik ya da canonical (TRPC1-7),
TRP melastatin (TRPM1-8), TRP vanilloid reseptér (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 TRPAL iiyesi bulunurken, TRPP ve TRPML ailelerinin her birinin 3 {iyesi
de memelilerde bulunmaktadir. TRPN ise simdiye kadar sadece Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster ve Danio rerio’de belirlenmistir. TRP
kanallarinin temel yapisini, bazt TRPP’ler hari¢, membrani 6 kez gecen bolgelerin
(TM1-6) olusturdugu distinilmektedir. TM 5 ve 6 segmentleri arasindaki
hidrofobik halkanin iyon kanali olusturan por oldugu ve —NH; ve -COOH
uclarimin sitoplazmada bulundugu diistiniilmektedir. TRP alt tipleri homoya da
heterotetramerik yapilar olusturarak fonksiyon gostermektedirler [48]. In vivo
olarak, fonksiyonel ~TRP kanal komplekslerinin bir araya gelisi
homo/heteromultimerlesme ve yapisal proteinler ile kompleks olusumlar

tarafindan yonetilmektedir [48, 56-58].
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Sekil 3.3 TRP kanallarinin filogenetik olarak siniflandirilmas: Dort farkl
model organizma farkli renkte gosterilmistir: Siyah: Insan; Kirmuzi: Sinek
(Drosophila melanogaster), Yesil: Solucan, (Caenorhabditis elegans), Mavi:

Zebra balik, (Danio rerio) (kaynak 59’dan degistirerek alinmigtir) [59].

3.1.4.1 TRPC Kanallari

Memelilerde toplam yedi TRPC proteini (TRPC1-7) belirlenmistir. TRPC
ailesi amino asit dizilerine ve islevsel benzerliklerine gore 3 alt gruba
ayrilmaktadirlar. Bunlar; TRPC1/4/5, TRPC3/6/7 ve TRPC2’dir [60, 61]. Fare ve
sicanlarin aksine insanlarda sadece 6 TRPC proteini eksprese edilmistir, ¢linkii
fare ve siganda vomeronazal organda feromon algilayic1 olarak islev goren

TRPC2 geni insan genomunda yoktur [62]. TRPC1 beyin, kalp, diiz kas, endotel,
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karaciger, testis, yumurtalik ve tiikriik bezleri gibi ¢esitli dokularda eksprese
edilmektedir [63]. TRPC2 sinir sistemi, vomeronazal organ, gamet ve spermde
bulunmaktadir. Bu kanal feromon algilanmasinda 6nemli bir rol oynar [63].
TRPC3 esas olarak beyin, diiz kas, kardiyovaskiier sistem ve miyometriyumda
eksprese olmaktadir [63, 64]. TRPC4 en ¢ok mide, bobrek ve akciger mukozasi,
kardiyovaskiier sistem ve diiz kasta eksprese olmaktadir [63]. TRPCS iyon kanali,
sinir sistemi, lokositler, kardiyovaskiiler sistem ve sinoviyal hiicrelerde
bulunmaktadir [63]. TRPC6 sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, bobrek, akciger
epiteli, mide diiz kas1 ve trombositlerde eksprese edilmektedir [63]. TRPC7 kalp

ve DKG’de bulunmaktadir [63].

3.1.4.2TRPV Kanallari

Memelilerde alt1 iiyeye sahip TRPV (vanilloid) ailesi 4 alt gruba
ayrilmaktadir: TRPVI/TRPV2, TRPV3, TRPV4 ve TRP5/6. TRPV ailesinin
tiyeleri tetramerik kompleks olarak islev gostermektedir. TRPV kanallarinin timi
3-5 NHa- ucu ankyrin tekrarlara sahiptir [65]. TRPV1 DKG’de ve trigeminal
gangliyon (TG)’da, spinal ve periferal sinir uglarinda, yaygin olarak
bulunmaktadir. TRPV2 DKG ve merkezi sinir sistemi noronlarinda, mide-
bagirsak sisteminde, dalak, mast hiicreleri ve kas hiicrelerinde eksprese edilir.
TRPV3, DKG ve TG’de, beyinde, dudak ve testislerde bulunmaktadir. TRPV4,
merkezi sinir sistemine ait bliyiik noronlarda, kalp, karaciger, bobrek tiibiil ve
glomeriillerde ayrica kohleadaki tiiy hiicrelerinde tanimlanmistir. TRPVS yiiksek

miktarda bobrekte diisiikk miktarlarda pankreasta, testis, prostat, beyin, plasenta ve
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tilkriik bezinde eksprese olmaktadir. TRPV6 mide bagirsak sisteminde, pankreas,
tiikriik bezi, plasenta ve beyinde eksprese edilmektedir [66].

3.1.4.3TRPM Kanallari

TRPM ailesi (melastatin) 8 tiyeden olusmaktadir ve amino asit dizilerinin
benzerliklerine gore 4 gruba ayrilmaktadir: TRPM1/3, TRPM2/8, TRPM4/5 ve
TRPMG6/7 [65]. Melanoma hiicrelerinde ekspresyonu azalan TRPM1 proteininin
timor baskilayict bir protein oldugu diistiniilmektedir [67, 68]. TRPM1 kanal1 i¢in
bir aktivator bulunamamistir. TRPM1 kanalinin yapisal olarak aktif bir Ca*? giris
kanali olduguna yonelik bulgular vardir [69]. TRPM2 beyin, kemik iligi, dalak,
kalp, karaciger, akciger ve bagisiklik hiicreleri (nétrofiller, megakaryositlerin,
monosit/makrofajlar) gibi farkli hiicre tiplerinde, pankreatik-B hiicrelerinde,
endotel hiicrelerinde, mikroglia, noéronlar ve kardiyomiyositler de eksprese
olmaktadir [70]. TRPM2 Ca*? gecirgen katyon kanali oldugu ve bu iyon kanalinin
hidrojen peroksit (H,0O;) tarafindan indiiklendigi bildirilmistir [70, 71]. TRPM3,
TRPM alt familyasinin tglincti tiyesidir ve agirlikli olarak bobrek ve beyinde
eksprese olmaktadir [72]. TRPM4, kalp, pankreas ve plasentada eksprese
edilmektedir. TRPM4 Ca™ ve voltaj bagimli monovalant katyon kanali olarak
islev goriir [73]. TRPMS iyon kanali dil, akciger, testis, sindirim sistemi ve
beyinde eksprese olmaktadir [74]. Bu kanal dogrudan hiicre ici Ca*
konsantrasyonunun artmasi ile aktif hale gelir. TRPM5 Ca* gegcirgen olmayip, tek
degerlikli katyonlar igin segicidir [68, 75]. TRPM6, bobrek, bagirsak ve az
miktarda beyinde eksprese edilmektedir. TRPM6, Mg homeostazinda ve
bébreklerden Mg alinmasindan sorumludur. TRPM7, beyin, bobrek, kalp,

karaciger, dalak ve hematopoetik hiicrelerde bulunmaktadir. Ayni zamanda Mg*?
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homeostazinda rol oynamaktadir [76]. TRPMS8’in ilk olarak prostatta
belirlenmesiyle birlikte duyu noronlarinda da yiiksek diizeylerde ekspresyonu
gosterilmistir. Bu kanal esas olarak duyu noronlarinda 1s1 algilanmasinda ayrica

androjenlerle diizenlenmesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir [77].

3.1.4.4 TRPML Kanallarn

TRP proteinlerinin mukolipin alt familyas: endolizozomal katyon kanalina
sahiptir. Memelilerde ic TRPML proteini bulunmaktadir. Bunlar; TRPML1,
TRPML2 ve TRPML3. TRPMLI1 beyin, bobrek, dalak, karaciger ve kalp gibi
dokularda eksprese edilmektedir. TRPMLI diisiik pH’da inhibe olur. TRPML2 ve
TRPML3 kanallar1 tam olarak karakterize edilememislerdir. TRPML3, tiy

hiicresinin olgunlagmasi ve hiicre i¢i vezikiil transportu i¢in 6nemlidir [78].

3.1.4.5 TRPP Kanallar

TRPP ailesi yapisal olarak 2 gruba ayrilmaktadir, 1) polikistik bobrek
hastalig1 benzeri proteinler, 2) polikistik bobrek hastaligi 2 benzeri proteinler [79].
TRPP2, otozomal polikistik bobrek hastaliginda mutasyona ugramig gen iiriinii
olarak kesfedilmistir. TRPP2, bobrek, kalp, damar diiz kas, pankreas, bagirsak,
safra yollar1 ve plasentada dahil olmak tizere bir¢ok dokuda eksprese edilir.
Bobrekte, TRPP2 biitiin nefron segmentlerinde ifade edilir, ama glomeriillerde
tespit edilmemistir [80, 81]. TRPP2’den yoksun fareler sag/sol asimetri
bozukluklar1 gostermektedir [82]. TRPP3 kalp, iskelet kasi, beyin, dalak, testis,

retina ve karacigerde bulunmaktadir ve bobrek gelisiminde rol alir. TRPPS
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testislerde eksprese olur ve burada Ca*® gecirgen kanal olarak islev goriir,
spermatogenezde rol alir [66].

3.1.4.6 TRPA Kanallan

TRPA ailesinin tek memeli iiyesi TRPAT1 proteinidir. TRPAT iyon kanali
tily hiicreleri, DKG ve TG néronlarinda ve fibroblastlarda eksprese olmaktadir.
Isiya duyarli, gok yonlii kemosensor olarak ve mekanik duyu; nosisepsiyon; koku

yanitlari; bagirsak ve mesanenin soguga bagl kasilmasinda rol alir [66].

3.1.4.7 TRPN Kanallan

Bu aile sadece C. elegans, Drosophilave Danio rerio’de bulunur.
Drosophila  TRPN1 “no mechanoreceptor potential C, NOMPC” olarak
isimlendirilmistir, bu nedenle bu ailenin ismi TRPN’dir. Mekanik uyarilara

duyarli kanal olarak gorev yapar [48].

3.1.5 TRPM2

TRP kanallarinin ¢ogunda oldugu gibi TRPM2 kanallar1 voltaj kapili
olmayan katyon kanalidir ve ikinci haberci olan Ca'®a énemli gecirgenlikleri
vardir [83]. En fazla beyinde olmak iizere [71, 84-86] kemik iligi, dalak, kalp,
I6kosit, karaciger, akciger ve pankreas gibi ¢ok sayida insan dokusunda eksprese
edildigi belirlenmistir [87]. TRPM2 kanallar1 hem kanal hem de bir enzim gibi
gorev yapan bir proteindir.

TRPM2 kanali kromozom 21q22.3 iizerinde lokalizedir [88]. Kanalin
yapist, intraselliiler N ve C uglarina sahip olan 6 TM alan igermektedir [84, 89].

Insanlarda 32 ekzon iceren TRPM2 geni yaklasik 90kb’lik bir alana yerlesmistir.
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Insanlarda TRPM2 transkripti 6.2 kB biiyiikliigiinde olup 1503 aminoasitlik (fare
ve ratlarda 1507) ve 170 kDa molekiiler biiylikliige sahip bir protein
olusturmaktadir [90].

Asiri reaktif oksijen liretimine bagl olarak olusan oksidatif stres, ¢ekirdek
ve mitokondride siklik ADP-riboz (ADPR) olusumuna neden olarak TRPM2
kanallarinin aktivasyonuna neden olur. Bu sekilde Ca* girisine ve dolayisiyla
apoptoza gotiiren Ca* bagimli hiicresel siirecleri baglatir [71, 91, 92].

TRPM2 kanallar intraselliiler ADPR ile aktive olurlar [83, 87, 93]. ADPR,
NUD (nudix hidrolaz) T9 homoloji bdlgesine baglanarak kanalin agilmasina
neden olur. NUDT9 homoloji bolgesi TRPM kanalinin sitozolik C-terminal
ucunda yer alir. Bu nedenle TRPM2 kanali sadece endojen intraselliiler ligandlar
tarafindan aktive edilir [94].

H,0; oksidatif stres sirasinda olusarak TRPM?2 kanallarinin aktivasyonuna
neden olur. Bu kanallar Ca*? girisine ve dolaysiyla da Ca*? bagimli hiicresel
stirecleri baglatir [71, 91, 92]. H,O;’nin TRPM2 kanallarim1 nasil agtiklari
konusunda farkli raporlar bulunmaktadir. Direkt ve indirekt (Nikotinamid adenin
diniikleotit ve.  ADPR’den bagimsiz) olmak {iizere iki mekanizmadan
bahsedilmektedir [71, 91, 95]. Beyindeki ekspresyonu northern blotting ve
kantitatif PCR teknikleriyle ortaya konmustur [71, 84, 96]. TRPM2 kanallariinin
beyinde ilk olarak mikroglialarda ekspres edildigi gosterilmistir [86, 97]. In situ
hibridizasyon teknigi ile elde edilen ilk veriler TRPM?2 kanal proteinlerinin bazi
noronlarda da eksprese edildigini gostermistir [86].

Farmakolojik olarak hem native hem de rekombinant TRPM2 kanallari iki

farkli smifa ait olan bilesikler tarafindan inhibe edilirler. Bunlardan biri
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flufenamik asit gibi fenamatlar digeri ise klotrimazol gibi antifungal ajanlardir
[98]. Bu ajanlar tarafindan olusturulan TRPM2 blokaji geriye doniisiimsiizdiir
[98]. Diger bir blokiir olan antranilik asit ise aymi zamanda bir fosfolipaz
inhibitoridiir [99] dolayisiyla spesifik TRPM2 blokorii olarak adlandirilamaz.
Gilinimiizde kullanilan Klotrimazol ve flufenamik asit gibi blokorler
uyarilamayan hiicre tiplerinde TRPM2 kanalinin farmakolojik
karakterizasyonunda basariyla kullanilmasina karsin, néronlarda ayni basari s6z
konusu degildir. Ciinkii bu farmakolojik ajanlar TRPM2 kanallarinin yani sira
diger voltaj ve ligand kapili iyon kanallarin1 da kismen bloke etmektedir [98].
TRPM?2 kanallarinin aktivitesi ekstraselliiler ortamda Ca*? varligina

+2
’un  ortamdan

baglidir. Bu nedenle ekstraselliller ortamda bulunan Ca
uzaklastirilmasi veya baryum iyonu ile yer degistirilmesi halinde kanal aktivitesi
inhibe olur.

Bu kanalin sicakliga duyarli bir kanal proteini oldugunu ve bu nedenle de

viicut sicakligimin artmasit durumunda bu kanallarin H2O;’e duyarliligr arttigi

bildirilmistir [100].
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Sekil 3.4 TRPM2 katyon kanalinin genel yapisi (kaynak 101’den

degistirerek alinmigtir) [101].

3.2 IsitmeYolaklar

Biitiin isitme sinir lifleri ilk olarak kohlear ¢ekirdekte sinaps yaparlar.
Kohlear ¢ekirdek dorsal ve ventral olmak {izere iki biiyiik grubu ayrilir. Ventral
kohlear ¢ekirdek, anteroventral ve posteroventral olarak ikiye ayrilir. Kohlear
cekirdekte tonotopik dagilim vardir. Kohleanin bazalindan gelen yiiksek frekansl
lifler, dorsal apeksden gelen diisiik frekansli lifler ile ventral kohlear ¢ekirdege
girerler. Kohlear ¢ekirdek hiicreleri yapilarina gore bes tipe ayrilir; Siferik bushy
globiiler bushy, multipolar hiicreler, ahtapot hiicreleri ve graniiler hiicreler vardir.
Bu hiicrelerin her birisinin hassas oldugu tek bir frekans vardir, buna karakteristik
frekans denir [102]. Akustik sinir ve kohlear gekirdekler arasindaki baglanti
ipsilateral olmasina ragmen daha istteki baglantilar bilateraldir. Kohlear ¢ekirdek
hiicrelerinden g¢ikan aksonlar 1i¢ demet olusturur; ventral akustik stria,

intermediate akustik stria ve dorsal akustik striadir [103].
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Sekil 3.5 Isitme yolag1 (kaynak 104’den degistirerek alinmustir) [104].

3.2.1Siiperiyor Oliver Kompleks

Stiperiyor oliveri kompleks (SOK) ponsun gri cevherinin hemen arkasinda

yer alir. Siiperiyor oliverin mediyal ¢ekirdegi, siiperior olivin lateral ¢ekirdegi,

trapezoid cismin mediyal ¢ekirdegi ve periyoliver gekirdek olmak tizere birkag

¢ekirdekten olusmustur. SOK, lateral lemniskus ve inferiyor kollikulusa ¢ikan
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liflere gonderirken, inen lifler ise korti orgami i¢ ve dis tiiy hiicrelerine ulasir

[105].

3.2.2Lateral Lemniskus

Kohlear g¢ekirdek ve SOK’u inferiyor Kollikulusa baglayan beyin sapinin,
yan tarafinda bulunan yoldur. Ventral, dorsal ve intermediate olmak fiizere {i¢
demetten olusur. Kohleadan ¢ikan pes frekanslar, dorsal ¢ekirdege gelirken, tiz

frekanslar ventral ¢ekirdege ulasir [103].

3.3.3Inferiyor Kolikulus

Mezensefalonda bulunan inferiyor kollikulus iki taraflidir. Cikan lifler i¢in
belli basli ara merkez olan inferiyor Kollikulus akustik bilgileri hazirlar. Santral,
eksternal ve dorsal olmak iizere ii¢ hiicre grubundan olusur. Baslica projeksiyonu

medial genikulat cisimcigidir.

3.3.4Medial Genikulat Cisim
Anteriyor, medyal ve dorsal olarak ii¢ parcada incelenen medial genikulat
cisim, inferiyor kollikulus ile isitsel korteks arasinda bir ara merkezdir. Lateral

genikulat cismin medyalinde, talamusta yerlesmistir.

3.3.5 Isitsel Korteks

Primer isitme korteksi ve iligkili sahalar olmak tizere iki kisimda incelenir.

Primer isitme korteksi Brodman’in 41. ve 42. sahalaridir. Temporal lobun iist
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kismina yerlesmis olan, primer isitme korteksi iligkili sahalarla frontal ve

temporal pariyetal bolgelere baglanir [106].

3.2 Isitme Fizyolojisi

Isitme, aurikulanin topladi1 ses enerjisinin, kulagm gesitli bolgelerinde
degisikliklere ugratildiktan sonra; aksiyon potansiyelleri halinde beyne gonderilip,
ses halinde algilanmasi olayidir. Dis, orta, i¢ kulak, merkezi isitme yollar1 ve
isitme merkezi isitme sistemini olusturur [105]. Isitme organi fonksiyonel olarak
iletim aygit1 ve persepsiyon aygiti olarak iki kisimda incelenir. Iletim aygiti dis ve
orta kulaktan, persepsiyon aygiti i¢ kulak, kohlear sinir, santral igsitme yollar1 ve
isitsel korteksten olusur [107]. Isitme, ses dalgalarinin dis kulak yoluna girmesi ile
baslar; buradan orta kulak yolu ile korti organina iletim olur, bu olay hava
ortaminda oldugundan hava yolu ile iletim denir. Bunun yaninda, kafa kemikleri
ile de korti organina ses iletimi olur buna ise kemik yolu denir. Normal bir

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

3.3.1 Dis Kulak Yolu Fizyolojisi

Kulak kepgesi, ¢evredeki sesleri toplar ve yonlendirir, konka megafon
gorevi yaparak, ses dalgalarini dis kulak yolu girisinde yogunlastirir. Bu sekilde
ses dalgalar yaklasik olarak 6 dB kadar siddetlendirilmektedir. Dis kulak yolu
girisi ve yolun kendisi akustik rezonator olarak gorev yapmaktadir. Sesin,
atmosferde iletimi ile karsilastirildiginda yetiskin bir insanda dis kulak yolunda
sesin siddetinin arttigi ve bu artisin 1000-8000 Hz frekanslarinda oldugu

hesaplanmistir. En fazla artis, 3500-4000 Hz frekans araliginda olmaktadir. 3500
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Hz icin bu artis 15-20 dB kadardir. D1s kulak yolunun bir diger gorevi de, havay1

viicut sicakligina getirmektir [105].

3.3.2 Orta Kulak Fizyolojisi

Orta kulak, sesi hava ortamindan sivi ortama iletmektedir. Ses dalgalar
ortam degistirirken hava ile perilenf arasindaki rezistans farkindan dolay1 yaklagik
olarak 30 dB kayba ugrar. Orta kulagin asil gorevi, iletim yaninda bu kaybi da
karsilamaktir. Orta kulak; kulak zarinin yiikseltici etkisi, kemikg¢ik sisteminin
yikseltici etkisi, kulak zar1 ve stapes yiizeyinin biyiklik farki gibi

mekanizmalarla sesin siddetini arttirir [105].

3.3.3 i¢ Kulak Fizyolojisi

Kemikg¢ik zincire, gecen ses dalgalart i¢ kulaga oval pencere yolu ile
gecer. Zar ve kemikgik zinciri ile oval pencereye gelen enerji, hava yolu ile gelen
enerjiden, hem hizli iletilmesi hemde daha Once bahsedilen mekanizmalarla
amplifiye edilmesinden dolay1 oval pencerede; hem bir faz farki meydana gelir,
hem de kemikgik zincir ile gelen enerji daha fazladir. Bu faz farki ile perilenfe
gelen ses dalgalar1 perilenfi hareketlendirir ve baziller membranda titresimler
meydana getirir [105]. Titresimler bazal turdan, apikal tura kadar uzanir; bu

harekete ilerleyen dalga (travelling wave) adi1 verilmistir.
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Sekil 3.6 Isitme sirasinda ses iletimi ve kohleada ilerleyen dalga (traveling

wave) olusumu (kaynak 108’den degistirerek alinmigtir) [108].

Baziller membran dalgalari, tiiylii hiicrelerin sterosilyalarinda harekete
neden olur ve bu hareketlerde iyon kanallarinda acilma ya da kapanmaya neden
olurlar. Tiyli hiicrelerde negatif elektrik yiikii varken, endolenfde +80 mV’luk bir
endolenfatik potansiyel vardir. Titrek tiiylii hiicrelerin yiikii farkhdir. I¢ tiy
hiicrelerde -45 mV iken, dis tiiylii hiicrelerde -70 mV’dur. Bu yiik farki nedeni ile
hiicre i¢ine K* iyonu akisi olur, bu da membranda depolarizasyona neden olur.
Sonugta baziller membrandaki mekanik enerji, elektrik enerjisine donisiir ve
afferent sinir liflerine iletilir. Kohlea, frekans ve siddet olarak ¢ok genis bir
spektral yapiya sahip akustik uyarilar1 daha kiiciik bir alana indirger ve buna
kohleanin nonlineer 6zelligi denir. Sinir lifleri ilgili olduklari tiiyli hiicrelerin
ozelliklerini aynen yansitirlar, karakteristik frekans ve nonlineer 6zellikler sinir
lifleri i¢inde aynen gecerlidir. Bu durum sinir liflerindeki enerjinin korti organinda

kodlanmas1 olarak tanimlanir. Ses uyaranlarinin tasidiklar: frekansa gore beyinde
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degisik yerlerde sonlanmasi ile sonuglanir. Yiiksek tonlar isitme merkezinin

derinliklerinde sonlanirken, diisiik tonlar daha yiizeyde sonlanir [107].

3 ORI
N N

-¢ '.q Reisner membrant ey
G.Qe' Skala\'cstibuli (" (retbtler memlos) ks
‘.‘.’c} (Pt anipori] A Q. . Koklear dukt skal medis)
. 'k'*‘ ‘ [endoleat: yoksek K, dngtk Na]
Efferent ‘
Ty Tektorial membran

sinir lifler ' 'i.f.“,‘ :
Spiral ligament
Kemik duvar

Skala impani :
R~
< Spinal lsina
Spiral ganglion

Dig tly hticreleri; 60 mV
Bazal membran

Destek hoerelen
Afferent sinir liflen
Efferent sinir lifleri

[Perilenf, 0]

' t.:,

Spiral ganglion ‘.;,A X \ :
Wy T e

Sekil 3.7 Kohleada ses sinyallerinin elektrik sinyallere doniisiimii (kaynak

I tay hocrelers, 60 mV

104’den degistirerek alinmustir) [104].

Amag¢: Bu tez calismasinda patch-clamp teknigi kullanilarak ventral
kohlear ¢ekirdekte bulunan bushy ve stellate noronlarinin aktif (atesleme deseni)
ve pasif zar (membran potansiyeli, input direnci, zaman sabiti ve kapasitans)
ozelliklerinin incelenmesi ve bu noronlarda bulunan TRPM2 katyon kanalinin

izolasyonunun yapilmasi amag¢lanmaktadir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1 Hayvan Materyah

Bu deney calismasinda kullanilan hayvanlar, 26.08.2010 tarihinde Firat
Universitesi hayvan deneyleri etik kurulunun aldig: 98 no’lu karar dogrultusunda
rapor edilen islemlere tabi tutulmuslardir.

Bu deneysel ¢aligmada hayvan materyali olarak 30 adet 16-18 giinliik geng
albino Balb C fareler kullanilmistir. Bu yastaki farelerin isitme sistemleri biiytlik

oranda gelisimlerini tamamlamiglaridir [109].

4.2 Kesitlerin Hazirlanmasi

Hayvanlar enteretomi makasiyla dekapitasyon yapildiktan sonra hayvanin
basi, siirekli oksijenlenen yapay beyin omurilik sivisina (aCSF) daldirildi. Fiziki
olarak hasar olusturmadan ve Ozellikle beyin sapindan ¢ikan kraniyal sinirleri
germeden diseksiyon yapilarak tiim beyin, kafatasinin disina alindi. Daha sonra
inferiyor kollikulus ile siiperiyor kollikulus arasindan koronal olarak kesildi.
Beyin sapinin bulundugu kisim stiperior Kkollikulus asagiya gelecek sekilde
siyanoakrilat (japon yapistiricisi) bir yapistirici ile vibratomun teflon blokuna
yapistirildiktan sonra bu blok siirekli oksijenlenen aCSF soliisyonunun yer aldig
vibrotomdaki yerine yerlestirilmistir. Titresimli vibratom ile kohlear gekirdekten
200 um kalinliginda kesitleri alindi. Kesit, kayit yapmak {izere 0.3 ml soliisyon

hacmine sahip ve igerisinden stirekli 4-5 ml/dakika hizda taze oksijenlenmis aCSF
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soliisyonunun perfiize edildigi kayit odacigina transfer edildi. Perfiize edilen aCSF
soliisyonun sicakligi 33 °C’ de sabit tutuldu [110].

Fizyolojik aCSF soliisyonu,130 mM NaCl, 3 mM KCI, 1.2 mM KH,PQy,
2.4 mM CaCl,, 1.3 mM MgSQOy, 20 MM NaHCO3, 3 mM HEPES, 10 mM glukoz
icerir. Bu soliisyon perfiizyon oncesi karbojen gaziyla (95 % O, + 5% COy)
oksijenlendirildi vepH’1,25-31°C’de 7.4’¢ ayarlandi[110].

Pipet soliisyonu,108mM potasyum glukonat, 9 mM HEPES, 9 mM
EGTA, 4.5 mM MgCl,, 14mM fosfokreatinin (tris tuzu), 4 mM ATP (Na tuzu) ve
0.3 mM GTP (tris tuzu) igerir; soliisyonun pH’1 7.4’te potasyum hidroksit (KOH)
ile ayarland: [111].

Farmakolojik ajan igeren test soliisyonlar1 kayit odacigina, boru ve

vanalardan olusan perfiizyon sistemiyle uygulandi.

4.3 Kullamlan TRPM2 Agonist ve Antagonisti

Hidrojen peroksit: Hiicre proliferasyonu ve gelisimi i¢in 6nemli bir
sinyallesme molekiilii olarak islev goren H,O, ayn1 zamanda bir reaktif oksijen
tiuriidiir ve ¢ogu zaman, oksidatif stres i¢in deneysel model olusturmak igin
kullanilmaktadir [112]. H,O,, ndronlar dahil, hiicrelerde iiretilen reaktif oksijen
tirlerinin, kararli ve serbest¢e yayilabilen formudur. H,O;’in  TRPM2’nin
aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir [113]. Oksidatif stres sirasinda
sitoplazmada {iretilen H,O; ¢ekirdek ve mitokondri i¢inde ADP-riboz olusumunu
uyarir. TRPM2 kanallar1 boylece oksidatif stres kaynakli hiicre i¢i Ca*? girisi ile

Ca*? bagimli hiicresel siiregleri ortaya ¢ikartir [114].
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Katalaz: Reaksiyon katalizleme hizi en yiiksek enzimlerden biri olan
katalaz dort polipeptit zincirden olusan bir tetramerdir. Katalaz enzimi eritrosit,
karaciger, bobrek, kemik iligi ve hayvan hiicrelerinin 6zellikle peroksizom
organelinde yogun bir sekilde bulunur. Katalaz, katalitik reaksiyonlar sonucu

olusan reaktif oksijen tiirlerini (Siiperoksit (O;), hidrojen peroksit ve reaktif

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

katalaz
H,0,+0, - > 202+2H+

4.4 Elektrofizyoloji

4.4.1 Patch-Clamp (Yama-Mentese) Yontemi

Patch clamp, hiicre membrani kanallarindan iyon akimlarini incelemek
i¢in yaygin bir sekilde kullanilan modern bir elektrofizyolojik tekniktir [117-119].

Patch clamp yontemi, 6zel olarak hazirlanmis mikroelektrot agzinin hiicre
zar1 pargasina (patch, yama) sikica yapistirilarak (clamp, mentese) membran
potansiyellerinin sabit bir degere tespit edilmesi ile kanallardan ge¢en akimlarin
kayit ve analiz edilmesidir. Pipetin diger ucundan bir emici pompa ile vakum
yaptirilarak hiicre zarina sikica temas ettirilir. Kaynak yaptirilan bdlgede gigaohm
diizeyinde elektriksel direng olusmaktadir [119-121].

Calismanin amacma gore, arastirilmast istenilen kimyasala veya
norotransmitter maddenin ¢esidine bagli olarak 4 ¢esit patch-clamp

konfigilirasyonu vardir.
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Bunlar;
1. Hiicre tizerinde (Cell attached-On cell)
2. Tiim hiicre kaydi (Whole-cell recording)

3. Dis1 disarida (Outside-out)

4. I¢i disarida (Inside-out) uygulamalaridir.
Geri Geri
‘;Eltlll& :;.elcme
I—. -Ap J
—b
Hiicre Uzerinde Tiim Hiicre Kayit

Sekil 4.1 Patch-clamp konfigiirasyonlari (kaynak 122’den degistirerek

alinmistir) [122].

4.4.1.1 Hiicre iizerinde (Cell attached- On cell)

Pipetin (u¢ kalinlig1 1um) kayit alinacak hiicre ile temasi saglanir. Pipete
az miktarda negatif bir vakum uygulanarak gigaohm diizeyinde bir direng
olusturulur. Pipet ucundaki hiicre membrani, membranin diger kisimlarindan izole

edilmigtir fakat hiicre i¢i ortamdan (ikincil haberciler, norotransmitterler vb.)
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etkilenir. Bu uygulama, ikincil haberciler ve voltaj degisiklikleri incelenecegi
zaman tercih edilir [117, 119, 121, 123-125].

4.4.1.2 Tiim Hiicre Kaydi (Whole-cell recording)

Pipetin hiicre ile temas1 saglandiktan sonra (gigaseal) giiclii bir vakumlama
uygulanarak hiicre membran1 yirtilir.  Pipet elektrodu dogrudan hiicre
sitoplazmasindaki voltaj degisimlerini olger. Pipet ucu ile membranin yirtilmasi
sonucunda pipet icerisindeki soliisyon hiicre sitoplazmasina, hiicre sitoplazmasida
pipet icerisine geger ve denge durumuna gelirler. Bu tip uygulamalar membranda
bulunan tim Ca*? kanallarnin ve hiicre ici ikincil habercilerin etkilerinin
arastirilmasinda kullanilir. Ayrica hiicre igerisine aktivator veya inaktivator
maddeler kolaylikla verilerek hiicre zar1 cevaplar1 kontrol edilir [117, 119, 121,
125-128].

Bu tez ¢alismasinda tiim hiicre kayit konfigiirasyonu kullanilmaistir.

4.4.1.3Di1s1 Disarida (Outside-out)

Hiicre, tiim hiicre kaydi doneminde iken, hiicre membraninin disari
koparilmasi ile kayit alinmasi durumudur. Cember hiicre dis1 soliisyon igerirken,
pipet igerisi hiicre i¢i soliisyonla doldurulur. Norotransmitter maddelerin

arastirilmasinda ve tek kanal akimlarinin kaydi sirasinda genellikle bu yontem

kullanilir [117, 119, 121, 125].

4.4.1.4 i¢ci disarida (Inside-out)

Hiicre tizerinde konfiglirasyonunda iken, manipiilatériin ani titresim

gostermesiyle elde edilir. Pipet ucundaki membran pargasinin sitoplazmaya bakan
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yiizii disarda kalir. i¢i disarida yontemi Ca* gibi intraselliiler faktorler tarafindan
aktive edilen kanallar ile tek kanal kayit ¢alismalarinda kullanilir [117, 119, 121,

125, 127].

Mikroelektrod Uretimi ve Deney Diizenegi; Boroslikat cam borulardan
(World Precision Instruments, Sarasota, FL. USA) dis ¢aplart 1 mm ve i¢ ¢aplari
0.58 mm olan mikroelektrodlar iiretildi (Brown-Flaming P-97 Sutter Puller).
Kayitlarda kullanilan pipetlerin u¢ direngleri 4-8 MQ (pipet soliisyonu
doldurulduktan sonra) arasinda idi. Kesitlerdeki hiicreler suya girebilen 630x
biiylitmeye sahip differansiyel interferans kontrast objektifli upright mikroskop ile
(Axioscope FS, Zeiss) gorintiilendi. Akim sabitleme (current-clamp) ile iyon
akimlarinin  6lgiimii  patch-clamp amplifikatorii (200B  Amplifier Axon
instruments) ile yapildi. Elektrofizyolojik veriler analog/dijital doniistiiriicii ile
bilgisayara aktarildi (Digidata 1200, Axon Instruments, ABD). Uyari
olusturulmasi ve veri toplanmasi (data acquisition) i¢in pClamp yazilimi (Axon
Instruments) kullanildi. Akim kayitlarinin 6rneklemesi 25 10 kHz frekansla

yapildi ve bunlar 5-10 kHz’de filtre edildi.
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Sekil 4.2 Patch-clamp sisteminin genel goriiniisii.

-

SUTTER INSTRUMENT CO.
I Jr——

Sekil 4.3 Mikroelektrodlarin iiretiminde kullanilan pipet ¢ekici (puller).
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4.5 istatistik

Veriler, SPSS 16.0 istatistik programi kullanilarak degerlendirildi.
Grafikler de ise Origin 8.0 grafik programindan yararlanildi. Bushy ve stellate
noronlarin pasif zar 6zellikleri ile ilgili veriler ortalama + standart sapma (S.s)

olarak sunuldu.
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5. BULGULAR

Bu tez calismasinda fare kohlear ¢ekirdek noronlarindan bushy ve stellate
hiicrelerinin pasif ve aktif zar ozellikleri elektrofizyolojik olarak caligilmustir.
Ayrica bu noronlarda bulunan TRPM2 katyon kanalinin izolasyonu yapilmaya
calisilmigtir. Bushy ve stellate néronlarina TRPM2 agonisti olan H,O; ile TRPM2
antagonisti olan katalazin akim-klamp modunda gosterdikleri  etkileri
belirlenmistir.

Stellate noéronunda akim uygulamasi siliresince aksiyon potansiyeli
olusmustur. Stellate néronunun dinlenim potansiyeli, input direnci (Rinput), Zaman
sabiti (Tau) ve kapasitans (C) gibi pasif 6zellikleri incelenmistir.

Stellate néronunun pasif zar 6zellikleri Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1 Stellate hiicresinin pasif zar ozellikleri

o o Input direnci | Zaman Sabiti | Kapasitans (C)
Hiicre Sayis1 | Dinlenim potansiyeli (mV) )
() Tau (1) pF/cm
] 02107
1 -67,5 mV 410 10°MQ 8,74 ms ,
puF/cm
6 038107
2 -65,9 mV 106 10°MQ 4,12 ms )
pF/cm
] 044107
3 -60,3 mV 200 10°MQ 8,84 ms 5
pF/cm
] 024107
4 -67,8 mV 115 10°MQ 2,85 ms 5
pF/cm
] 041107
5 -62 mV 320 10°MQ 13,16 ms ,
puF/cm
o 011107
6 -60,8 mv 160 10°V'Q 1,87 ms )
pF/cm
310 10°MQ 0,1110™%
7 -67,5mV 3,63 ms 5
pF/cm
Ortalama + S.s -64,5 + 3,37 231+ 116 6,17+4,1 0,27+0,14

33




Bushy néronunda akim uygulama siiresince tek bir aksiyon potansiyeli
olusmustur. Bushy néronunun dinlenim potansiyeli, input direnci, zaman sabiti ve
kapasitans gibi pasif Ozellikleri incelenmistir. Veriler ortalama + S.s olarak
verilmistir.

Bushy néronunun pasif zar 6zellikleri Tablo 5.2” de verilmistir.

Tablo 5.2 Bushy hiicresinin pasif zar 6zellikleri

Dinlenim potansiyeli input direnci | Zaman Sabiti | Kapasitans (C)
Hiicre Sayisi 5
(mV) Q) Tau (1) pF/ecm
] 0,1810™
1 -58,7 mV 130 10° MQ 2,36 ms 5
pF/cm
] 024107
2 -62,2 mV 28 10°MQ 6,9 ms )
puF/cm
] 011107
3 -60,65 mV 310 10° MQ 3,63 ms )
puF/cm
] 0,17 107
4 -63,51 mV 616,5 10°MQ 1,10 ms )
puF/cm
] 044107
5 -73 mvV 207,510°MQ 9,23 ms 5
pF/cm
Ortalama £ S.s 63,6 + 5,54 308 + 185 46=+3,3 0,17 + 0,05
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Bushy noéronuna akim-klamp modunda 500 ms siireyle 0,2 nA akim
enjeksiyonu yapilarak 1mM H>0O, nin etkileri incelenmistir. Yapay beyin omurilik
stvist (kontrol - aCSF) perflizyonu sirasinda membran dinlenim potansiyeli -50
mV olarak 6l¢iilmiistiir. Ayni hiicreye ImM H»05 iceren aCSF perfiize edildiginde
ise dinlenim potansiyeli -64 mV olarak 6l¢iilmiistiir. H,O,, bushy néronunu -14 +

2,06 mV hiperpolarize etmistir. 0,2 nA akim enjeksiyonu ile olusan onset yanit

Kontrol

1mM H:0:

S

SlmV A
L4 mV

Vel = LT

0

250 ms 500 ms

Zaman

0ms” 500 ms

Zaman

karakteri degismemistir (Sekil 5.1).
Sekil 5.1 Bushy hiicresine 1mM H;0, uygulamasinin ardindan akim-

klamp modunda alinan yanitlar1 A. Kontrol aCSF soliisyonu perfiizyonu altinda B.

1mM H,0jiceren aCSF perflizyonu altinda alinan kayit.
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Stellate noronuna tiim hiicre akim-klamp modunda 500 ms siireyle 0,2 nA
akim enjeksiyonu yapilarak 1mM H;O,’nin etkileri incelenmistir. Kontrol aCSF
perfiizyonu sirasinda membran dinlenim potansiyeli -54 mV olarak ol¢iilmiistiir.
Ayni hiicreye 1mM H,0; perfiize edildiginde dinlenim potansiyeli -75 mV olarak
Olclilmiistiir. H,O; stellate néronunu -21 + 6,35 mV hiperpolarize etmistir. Ayrica
0,2 nA akim enjeksiyonuna kars1 olusan yanitta incelenmistir. Membran dinlenim

potansiyeli yiikseldigi halde stellate hiicresinde aksiyon potansiyeli sayist artmistir

(Sekil 5.2).
A Kontrol B
ImM H:0;
-S4 mV J
-75mV
nA 02 J - 02 J
0 0 —
250 ms 500 ms 250 ms 500 ms
Zaman Zaman

Sekil 5.2 Stellate hiicresinin 1ImM H;0, uygulamasinin ardindan akim-
klamp modunda alinan yanitlar1 A. Kontrol aCSF soliisyonu perfiizyonu altinda B.

1mM H,0; iceren aCSF perflizyonu altinda alinan kayit.
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Stellate noronuna tiim hiicre akim-klamp modunda 500 ms siireyle 0,2 nA
akim enjeksiyonu yapilarak katalazin (500 IU/ml) etkileri incelenmistir. Yapay
beyin omurilik s1visi perfiizyonu sirasinda 0,2 nA akim uygulandiginda membran
dinlenim potansiyeli -63 mVolarak Ol¢lilmiistiir. Ayn1 hiicreye katalaz perfiize
edildiginde ise membran potansiyeli -54 mV olarak Ol¢iilmiistiir, katalaz stellate

noronunu -9 + 3,4 mV kadar depolarize etmistir.

Kontrol 500 IU/ml Katalaz

-63mV
S4mV

1 |

250 ms 500 ms

0,2
250 ms 500 ms 0

Zaman
Zaman

Sekil 5.3 Stellate hiicresinin 5001U/ml katalaz uygulamasi sonrasinda
akim-klamp modunda yanitlar1 A. Kontrol aCSF soliisyonu perfiizyonu altinda B.

Katalaz (500 IU/ml) perfiizyonu altinda alinan kayt.
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Bushy néronuna tiim hiicre akim-klamp modunda 500 ms siireyle 0,2 nA
akim enjeksiyonu yapilarak katalazin (500 IU/ml) etkileri incelenmistir. Yapay
beyin omurilik sivist perflizyonu sirasinda 0,2 nA akim uygulandiginda membran
dinlenim potansiyeli -66 mV olarak olgilmiistiir. Aymi1 hiicreye katalaz (500
IU/ml) perfiize edildiginde ise membran potansiyeli -62 mV olarak 6l¢iilmiistiir.

Katalaz (500 IU/ml) bushy néronunu 4+1,14 mV depolarize etmistir.

A Kontrol B 500 IU/ml Katalaz

-66 mV ; /
-62 m\

nA SA
02 — 02 |- —_
250 ms 500 ms 0 250 ms 500 ms
Zaman Zaman

Sekil 5.4 Bushy hiicresinin katalaz (500 1U/ml) uygulamasi sonrasinda
akim-klamp modunda yanitlar1 A. Yapay beyin omurilik sivist soliisyonu

perfiizyonu altinda B. Katalaz (500 IU/ml) perfiizyonu altinda alinan kayt.
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6. TARTISMA

Bu c¢alismadapatch-clamp teknigi kullanilarak fare kohlear g¢ekirdeginde
bulunan bushy ve stellate noronlarinin pasif ve aktif zar 6zellikleri incelenmesi ve
bu noronlardaki TRPM2 katyon kanalinin izolasyonunun yapilmasi
amaglanmstir.

6.1 Stellate ve bushy néronlarmaktif ve pasif zar 6zellikleri

Yapilan bu c¢alismada alinan kayitlarda membran dinlenim potansiyeli
stellate ve bushy néronu i¢in sirasiyla -64,5 + 3,37 mV ve -63,6 = 5,54 mV olarak
bulunmustur. Bu degerler s6z konusu hiicreler i¢in rapor edilen degerlere oldukca
yakindir. Ornegin Wang ve arkadaslari (2006) bushy néronu icin membran
potansiyelini -64,3 + 0,8 mV [129], Mc.Ginley (2006) ise -64,3 £ 1,9 mV [130],
Cao ve arkadaslar1 (2008) ise dinlenim potansiyelini -64,5 + 4,2 olarak
bulmuslardir [131]. Bununla birlikte Rich (2010) stellate néronu igin ¢ok daha
negatif bir deger olan -70 mVrapor etmistir [132]. Bu farkin kullanilan hayvan
materyalinin daha yashh olmasina baglanabilir. Ciinkii Wu ve Oertel (1987)
farelerde ventral kohlear ¢ekirdek noronlariin 17.-18. giinliik yasa kadar hizli bir
gelisim gosterdigini, daha sonra gelisim devam etse de daha diisiik seviyelerde
oldugunu ama yine de bir degisimin oldugunu géstermislerdir [109].

Bu c¢alismada aldigimiz sonuglar dogrultusundainput direnci stellate ve
bushy ndronu i¢in sirastyla 231 = 116 MQ ve 308 + 185 MQ olarak bulunmustir.
Elde edilen bu veriler daha 6nce yapilan ¢alismalardan oldukga farkli oldugu
goriilmektedir. Ornegin bushy néronu igin input direncini Wang ve arkadaslar

(2006) 143,2 = 7,7 MQ [129] ve Mc.Ginley (2006) 66 = 21 MQ [130] olarak
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rapor etmisler. Benzer sekilde stellate néronu icin input direnci de oldukega farkli
rakamlar rapor edilmistir. Cao (2008) benzer evsaftaki hayvan materyali igin
91,2 + 11,4 MQ olarak bidirmistir [131]. Genel olarak literatiirde de bu hiicreler
i¢cin ¢ok genis bir degiskenlik bulunmaktadir. Bu degiskenlik, alinan kayit kalitesi
ile direkt iligkili oldugu diistiniilmektedir.

Aldigimiz kayitlarda stellate ve bushy néronu igin sirasiyla zaman sabiti
degerleri 6,17 £ 4,1 ve 4,6 = 3,3 ms olarak bulunmustur. Cao ve arkadaslar
(2008) 8,7 £+ 1,6 ms olarak bulmuslardir [131]. Zaman sabiti i¢in bu ¢alisma ile
benzerlik bulunmaktadir. Bushy néronu i¢in zaman sabiti rapor edilmemistir. Bu
nedenle bushy ndronu i¢in kiyaslama yapilamamaktadir.

Bu calismada stellate ndéronlarinin aksiyon potansiyeli atesleme desenine
bakildiginda stellate hiicresinde akim uygulamasi siiresince siirekli bir aksiyon
potansiyeli olusturdugu gézlemlenmistir. Bu bulgu literatiir ile uyumludur. Oertel
(2000), Fujino ve Oertel (2001) ve Cao (2008), Bal ve arkadaglar1 (2009) da
caligmalarinda benzer sekilde stellate néronunun tonik atesleme desenine sahip
oldugunu gostermistir [131, 133-135]. Oertel (2000), ve Aldo Rogelis A. (2006)
stellate noronundaki atesleme deseninin bu sekilde olmasinin altinda yatan neden
olarak yiiksek esikli K* kanal yogunlugunun bu hiicrelerde fazla olmasi, buna
karsin diisiik esikli K kanalinin ise az olmasindan kaynaklandig: bildirilmistir
[133, 136].

Bushy néronunda akim uygulamas: siiresince tek bir aksiyon potansiyeli
olusmustur. Benzer sekilde Mc. Ginley ve arkadaslarida (2006) ventral kohlear
cekirdekte yaptiklari calismada bushy noéronunda tek aksiyon potansiyeli

olustugunu goézlemlemislerdir [9, 130, 137]. Bushy noéronunun akim siiresince
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olusturdugu tek bir aksiyon potansiyelinin nedeni bushy ndéronunda bulunan
diisiik voltaj ile aktive olan K' kanal yogunlugunun fazla olmasimdan
kaynaklandig1 bildirilmektedir [110, 137].

Stellate noronu bipolar yapida olmasina ragmen bushy noronu kisa bir
dentritik dallanma gosterir [128]. Noronlardaki bu farklilik pasif zar 6zelliklerini
bliyiik dlgiide etkiler. Ayni zamanda ndronlarin tam bir gelisme saglamis olmasi
membranda bulunan iyon kanallarinin sayisinin artmasina bagli olarak input
direncine dogrudan etki eden faktdrlerdendir [109]. input direnci hiicre zarnda
bulunan iyon kanal yogunlugu ile de direkt iligkilidir [137]. Bir néronun
biiyilikliigii kapasitansinin degisimi {izerinde ¢ok etkilidir. Biiylik hiicreler yiiz
dl¢iimlerinin bilyiik olmas1 nedeniyle daha yiiksek bir kapasitansa sahiptir. input
direnci ise kapasitansin tam tersine kii¢iik hiicrelerde daha yiiksektir [138].
Stellate noronlarinin dendritik arborizasyonunun fazla olmasi, dolayisiyla yilizey
alaninin fazla olmasina neden olmaktadir. Bu nedenle stellate ndronlarinin zaman
sabitinin biiyiik olmasi bu ifade ile uyumludur. Bushy ndronlarinin zaman
sabitinin ise stellate noronlarina kiyasla kii¢iik olmasi1 dendritik arborizasyonunun

cok siirli olmasina baglanabilir.

6.2 TRPM2 kanahnin karakterizasyonu

Stellate ve bushy noronlarina TRPM2 katyon kanal agonisti olan H,0,
uygulamasi sonrasinda bushy néronunda 14 + 20,6 mV etki gozlenirken stellate
noronunda 21 + 6,35 mV’luk hiperpolarize edici bir etki goézlenmistir. Buna

karsin, stellate ve bushy néronlarina TRPM2 katyon kanal antagonisti olan Katalaz
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uygulamasi sonrasinda, bushy néronunda 4 + 1,14 mV’luk, stellate néronunda ise
9 + 3,4 mV’luk depolarize edici bir etki gozlenmistir.

TRPM2 katyon kanali agonisti olan H,O, bazi noronlarda oksidatif strese
bagl hiicre 6liimiinii tetiklerken substantia GABAerjik noronlarinda ise oliime
neden olmamaktadir [139]. H,O,’inapoptozu indiikleyici etkisi doza bagimli
degisiklik gosterdigi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda H,O,’nin bazi néronlarda
diisiik konsantrasyonlarda etki olusturmadigi gézlenmistir [127]. Buna ek olarak
endojen ve eksojen H,O; uygulanmas1 GABAerjik noronlarin depolarize olmasini
saglamistir [139]. Bu bulgu bizim c¢alismada elde ettigimiz bulgu ile
celismektedir. Bunun nedeni muhtemelen bu hiicrelerin sahip oldugu Katp
kanallar1 olabilir. Katp kanallarinin aktivasyonu, hiicrenin hiperpolarize olmasina
neden olur. Ancak kohlear gekirdekte bulunan bushy ve stellate noronlarina
eksojen H,0; uygulamasi sonrasinda depolarize edice bir etki beklenirken aksine
bu noéronlarda hiperpolarize edici bir etki gozlenmesi, stellate ve bushy
noronlarinda bulunan TRPM?2 katyon kanalinin tek basina H,O, indiiklenmesi ile
acillamayacagint veya aktive edilse bile yine oksidatif stres veya Hy0»
indiiklenmesi ile agilan Karp akiminin, daha baskin olmasindan dolayr H;O-
aktive olan Katp’nin yine H,0; ile aktive olan TRPM2 kanalinin etkisini
maskeledigi anlamina gelebilir [140].

Diger bir olasilik ise H,O; uygulamasinin her zaman TRPM2 katyon
kanalii1 Uyarmamas: da olabilir. Ornegin insan nétrofil graniilosit hiicrelerinde
H,0, TRPM2 kanalin1 aktive edememektedir [141, 142]. Bu durum TRPM2 igin

H,O2’nin  her zaman kullanilabilecek spesifik bir agonist olmadigini
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gostermektedir. Kohlear ¢ekirdek noéronlarindan real-time PCR  teknigi
kullanilarak TRPM2 iyon kanalinin varligi belirtilmistir.

H,0,’yi metabolize eden (pargalayan-yikan) enzim olan katalaz kullanilan
calismalarda H,O; etkisinin ortadan kaldirildigi rapor edilmistir [139]. Eksojen
veya endojen olarak artirilan H»,O, etkileri katalaz tarafindan bloklanmaktadir
[139]. Bizim galismamiz gosteriyor ki tek basina katalaz uygulamasi (bushy
noronu i¢in 4 + 1,14 mV, stellate noronu i¢in 9 + 3,4 mV) hiicreyi depolarize
etmektedir. Bunun nedeni hiicrenin metabolizmas1 sirasinda olusan H,0,’in
katalaz tarafindan yikimlanmasi sonucunda H;Ostarafindan aktive edilen Karp
inhibe etmesi olabilecegi diistiniilmektedir[139, 143].

Sonu¢ olarak bu c¢alismada kohlear c¢ekirdekteki stellate ve bushy
noronlarinin pasif ve aktif zar 6zellikleri belirlendi. Ancak kullanmis oldugumuz
agonist ve antagonistler ile TRPM2 Kkatyon kanali elektrofizyolojik olarak

karakterize edilememistir.
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