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OZET

Bazi hiicre siniflarinin elektrokimyasal aktivitelerinin sonucu olarak biyoelektriksel
potansiyeller iiretilir. Elektriksel olarak istiharat ve aksiyon potansiyeli ortaya gikar.

Aksiyon potansiyeli hiicre zarnnin zaman iginde 6zel iyonlara karsi Ozellikle

sodyum ve potasyuma gegirgenliginin degismesiyle ortaya ¢ikar.

Bu ¢aligmada, serebellar (beyincik) hiicrelerinden tek kanalli mikropipetlerle
spontan aksiyon potansiyellerinin kaydi i¢in bir donamim gerceklestirilmistir.
Gergeklestirilen bu donamimla, anti-psikotik ilaglarin bu hiicrelere olan etkilerinin

incelenmesi amaglanmistir.

Gelistirilen sistem sunlan igerir; 1) soliisyondaki iyonik akimi, teldeki elektron
akimina doniistiiren mikroelektrod, 2) hiicre icine giren mikropipet maniplatér, 3)
biopotansiyel sinyallerini yiikselten amplifikatdr, 4) 50Hz ve onun harmoniklerini siizen

filtre, 5) A/D ¢evirici ve 6) aksiyon potansiyellerini gériintiileyen ve katdeden bilgisayar.

Mikropipet mikromaniplatdre sabitlenir ve mikromaniplatér hareket ettirilerek
hiicreye girilmeye ¢aligilir. Hiicreye girildiginde beynin normal ¢aligmasi sirasinda olusan
aksiyon potansiyeli hem osiloskop ekraninda goriiliir. Istenirse bilgisayara kayit yapilir.
Daha sonra gergeklestirilen bilgisayar programiyla yapilan kayitlar filitrelenir ve incelenir.

Bu sistem kullanilarak Sprogue-Dowley siganlarindan (rat) hem in-vivo hem de in-

vitro olarak aksiyon potansiyellerinin kaydini yapmak miimkiin olmustur.

Anahtar Kelimeler : Aksiyon Potansiyeli, Membran Potansiyeli, Mikropipet,Yiiksek
Empedans, Giiriiltii, purkinje Hiicreleri, Beyincik
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SUMMARY

Design of a single-channel micropipette amplifier for recording and analysis

of action potential

Bioelectric potential are produced as a result of electrochemical activity of a certain

class of cells. Electrically they exhibit a resting and action potential.

The origin of the action potential lies in the voltage and time-dependent nature of

the membrane permabilities to specific ions, notably sodium and potassium.

In this thesis, a setup was designed to record the spontaneous action potential from
the cerebellum cells. This set up was aimed to observed the effect of anti-psychotic drugs

on the cells.

The whole steep consist of 1) microelectrode, converting Ionic current in solution
into electron currents to the gold wire, 2) the micropipette manipulator, providing insert
drift operation into the cells, 3) the amplifier, amplifying the action potential, 4) the high
pass filter, suppressing out frequency of 50Hz and its harmonics 5) the A/D converter, and
6) a PC, displaying and storing the action potential.

Micropipette is fixed to manipulator and by moving manipulator it is tried to be
entered to cell. When entered to cell, action potential which constituted during normal
brain actions is observed on oscilloscope and computer screens. If desired, the data can be
stored. Later, records are filtered and examined.

Using this setup we have successfully recorded the action potential from cerebellar

purkinje cells. The experiment was done not only in-vivo but also in-vitro.

Key words : Action Potential, Membrane Potential, Micropipette, High Impedance, Noise,
Purkinje Cells, Cerebellum
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Viicudun gesitli bolgelerinin birbiriyle haberlesebilmesi ve benzeri isler igin
Ozellesmis bazi hiicrelerde, 6zellikle kas ve sinir hiicrelerinde istirahat potansiyeli denilen
potansiyel farki devamli olarak mevcuttur. Bu gibi hiicrelerde, hiicrenin gesitli yollarla ya
da kendiliginden olusan (spontaneous) olaylarla hiicre i¢i ile digsi arasindaki elektriksel
potansiyel pozitife dogru bir degisim gosterir. Buna aksiyon potansiyeli adi verilir. Bu
béliimde, membran potansiyeli, aksiyon potansiyeli, aksiyon potansiyelinin ortaya ¢ikisi,
yayilis1 ve karakteristigi, bu elektriksel potansiyel farklarinin 6l¢iim yontemleri hakkinda
genel bilgiler verilmigtir. Ayrica, mikropipetlerden, mikropipet soliisyonlarindan ve
deneyler swasinda beynin in-vitro g¢alismalarda ig¢inde saklandigi soliisyondan

bahsedilmisgtir,

1.2. Membran Potansiyelleri ve Aksiyon Potansiyelleri

Viicudun biitiin hiicrelerinde membranin (hiicre zan) iki tarafi arasinda genligi
hiicrenin tiirline goére farklilik gosteren elektriksel potansiyel mevcuttur. Sinir ve kas
hiicreleri gibi bazi hiicreler ise “uyarnlabilir”” yani membranlarinda elektrokimyasal
impulslar yaratarak, bazi hallerde bu impulslar yardimiyle membran boyunca sinyalleri
iletebilirler. Bez hiicreleri, makrofajlar ve silyar hiicreleri gibi hiicrelerde ise membran
potansiyelindeki degisikliklerin birgok hiicre fonksiyonlarmin kontroliinde &nemli rol
oynamasi olasidir. Ancak burada, uyarilabilir hiicreler olan sinir (ndron) ve Kkas
hiicrelerinde silkun ve faaliyet sirasinda gelisen membran potansiyelleri hakkinda bilgi

verilecektir [1].

1.2.1. Membran Potansiyellerinin Temel Fizigi

Viicutta intraselliiler béliimdeki hiicre igi sivisi, ekstraselliiler siv1 ad1 verilen hiicre

dis1 sividan gok farklhidir. Hiicreler arasinda dolasan intersitisyel sivi ve kapiller ¢eperinden



gecebilen kan plazmasi ile birlikte ekstraselliiler siviyr olustururlar. Ekstraselliiler sivi
hiicrelere fonksiyonlan i¢in gerekli besin maddelerini, oksijeni ve Gteki gerekli maddeleri
saglar. Fakat hiicrelerin bu maddelerden yararlanmasi igin hiicre membranindan taginmalar
gerekir.

Sekil 1, ekstraselliiler ve intraselliller sivilarin bilesimlerini yaklasik olarak
gostermektedir. Ekstraselliiler sivimin biiyiik miktarda sodyum fakat ancak az miktarda
potasyum igerdigi goriiliiyor. Intraselliiler siv1 igin bunun tam tersi dogrudur. Ekstraselliiler
stvinin fazla miktarda kloriir igermesine karsn, intraselliiler siv1 ¢ok az kloriir igerir. Fakat
intraselliiler s1ivida, organik metabolizma ara maddelerinin hemen hepsinde bulunan fosfat
ve protein konsantrasyonu, ekstraselliiler stvidan daha yiiksektir. Intraselliller ve
ekstraselliiler sivilarin bilesimleri arasindaki bu farklar hiicrelerin normal fonksiyonlarint

siirdiirebilmesi igin hayati dneme sahiptir.

Elkstrasellitler st
Na' ——142 mEq 1 s EREE
K 4 mEq 1
Ca™ 5 mEq/fl
Mg* 3 kgl
Cl'- oo —— 103 g 1t
BCGOy: 28 mEq/1
Fosfatlar 4 mEq/l-
SO4 1 nEq/l
Glikeez S0 mwent-
Ao asitler. 30 menls
Kolasterol
Fosfblitlar 0.5 gt
Noétral yag
PO 35 mm Hg-
prH 74
pwoieinler- 2 greto-

Sekil 1. Ekstraselliiler ve intraselliiler sivilarin kimyasal bilesimleri [1].

Genel olarak negatif iyonlarn (anyonlarin) ¢ok kiigiik bir fazlalifi hemen hiicre
membraninin i¢ yiizii boyunca Sekil 2 A’da gosterildigi gibi s1ralan1rk.en, buna es sayida
pozitif iyonlar (katyonlar) da hiicre membraninin hemen dis yiizeyinde toplanir. Bunun
sonucunda hiicre i¢i ile dig1 arasinda bir membran potansiyeli geligir.

Membran potansiyelini yaratan nedenler:



1-Membranin iki tarafinda iyonlarin, konsantrasyon farkina dayali difiizyonu,
negatif ve pozitif yiikler arasinda bir dengesizlik yaratir.
2-Iyonlarin membrandan aktif transportu da yiikler arasinda dengesizlige yol
acar [1].
Sinir if Sinir Kfi

(4nyonlar) |(Anyonlar) (Anyonlar) | (Anyonlar)

+|~ + -+ +-
g .’:"'.‘\ + ‘/'. -.;-.\:‘ +*|-

P e’ e + PRt ALY +
KooK Lo Naogope
S 4+ N +-

4+ |+ +

(-54k?) (+§lm¥)
A B

Sekil 2. A) yalniz potasyuma gegirgen olan membrandan hiicre iginden hiicre disina
dogru difiizyona ugrayan potasyum iyonlarmin yarattifi, B) yalniz sodyuma
gecirgen membrandan sodyum iyonlarinin yarattig1 difiizyon potansiyeli [1].

Hiicre zarlarinin ortak 6zellikleri sunlardur;

1- Kalinlig1 70 ile 100 A® arasindadur.

2- Hiicre zarlan elektriksel olarak yahtkandirlar ve kapasitesi 1 pF/cm® olan
kondansatorlere benzerler.

3- Proteinlerden ve gesitli lipid molekiillerinden yapilmiglardir.

4- Su, kiiciik molekiiller ve yagda eriyen maddeler hiicre zarindan kolayca
gecebilirler. Yiikli molekiiller ve biiyitk molekiiller hiicre zarindan gegemezler ya da
giicliikle gegebilirler.

5- Hiicre zarmin gesitli kisimlari transport, uyarilma, ileti ve metabolizma gibi
fonksiyonlar i¢in dzellesmisgtir.

Membranlarin en 6nemli fizyolojik 6zellikleri difiizyon, osmoz ve transport olaylart
ile agiklanabilir [2].

1.2.1.1. Difiizyonun Yarattifs Membran Potansiyelleri

Sekil 2 A ve B’de sodyum ve potasyum aktif transportu bulunmayan bir sinir lifi
goriilmektedir. Sekil 2 A’da membranin iginde potasyum konsantrasyonu g¢ok yiiksek,



disinda ise diigiiktiir. Bundan bagka membran potasyuma ¢ok gegirgen oldugu halde 6teki
iyonlara gegirgen degildir. Hiicrenin iginden digina dogru biiyiikk potasyum gradyani
nedeniyle potasyum iyonlarn dlsar;ya dogru bilyiik bir diflizyon egilimi gosterirler.
Difiizyon sirasinda potasyum iyonlarn yiikleri disan tasiyarak membranin dis yiiziinii
elektropozitif yaparken, onlarla birlikte biiyiikliigii nedeniyle disariya dogru difiizyona
ugrayamayan negatif anyonlar membranin i¢ yiiziinii elektronegatif yapar. Membranin iki
tarafi arasindaki bu potansiyel farki potasyum iyonlarimi digaridan iceriye ¢ekme yoniinde
etkili olur. Hemen hemen bir milisaniye i¢inde bu potansiyel potasyum iyonlarinin disartya
difiizyonunu durduracak bir diizeye yiikselir. Bu noktadaki potansiyele potasyum iyonlan
icin Nernst potansiyeli denir. Sekil 2 B’de ayni etki gériilmektedir. Ancak Sekil 2 A’dan
farkli olarak, hiicre membrammmin dis yiizeyinde sodyum iyon konsantrasyonu yiiksek,
icinde ise sodyum konsantrasyonu diigiiktiir. Bu iyonlarda pozitif yiiklidiir. Ancak, bu kez
membran sodyum iyonlarina ¢ok gegirgen oldugu halde biitiin 6teki iyonlan gegirmez.
Sodyum iyonlarinin igeriye dogru difiizyonu simdi ters ydnde, dis tarafta negatif, igte
pozitif olmak iizere bir kutuplagma yaratir. Membran potansiyeli yine bir ka¢ milisaniye
icinde sodyum iyonlarimin daha fazla difizyonunu 6nleyecek bir diizeye yiikselir. Bu
andaki potansiyele sodyum iyonlan i¢in Nernst potansiyeli denir [1].

Boylece Sekil 2 A ve B’de goriildiigii gibi segici gegirgen bir membranin iki
tarafindaki iyon konsantrasyonlan arasindaki fark, uygun kosullar altinda membran
potansiyelini yaratabilir. Bu bdliimde daha sonra incelenecegi gibi, sinir ve kaslarda impuls
iletisi sirasmda meydana gelen potansiyel degisiklikleri, hizla gelisen difiizyon membran

potansiyelinin degismesi sonucudur [1].
1.2.1.1.1. Nernst Denklemi

Goriildiigii gibi tek bir iyonun konsantrasyon farki membrandan diflizyona neden
olarak membran potansiyelini yaratir. Bu potansiyelin bilyiikliigii iyonlanin bir yonden
Otekine dogru difiizyon orammna baghdir. Pozitif iyonlar igin asagidaki formiille bu
potansiyel hesaplanabilir:

EMF (milivolt) = -61 log ( kons;¢/konsg ) (D



Boylece, pozitif iyonlarin membranin igindeki konsantrasyonu digindakinin on kati
ise log 10 = 1 olacak ve potansiyel farki -61 milivolt bulunacaktir. Bu denkleme Nernst
denklemi ve geligen potansiyele de Nernst potansiyeli ad1 verilir.

Nernst potansiyelinin difiizyon sonucu olarak gelismesi i¢in iki kogul gereklidir:

1- Membran segici gegirgen olmali ve yalmz bir ¢esit iyonun difiizyonuna elverisli

bulunmal: biitiin 6teki iyonlan gegirmemelidir.

2- Gegebilen iyonun konsantrasyonu membranin bir tarafinda Otekine gore daha

yiiksek olmalidir.

Nemst denklemini kullanarak sinir membraninda Nernst potansiyelini hesaplamak
icin ilk olarak membranin yalniz sodyum iyonlarma, ikinci olarak da, yalmz potasyum
iyonlarma gegirgenligini kabul edelim.

Potasyum iyonlarinin sinir lifi iginde normal konsantrasyonu yaklagik litrede
140mEq gram ve diginda 4 mEg/L gramdir. Bunlarin oram 35, log 35 de 1.54 bulunur.
Bunu -61’le ¢arparsak potasyum i¢in Nernst potansiyeli membranmn iginde -94 milivolt
hesaplanir [1,3].

Sekil 3 A’da membranin yalniz potasyum iyonlarina gegirgen oldugu kabul edilerek
bu durum, membranin i¢i ile disindaki potasyumlar arasinda agik bir kanal temsil
edilmistir. Icerdeki ile digardaki potasyumlar arasindaki yiiksek oran (35/1) nedeniyle,
Nernst potansiyeli bu orana uygun olarak -94 mV hesaplanir. Boylece eger membran
istirahat potansiyelini yaratan tek faktér bu olsaydi, potasyumun yaratacagi difiizyon
potansiyeli sinir lifinin i¢inde, sagda gostereldigi gibi, -94 mV olacakt1.

Sodyum iyonlarinin sinir membram i¢indeki konsantrasyonu yalmz 14mEq/L
disinda da 142mEq/L dir. Bdylece ikisinin oram 0.10, log 0.10 da -1.00 olarak
hesaplanir. Bunu -61’le garparsak sodyum igin Nernst potansiyeli sinir lifi membram iginde
+61 milivolt bulunur.

Sekil 3 B’de membramin K'-Na* sizma kanallarindan kiigiik miktarda sodyumun
sizmasiyla, yani membranin sodyum iyonlarna ¢ok az da olsa, gegirgen olmasiyla ortaya
¢tkan durumu gostermektedir. Membranin i¢i ile dis1 arasinda sodyum iyonlarnin oram
0.1, buna gore hesaplanan Nernst potansiyeli de igerisi pozitif olmak fizere +61 mV’dir.
Fakat Sekil 3 B’de goriildiigii gibi potasyum difiizyonu igin Nernst potansiyeli -94
mV’dur.Acaba, bunlar nasil etkilegir ve sonugta nasil bir potansiyeli oldugu ortaya gikar ?

Bunun cevab: Goldman denklemiyle daha 6nce verilmisti. Bunlan g6z oniinde tutmasak da



potasyuma yiiksek gegirgenlik gOsteren, buna karsin sodyuma gok az gegirgen olan bir
membranda, potasyum difizyonunun sodyum difiizyonundan ¢ok daha fazla membran
potansiyeline katkida bulunmasi akla yakindir. Normal sinir lifinde membranin
potasyuma gegirgenligi sodyumun yaklasik 100 kati kadardir. Ileride gdrecegimiz
Goldman esitligine bu deger yerlestirilirse membranin igindeki potansiyel seklin
sagmda goriilecegi gibi -86 mV bulunur [1,3].
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Sekil 3. Ug ayn kosulda, sinir liflerinde membran istirahat potansiyelinin

gelisimi [1].

Bu nedenle, sinir membranindan iyonlar pompalanmadig taktirde, membran yalniz
sodyuma gegirgen olup, biitiin 6teki iyonlan gegirmeseydi, sinir lifi i¢inde potansiyel +61
milivolt olacakti. Aksine membran yalmz potasyuma gecirgen olup, oOteki iyonlar
gecirmeseydi membran potansiyeli -94 milivolt olacakti. Daha ilerideki konularda
gorecegimiz gibi silkkun kogullarinda membran potansiyeli -90 milivolt olup, potasyum
Nernst potansiyeli olan -94 milivolta ¢ok yakin bir degerdir. Gergekten de siikun
durumunda membran potasyum iyonlarina ¢ok gegirgen, halbuki sodyum iyonlarna ¢ok az



gecirgendir. Ote yandan bir sinir impulsu iletilirken yani aksiyon potansiyeli varken
membran bir saniyenin kii¢iik bir boliimiinde sodyuma karsi, potasyumdan ¢ok daha
gegirgen olur. Bu saniye dilimi iginde membran potansiyeli yaklagik +45 milivolta, yani

potasyumun Nernst potansiyeline yakin bir degere yiikselir.

1.2.1.1.2. Membran Cesitli Iyonlara Gegirgen Oldugunda Difiizyon

Potansiyelinin Hesaplanmasi

Membran farkli bir ¢ok iyonlara gecirgen oldugu zaman gelisen difiizyon
potansiyeli ii¢ faktére bagimhidir:

1- Her iyonun elektriksel yiikiiniin ¢esidi

2- Membranin her iyona gegirgenligi (P)

3- Membrann igindeki (i) ve digindaki (o) konsantrasyonuna ( C ).
Asagidaki sabit alan denklemi, Goldman-Hodgkin-Katz denklemi ile membranin iginde
gelisen membran potansiyeli hesaplanabilir. Burada (Na"),(K") pozitif iyonlartyla kloriir
tyonu (CI) tek negatif iyon olarak dikkate alinmigtir.

Cna'iPna’ + Ck' Pk + ColoP or
EMF (milivolt)=-61 log (2)

+ + B -
Cna oPNa. + Cx'oPk’ + CoriP i

Bu denklemin anlamini ve 6nemini gérelim. Ilk olarak, sodyum, potasyum ve kloriir
iyonlar1 sinir ve kas liflerinde oldugu gibi merkezi sinir sisteminin néron hiicrelerinde de
membran potansiyelinin gelismesine katkida bulunan en 6nemli iyonlardir. Bu iyonlarin
membrandaki konsantrasyon gradyanlann membran potansiyelinin voltajm saptayan
elemanlardir.

Ikinci olarak voltajn belirlenmesinde her bir iyonun 6nemi, o iyona karsi
membranm gegirgenligi ile dogru orantihdir. Boylece eger membran potasyum ve klor
iyonlara gegirgen degilse yalmz sodyumun konsantrasyon gradyani membran
potansiyelini belirler ve geligen potansiyel sodyumun Nernst potansiyeline esit olur. Aym

ilke membranin yalmz birine segici gegirgen olmasi halinde 6teki iyonlar i¢in de gegerlidir.



Ugiincii  olarak bir pozitif iyon i¢in membranin iginden digmna dogru bir
konsantrasyon gradyani, membranin iginde elektronegatiflik yaratir. Bunun nedeni igeride
daha yiiksek konsantrasyonda bulunan pozitif iyonlarn disanya dogru difiizyonu sirasinda,
pozitif yiikleri digartya dogru tasirken, negatif olan anyonlan igeride birakmasidir. Negatif
bir iyon igin eger bdyle bir gradyan varsa olay ters yonde gelisir. Yani, disaridan igeriye
dogru bir gradyana sahip olan kloriir iyonlan hiicre i¢inde negatiflik yaratir. Ciinkii negatif
yiiklii kloriir iyonlan igeriye dogru diflizyona ugrarken pozitif iyonlart digartya birakar.

Dérdiinciisii, daha sonra goriilecegi gibi, sodyum ve potasyum Kkanallarinin
permeabilitesi sinir impulsunun iletisi sirasinda ¢ok hizli degisirken, kloriir kanallarinda
bityiik bir degisme gorilmez. Bu nedenle sinir impulslarnin iletisinde sodyum ve

potasyum gegirgenliindeki degisiklikler en 6nemli rolii oynarlar [1].

1.2.1.2. Sodyum Potasyum “Elektrojenik Pompas1” ve Aktif Transportun
Yarattifs Membran Potansiyelleri

Sekil 4, membran potansiyelinin baska bir yoldan gelismesini gosteriyor, bu da aktif
trasporttur. Sodyum potasyum pompasiyla, 2 potasyum igeriye pompalanirken, 3 sodyum
iyonu hiicreden disariya atilir. Béylece pompanin her siklusunda sinir lifinin i¢ tarafi bir
pozitif yik kaybeder. Membran hiicrenin i¢indeki negatif yiiklii iyonlarin (anyonlarin)
¢oguna gegirgen olmadig: igin, bu olaymn devami membranin igindeki negatif yiikleri
cogaltacak, disinda da pozitif yiikleri arttiracaktir. Sekil 4’te goriildiigi gibi sinir
membraninin i¢ yiizii negatif yiiklenecektir. Sodyum-potasyum pompasina, bdyle bir
membran potansiyeli yaratabildigi i¢in elektrojenik pompa da denilmektedir.
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Sekil 4. Sinir membramindan Na*-K" elektrojenik pompasiyla sod ve potasyum
p yum ve p

iyonlar1 pompalanirken gelisen membran potansiyeli [1].



Yine, 6nceki boliimdeki tartijmadan ¢ikan sonuca goére, hiicre membraninin iki
tarafi arasindaki sodyum ve potasyum gradyanlanindan Na*-K* pompasi sorumludur. Yani
sodyumun disartya dogru siirekli pompalanmas: sinir lifi i¢inde sodyum konsantrasyonunu
normalde ¢ok azaltirken, potasyum iyonlarinin ige dogru pompalanmasi da hiicre iginde
potasyum iyonlarinin yiiksek konsantrasyona ulagmasina yardimci olur. Bu béliimde daha
sonra goriilecegi gibi, birgok sinir impulslan iletildikten sonra, hiicre membranindan
sodyum ve potasyum konsantrasyon gradyanlari, aksiyon potansiyelleri sirasinda bu
iyonlarin diflizyonu nedeniyle azalir, fakat Na'-K" pompast hizla, tekrar uygun
kosantrasyonlari saglar [1].

Sekil 3 C’de sodyum-potasyum pompasimnin da ek katkis1 goriilmektedir. Sekilde
sodyum iyonlarinin ¢ok az, potasyum iyonlarinin ¢ok daha bilyiik difiizyonu ile, sodyum
iyonlarmin siirekli olarak digartya, potasyum iyonlarmn da e§ zaman olarak igeriye
pompalandiklan gériilmektedir. Fakat daha dnce sdylendigi gibi, pompalanan sodyumla
potasyumun oranlart 3/2°dir. Sodyum iyonlarinin disariya pompalanmasi potasyumun
iceriye pompalanmasindan daba fazla oldufundan, membranin igindeki pozitif yiikler
siirekli olarak kaybedilir. Bu da difiizyonun tek bagina yaratacagindan daha biiyiik
negatiflife yol acar. Boylece Sekil 3 C’de goriildiigii gibi, net membran potansiyeli biitiin
bu faktérlerin ayn1 zamanda etkisiyle -90 mV bulunur.

Ozetle, yalmiz sodyum ve potasyum difiizyonunun yaratacag difiizyon potansiyeli
membran potansiyelini yaklagik -86 mV yapacakti ve bunun hemen hepsi potasyum
difiizyonu ile belirlenecekti. Membran potansiyeline -4 mV eklenmesinde Na™-K"
pompalanmasinin katkisi vardir, bdylece membranin net istirahat potansiyeli -90 mV olur.

Membran istirahat potansiyeli genis iskelet kas liflerinde, kahn sinir liflerinde
oldugu gibi yaklagik -90 mV’dur. Buna karsin kii¢iik sinir lifleri ve kiigiik kas liflerinde,
Omegin diiz kas ve merkezi sinir sisteminin bir ¢gok noéronlarinda -90 mV degil -40 ile -60

mYV arasinda bulunur.
1.2.1.3. Bir Elektriksel Kapasitor Olarak Hiicre Membram
Simdiye kadar verilen sekillerde daima membran potansiyelini yaratan negatif ve

pozitif iyon yiiklerini membranin her iki yiiziine dizilmig olarak gordiik. Elektrik yiiklerinin

sinir lifinin iginde ya da diginda intersitisyel sividaki diizeninden séz edilmedi. Negatif ve
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pozitif yiikler hiicre membranmna komsu olanlar disinda, tamamen birbirine esittir. Buna
elektriksel notrliik ilkesi adi verilir ve her pozitif iyonun yaninda onu nétrlestirecek bir
negatif iyonun bulundufunu belirtir. Aksi taktirde sivilar iginde milyarlarca voltluk
elektriksel potansiyel ortaya gikacakt.

Pozitif yiikler membranin digina pompalandii zaman membranin dis yiiziinde
dizilirken, i¢ yiiziinde onlarin geride biraktiklar1 anyonlar dizilir. Bu membranin dis ve ig
yiizleri arasinda pozitif ve negatif yiiklerden olugan bir dipol tabakasi yaratir. Bunlarin
disinda sivinin her yerine dagilmus es sayida pozitif ve negatif yiikler bulunmaktadir. Ayni
olay bir kondansatoriin plakalan elektrikle yiiklendigi zaman da goriiliir. Bdylece, pozitif
ve negatif yiikler plakalar arasindaki yalitkan membramn karsit yiizeylerinde dizilirler.

Hiicre membraninin asin inceligi nedeniyle (yalmiz 7-10 nm) kapasitesi yiizeyine
gore ¢ok biiyiik, her santimetrekare i¢in yaklasik 1mikro Faraddir.

Elektrod sinir membraninin diginda oldugu zaman kaydedilen potansiyel sifir olup,
ekstraselliiler sivinin potansiyelini géstermektedir. Kaydedici elektrod hiicre membraninin
elektiriksel dipol tabakasini gegerken potansiyel ani olarak -90 milivolta diiser. Elektrod
lifin i¢ boliimiinii gegerken elektriksel potansiyel sabit bir diizeyde kalr, fakat membranin
kargit yiizeyinde tekrar ani olarak sifira doner. Sinir membraninmn bir kondansatér gibi
gorev yapmasmin Ozellikle bir noktadan bilyilkk 6nemi vardir. Membranin i¢ yiiziinde
negatif bir potansiyelin yaratilmasi i¢in mutlaka yeteri kadar pozitif iyonun digarya
taginarak membranin kendisinde bir elektriksel dipol tabakasi yaratilmasi gerekir. Bu sirada
sinir lifi i¢inde kalanlar hem negatif hem de pozitif olabilir. Sinir lifinin i¢inde -90 milivolt
kadar normal bir potansiyel yaratmak igin inanilmayacak kadar az sayida iyonun
aktarilmasinin yeterli oldugu goriiliir. Lifin igindeki tiim pozitif yiiklerin ancak 1/500 000
‘inin transferi gerekir. Ayni sekilde lifin igine gdgen buna esit az sayidaki pozitif iyon da -
90 milivoltluk potansiyeli saniyenin 1/10 000’ i kadar kisa siirede +35 milivolta yiikseltir.
Iyonlarn bu sekilde izl kaymas ileride tartisilacag gibi sinir impulsunu olugturur [1].

1.2.2. Sinirlerde Membran Istirahat Potansiyeli
Kalin sinir liflerinde membran potansiyeli, sinir sinyalleri iletilmedigi zaman yani

siikun durumunda yaklagik -90 milivolt (mV) kadardir. Bu lifin i¢indeki potansiyelin, lifin
digindaki interstisyel siviya gdre 90 milivolt daha negatif olduu anlamim tasir. Bu
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potansiyelin olusunu agiklamadan Once, siikun durumundaki membrandan sodyum ve

potasyumun taginma 6zelliklerini ele alalim [1].

1.2.2.1. Sodyum-Potasyum Pompasi, Membrandan Sodyum ve Potasyumun
AKtif Transportu

Onceki béliimden hatirlanacag gibi, viicuttaki biitiin hiicre membranlarinda giiglii
bir sodyum-potasyum pompasi bulunur ve sodyumu hiicre disina, potasyumu hiicre igine
pompalar. Bir kere daha hatirlayalim ki, bu bir elektrojenik pompadir. Ciinkii pozitif
yiikleri i¢eriden daha ¢ok disariya pompalayarak, igerde pozitif iyon eksikligi yaratir ve
boylece hiicre membraninin i¢i negatif yiiklenir.

Sodyum-potasyum pompasi, sodyum, potasyum ig¢in sinir membraninda siikun
durumunda ¢ok biiyiik bir konsantrasyon gradyam yaratir. Bu gradyanlar asagidaki gibidir;

1.2.2.2. Sinir Membranmdan Sodyum ve Potasyum Sizmasi

Sekil 5’de sagda hiicre membraninda sodyum ve potasyum iyonlarinin sizabilecegi
kanal tipindeki bir tasiyici protein goriilmektedir. Bu proteinlerin kanallarina potasyum-
sodyum sizma kanallan1 adi verilmektedir. Potasyum {izerinde durulmasinin nedeni, bu
kanallarin potasyuma normalde sodyumdan 100 kat daha gegirgen olmasidir. Bu farkli
gecirgenligin normal membran istirahat potansiyelinin olusumundaki 6nemi daha sonra

tartigilacaktir.

Na k¥
é\'ﬁ,"
St
h{@ rr.m’}
rA)

+ +
K e ¥ K

ATP
Ne"K* pompann  Na"K" sizma kanallan

Sekil 5. Na*-K" pompasimin fonksiyonel karakteristikleri ve s1zma kanallan [1].
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Tablo 1. Hiicre igindeki ve digindaki Na* K* konsantrasyonlari [1].

iyon i¢ dis
Na' 14 mEg/L 142 mEg/L
K" 140 mEq/L 4 mEqg/L,

Tablo 2. Na” ve K™"un hiicre igi ile dis1 arasindaki konsantrasyonlarinin birbirine orani [1}.

Na'i¢ / Na'dis 0.1
K'ig / K dis 35.0

1.2.3. Sinir Aksiyon Potansiyeli

Sinir sinyalleri, membran potansiyelindeki hizl1 degismelerden ibaret olan aksiyon
potansiyelleri ile iletilir. Her aksiyon potansiyeli normal istirahat potansiyelinin negatif
degerden ani olarak pozitif bir degere dogru yiikselmesiyle baslar ve hemen hemen aym
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hizla tekrar negatif potansiyele doniis olur. Aksiyon potansiyelinin olugabilmesi i¢in esik
bir degerin asilmasi gerekir. Bu esik deger her ndron grubu igin degisik olup genelde
ortalama 20-30 mV civarindadir. Yani istirahat potansiyelinin 20-30 mV kadar pozitif yéne
kaymast aksiyon potansiyelinin olugmasini saglar. Sinir sinyalinin iletisinde aksiyon
potansiyeli sinir lifi boyunca sinir ucuna kadar yayihr. Sekil 6’nin ist boliimiinde
membranda aksiyon potansiyeli sirasinda meydana gelen degisiklikler goriilmektedir.
Sekilde pozitif yiiklerin baslangigta lifin i¢ine dogru gdéetiigii ve sonunda da tekrar disa
dogru dondiigii dikkati ¢ekmektedir. Seklin alt bdliimiinde, membran potansiyelinin
saniyenin onbinde biri gibi kisa bir siire i¢inde degisimiyle aksiyon potansiyelinin ani
olarak ortaya ¢ikt181, siikkun doniisiin de hemen hemen esit hizda oldugu belirtilmistir.

Aksiyon potansiyelinin birbirini izleyen asamalan asagidaki terimlerle belirtilir:

Siikun Dénemi: Aksiyon potansiyelinden Onceki istirahat potansiyelini belirtir. Bu
asamada biiyiik bir negatif membran potansiyeli bulunmas: nedeniyle, membran polarize
durumdadar.

Depolarizasyon Donemi: Bu sirada membran sodyuma kars1 biiyiik bir ge¢irgenlik
kazanarak, ¢ok biiyilk miktarda sodyum iyonunun aksonun igine akmasina yol agar.
Normal -90 mV’luk “polarize” durum kaybolur ve potansiyel hizla pozitif yoénde yiikselir.
Buna depolarizasyon denir. Kalin sinir liflerinde membran potansiyeli genellikle sifir
diizeyini “asarak” hafifce pozitif olur. Fakat bazi kiigiik lifler ve merkezi sinir sistemi
néronlarnin ¢ogunda potansiyel ancak sifir diizeyine yaklasir ve pozitif duruma gegmez.

Repolarizasyon Donemi: Membranin sodyuma gegirgenligi ¢ok arttiktan sonra,
saniyenin onbinde birleri kadar bir siire iginde sodyum kanallari, hemen hemen agildiklar
hizda kapanirlar. Daha sonra potasyum iyonlarinin disa dogru hizli difiizyonu normal
negatif istirahat potansiyelinin tekrar olusmasini saglar. Buna membranin repolarizasyonu
ad verilir.

Depolarizasyon ve repolarizasyon olaylarmi ayrintilaniyla incelemeden Once sinir

membraninda bulunan bagka tipteki iki tasinma kanalinin 6zelliklerini tanimlayalim:

1.2.3.1. Voltaj-Kapih Sodyum ve Potasyum Kanallar

Aksiyon potansiyeli aminda  sinir membraninin  depolarizasyon = ve

repolarizasyonunda bag rolii oynayanlar voltaj kapili sodyum kanallaridir. Bunun yaninda
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voltaj kapili potasyum kanallar1 da baz: sinir liflerinde membranin hizhi repolarizasyonu
bakimindan 6nemli rol oynar. Bu iki voltaj kapili kanal, sodyum-potasyum pompasina ve
sodyum potasyum sizma kanallarina ek bir gérev yaparlar. Voltaj kapili kanallardan bagka
mekanik kapili ve kimyasal kapili kanallar da mevcuttur [1].

1.2.3.1.1. Voltaj-Kapih Sodyum Kanallan ve Bunlarin Aktivasyonu,

Inaktivasyonu

Sekil 7’ﬁn {ist boliimiinde voltajla kapanip acilan voltaj kapili kanallarin ii¢ ayn
durumu goériillmektedir. Bu kanal, biri dis tarafa yakin aktivasyon kapis1 oteki de i¢ tarafa
yakin inaktivasyon kapisi adi verilen iki aym kaptya sahiptir. Sol tarafta bu iki kapinin
membran potansiyeli -90 mV oldugu zaman normal siikun halindeki durumu goéstermistir.
Bu durumda, aktivasyon kapis1 kapali oldugundan, sodyum iyonlarmin bu sodyum
kanallarindan lifin igine girmesi 6nlenmistir. Ote yandan inaktivasyon kapisi agik oldugu
i¢in sodyum iyonlarinin hareketine engel olmaz.

Sodyum Kanalinin Aktivasyonu: Membran potansiyeli siikun durumundan daha az
negatif olursa, yani, -90 mV’dan sifira yiikselirse genellikle -70 ve -50 mV’da aktivasyon
kapisinda ani bir konformasyon degisikligi yaratarak, onu agik duruma getirir. Aktif durum
denen bu durumda sodyum iyonlart bu kanaldan igeriye akarak, membranin sodyum
gecirgenligini 500-5000 kat artirir. |

Dis + +
Kapumun aktivasyorn N & Na

Y
Kapiun inaktivasyom .
Sidkan Aktif Inaktif
(-90 m¥) (-90'dan 35 mVa gecikrmis)
) Ry ol Sow
T o ¥. %
Ve AN
. K K
{ -90 m ar ti n
Ig Sitkoun (-90 mV) Yavag aktivasyo

(-90'dan 35 m¥V'a)

Sekil 7. Voltaj kapili sodyum ve potasyum kanallarinin karakteristikleri [1].
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Sodyum Kanalinin naktivasyonu: Sekil 7’nin iist boliimiinde en sagda sodyum
kanalmin son durumu goériilmektedir. Aktivasyon kapismm agan voltaj yiikselmesi,
inaktivasyon kapisim1 da kapatir. Ancak, inaktivasyon kapisinin kapanmasi aktivasyon
kapismnin  agilmasindan saniyenin onbinde birleri kadar sonra meydana gelir. Yani,
inaktivasyon kapisim1 kapanmis duruma gegiren konformasyon degisikligi yavas bir olay
oldugu halde, aktivasyon kapisimi agan konformasyon degisikligi ¢ok hizli bir olaydir. Bu
nedenle, sodyum kanali, saniyenin onbinde birleri kadar agik kaldiktan sonra, ani olarak
kapanir ve sodyum iyonlan artik membranin i¢ine akamaz. Bu anda membran potansiyeli
tekrar siikun durumuna dogru dénmeye baslayarak repolarizasyon olay1 gergeklesir.

Sodyum kanalinin ¢ok Onemli karakteristigi, inaktivasyon kapisinin, membran
potansiyeli tam baglangi¢ istirahat potansiyeli diizeyine ya da ona yakin bir degere
doniinceye kadar tekrar agilmamasidir. Boylece soyum kanallarinin, sinir lifi repolarize

olmadan tekrar agilmas1 miimkiin degildir.

1.2.3.1.2. Voltaj-Kapih Potasyum Kanallar1 ve Aktivasyonlar:

Sekil 7’nin alt boliimiinde voltajla agilip kapanan potasyum kanallarmin iki ayn
durumu gériilmektedir: Membran siikun durumunda aksiyon potansiyeli sirasinda. Siikun
durumunda potasyum kanalmn kapisi kapalidir. Seklin sol tarafinda goriildiigi gibi
potasyum iyonlarinin digariya ¢ikmasi engellenir. Membran potansiyelinin -90 mV’dan
sifira dogru yiikselmesi, kapmin yavagga agilmasim saglayacak bir konformasyon
degisikligi yaratir ve bu potasyumun membrandan diganya dogru difiizyonunu arttirr.
Ancak potasyum kanallarinin agilmasindaki yavashik nedeniyle bu agilma sodyum
kanallarinin inaktivasyonla kapanmasina rastlar. Boylece sodyumun hiicreye girisi

azalirken, ayn1 zamanda potasyumun hiicreden ¢ikis1 repolarizasyon olaymi ¢ok hizlandirir

ve nntancivel canivenin anhinde hirleri kadar hir «iire icinde tamamen istirahat
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ve Huxley Nobel odiiliine laytk goriildiiler. Bu g¢aliymalanin ilkesi Sekil 8 ve 9’da
goériilmektedir.

Amplifikator

Sekil 8. Ozgiin kanallardan iyon akimmi incelemede kullamlan voltaj klamp:
metodu [1].

Sekil 8’de farkli kanallardan iyon akimlarim 6lgmek ig¢in kullanilan ve voltaj
klampi ad1 verilen deneysel diizenek goriilmektedir. Simdi bu voltaj klampimi agiklayalim.
Sinir lifine iki elektrod sokulu. Bunlardan biriyle membran potansiyelinin voltaji 6lgiiliir.
Otekisiyle sinir lifinin igine yahut bu liften disartya dogru elektrik akimi verilir. Bu cihaz
su sekilde kullanilir: Arastirici sinir lifi i¢inde hangi voltaj1 yaratacagina karar verir, sonra
aygitin elektronik boliimiinii istenen voltaja ayarlar. Onceden operatér tarafindan saptanan
degerdeki voltaji sabit tutmak i¢in gereken pozitif ya da negatif elektrik akimi, otomatik
olarak akim elektrodu ile gonderilir. GOnderilen voltaj diizeyi de voltaj elektrodu ile
Slgiiliir.

Omnegin, eger membran potansiyeli bu voltaj klampla -90 mV’dan ani olarak sifira
yiikselirse, voltaj kapili sodyum ve potasyum kanallan agilarak, sodyum ve potasyum bu
kanallardan akmaya baglar. Bu sirada voltaj klampinin akim elektrodundan da intraselliiler
voltaji sifir diizeyinde tutacak elektrik akimi enjekte edilir. Bunu saglamak igin, akim
elektrodundan enjekte edilen akimin, membran kanallarindan net akima tam egit, fakat ters
yiiklii olmas: gerekir. Her an igin ne kadar akim geg¢tigini 6lgmek iizere akim elektrodu bir
osiloskoba baglanarak, akim sekildeki gibi, osiloskop ekraninda gézlenir. Nihayet aragtirict
sinir lifinin i¢ ve diginda iyonlarin konsantrasyonunu ayarlayarak deneyi tekrarlar.

Bu deney ilk olarak yumusakgalardan miirekkep balifinin dev aksonunda
yapilabilmistir. Eger bu aksonun i¢ ve disina membrandan gegen iyon olarak sodyum
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konursa voltaj klampi yalniz sodyum kanallarindan gegen akimi 6lger. Eger membrandan
gecen iyon olarak yalmz potasyum bulunursa, potasyum kanallarindan gegen akim 6lgiiliir.
Belirli kanallardan iyon akimini incelemek igin uygulanan baska bir yéntem de ayn1
tipteki kanallar1 kapatan maddeleri ayn ayn uygulamaktir. Omegin, sodyum kanallar,
sodyum aktivasyon kapilarnin bulundugu hiicre membraminin dis yiizeyine uygulanan
tetradotoksin ad1 verilen bir zehirle inaktif edilir. Tetraetilamonyum iyonu ise sinir lifinin

i¢ine uygulandig1 zaman potasyum deliklerini kapatir.

30+
5%
=20+
5 —g 10l
2§l
-S0m¥ + 10mv -90mV
1 embran potansy
1] 1 2 3
Zaman { msn)

Sekil 9. Sodyum ve potasyum iyon kanallarinin iletkenliginin membran potansiyeli
2msn i¢in silkkun degeri olan -90mV’dan ani olarak 10mV’a ¢ikisi
sirasindaki degisimi [1].

Sekil 9, membran potansiyeli, voltaj klamp: ydntemiyle ilk olarak -90 mV‘tan
+10 mV’a ve 2 milisaniye sonra da tekrar -90 mV’a ¢evrildigi zaman, voltaj kapil1 sodyum
ve potasyum Kkanallarinin iletisindeki degisiklikleri gostermektedir. Sekilde membran
potansiyeli pozitif degere yiikseldikten hemen sonra, milisaniyenin béliimleri iginde,
sodyum kanallarinin ani agildif1 (aktivasyon durumu) goriilmektedir. Hemen hemen bunu
izleyen milisaniye i¢inde sodyum kanallar otomatik kapanmakta (inaktivasyon durumu) ve
pozitif membran potansiyelinin baslangicindan yaklagik 1.5 milisaniye sonra kapanmig
bulunmaktadir. Boylece, membran potansiyeli orjinal silkkun durumuna dénmeden ¢ok daha
dnce sodyum kanallar1 tamamen kapanmis ya da “inaktive” olmustur.

Simdi, potasyum kanallarinin agilisindaki (aktivasyon) farki gérelim. Bunlar yavag
acilarak, ancak sodyum kanallani tamamen kapanmi§ duruma gegtikten sonra tam agik
duruma gegerler. Bundan bagka potasyum kanallan bir kere agildiktan sonra pozitif
membran potansiyeli siiresince agik kalip membran potansiyeli tekrar -90 mV’a diisiinceye

kadar kapanmazlar.
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Voltaj kanallarimin normalde agik ya da kapali duruma ani olarak gegtiklerini
hatirlarsak, Sekil 9’daki egrilerin biyle diizgiin egimini nasil agiklayabiliriz? Bu sorunun
cevabi, egrilerin binlerce kanaldan ayni1 zamanda sodyum ve potasyum iyonlarmin akigini
temsil etmeleridir. Bunlarin bazilari, bir voltaj diizeyinde, Gtekiler bagka bir voltaj
diizeyinde a¢ilirlar. Ayni sekilde, inaktivasyon da degisik kanallarda farkli noktalarda olur.

Boylece egriler birgok kanallardan akimin toplamini géstermektedir.

1.2.3.2. Aksiyon Potansiyelini Yaratan Olaylarin Ozeti

Aksiyon potansiyelini ve hemen ondan sonra birbirini izleyen olaylan
gostermektedir. Bunlar $6yle siralanabilir:

En altta membranin sodyum ve potasyum iyonlarina gegirgenligindeki degismeler
goriilmektedir. Siikun durumunda aksiyon potansiyeli baslamadan Once, potasyum
iyonlarna iletkenlik, goriildiigi gibi, sodyum iyonlan iletkenliginin 50-100 kat: kadar
biiyiiktiir. Bu potasyum iyonlarinin, sizma kanallarindan sodyum iyonlarmna gore ¢ok daha
fazla gecisine baghdir. Aksiyon potansiyelinin baslangicinda sodyum kanallan ani olarak
aktive olup, sodyum iletkenligini 5000 kat arttirir. Daha sonra, inaktivasyon olayr hemen
aymi ¢abuklukta, milisaniyenin birka¢ boliimii iginde sodyum kanallarin: kapatir. Aksiyon
potansiyelinin baglamasi, voltaj kapili potasyum kanallannin da sodyum kanallan
a¢ildiktan sonra, milisaniyenin béliimleri i¢inde agilmaya baslamasina neden olur. Aksiyon
potansiyelinin sonunda membran potansiyelinin negatif duruma ddnmesiyle, potasyum
kanallart da tekrar orjinal durumlarina donerek, kisa bir gecikmeden sonra kapamnirlar.

Aksiyon potansiyelinin baslangi¢ boliimiinde sodyum iletkenliginin potasyum
iletkenligine oram1 1000 kattan fazla artar. Béylece, potasyum iyonlarnin digan akisindan
cok daha fazla sodyum iyonu life girer. Bu da membran potansiyelini pozitif yapar. Bu
sirada sodyum kanallari inaktive olmaya bagslarken, potasyum kanallan acilir. Iletkenlik
orant potasyum iletkenligi lehine artarken, sodyum iletkenligi diiser. Bu da potasyum
iyonlarmin son derece hizli kaybina gotiiriir; bu sirada igeriye hemen hemen sodyum akigi
yoktur. Sonugta aksiyon potansiyeli hiz1 sifir diizeyine iner.

Membran potansiyelinin aksiyon potansiyeli bittikten sonra, birka¢ milisaniye i¢in
orjinal membran istirahat potansiyelinden daha da negatif olugu dikkat gekicidir. Buna
pozitif artpotansiyel adi verilir fakat aslinda bu ismin verilmesi yanhstir. Ciinkii pozitif
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artpotansiyel aslinda istirahat potansiyelinden daha negatiftirr Ama buna “pozitif”
denilmesi eskiden, ilk olarak potansiyel Olg¢iimlerinin sinir membranimin iginden degil
disindan yapilmasina dayanir. Boyle oOlglimlerde bu potansiyel pozitif tarafa kayma
seklinde kaydedilir.

Pozitif artpotansiyelin baglica nedeni, membranda repolarizasyon olayi
tamamlandiktan sonra birgok potasyum kanalinimn birka¢ milisaniye agik kalmasidir.
Boylece potasyum iyonlan sinir lifinden diganiya ¢ikarak igeride pozitif iyonlan daha da
eksiltip negativiteyl artirmaktadir.

1.2.3.3. Aksiyon Potansiyeli Sirasinda Oteki iyonlarin Rolleri

Simdiye kadar aksiyon potansiyelinin olusumunda yalmz sodyum ve potasyum
iyonlarinin rollerini dikkate aldik, halbuki en az ii¢ bagka tipteki iyonun da géz Oniinde
tutulmasi gerekir. Bunlan §dyle siralayabiliriz:

1.2.3.3.1. Akson I¢indeki Membrandan Gecemeyen Negatif Yiiklii fyonlar

Akson i¢inde membran kanallarindan gegmeyen birgok negatif yiikli iyon vardir.
Bunlar arasinda protein molekiilleri, birgok organik fosfat bilesikleri, siilfat bilesikleri vb.
sayilabilir. Bunlar, aksondan g¢ikamadiklari i¢in, membranin iginde pozitif iyonlarin
azalmasi, membrandan gegmeyen iyonlarin negatif yiiklerini artirir. Bu nedenle liflerin

icindeki negatif yiikten, membrandan gegemeyen negatif iyonlar sorumludur.
1.2.3.3.2. Kalsiyum fyonlan

Viicuttaki hiicrelerin hemen hepsi de, belki tiimii, membranlarinda sodyum
pompasina benzeyen kalsiyum pompasina sahiptir. Bunlar sodyum pompas: gibi kalsiyum
iyonlarini hiicre membraninin iginden digina pompalayarak, yaklagik 10000 kathk bir
kalsiyum iyon gradyam yaratir. Hiicre igindeki kalsiyum iyon konsantrasyonu 107 molar,
disardaki konsantrasyon da 10 molar diizeyinde tutulur.
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Bunlara ek olarak, voltaj kapili kalsiyum kanallan da vardir. Bu kanallar kalsiyum
iyonlarna oldugu gibi sodyum iyonlarina da hafif¢e gegirgendir. Agildiklant zaman hem
kalsiyam hem de sodyum iyonlar1 lifin i¢ine akar. Bu nedenle bu kanallara Ca*-Na*
kanallan adi verilir. Ca™-Na" kanallari ¢ok yavas aktive olduklarindan, aktivasyonlar:
normal sodyum kanallarindan 10-20 kat uzun siirer. Bunun i¢in ¢ogu kez normal sodyum
kanallarina hizli kanallar denirken, bunlara yavas kanallar ad1 verilir.

Ca™-Na" kanallan kalp kasi ve diiz kaslarda ¢ok sayida bulunur. Gergekten bazi
diiz kas ¢esitlerinde hizli sodyum kanallart hemen hi¢ yoktur ve yalmz yavas Ca™-Na*

kanallarinin aktivasyonu aksiyon potansiyelini yaratir.

1.2.3.3.3. Kalsiyum Iyonlarmin Eksikliginde Sodyum Kanallarimm
Gegirgenliginin Artmasi

Sodyum kanallan aktive edildigi sirada voltaj diizeyi iizerine interstisyel sividaki
kalsiyum konsantrasyonunun etkisi ¢ok biiyiiktiir. Kalsiyum iyonlar eksikliginde, sodyum
kanallari, membran potansiyelinin normal siikun diizeyi ilizerine hafifce ylikselmesiyle
kolayca aktive olur. Boylece eksitabilitesi ¢ok artan sinir lifleri bazen sitkun durumunda
kalmayarak, hi¢bir uyaran olmadan tekrarlayan desarjlar gosterirler. Bir ¢ok periferik
sinirde spontan desarjlarin meydana gelmesi i¢in kalsiyum iyon konsantrasyonunun
normalin % 30-50 altina inmesi yeterlidir. Bu desarjlar asinn olursa kaslarda “tetani”
yaratarak, solunum kaslarindaki tetanik kontraksiyonlarla §liime gdtiirebilirler. Ote yandan
kalsiyum iyon konsantrasyonunun normalin iistiine ¢ikmasi sinir liflerinde eksitabiliteyi
azaltir.

Kalsiyum iyonlarinin, sodyum kanallarina etkisi §dyle agiklanabilir: Bu iyonlar,
sodyum kanallarmin protein molekiilerinin dis yiiziine tutunurlar. Kalsiyum iyonlarinin
pozitif yiikleri kanal proteininin elektriksel durumunu degistirerek, kapilan agmak igin

gerekli voltaj diizeyini yiikseltirler.
1.2.3.3.4. Kloriir Iyonlar

Kloriir iyonlar1 da istirahat halindeki membranda sodyum ve potasyum iyonlan gibi

az miktarda sizma gosterirler. Normal sinir lifinde potasyum iyonlarimin hemen yarisi



gore kloriir i¢in Nernst potansiyeli aktif pompalanmayan bir iyon i¢in beklendigi gibi -90
milivoltluk membran potansiyeline tam egittir.

Aksiyon potansiyeli sirasinda, igerdeki negatiflifin gegici olarak kaybi sonucu az
miktarda klor iyonu sinir lifinin ig¢inde difiizyona ugrar. Klor iyonlarinin bu hareketi
aksiyon potansiyeli sirasinda elektriksel potansiyel degisikligindeki zamanlamay1 hafifce

degistirirse esas olayi etkilemez.

1.2.3.4. Aksiyon Potansiyelinin Baslamasi

Ik olarak, sinir lifinin membranmna bir etki olmadik¢a normal sinirde aksiyon
potansiyeli gelismez. Membran potansiyelini -90 milivoltluk diizeyinden sifira dogru
degistirecek olaylarin hepsinde voltajin yiikselmesi ve esik degere ulasilmasi, voltaj kapili
sodyum kanallarim etkileyerek aktive olmalarina (agilmalarina) neden olur. Bu sodyum
iyonlarinin hizla igeriye akigina yol agarak membran potansiyelinin daha da yiikselmesine,
boylece daha ¢ok voltajla agilip kapanan sodyum kanalinin agilmasina ve lifin igine
sodyum akisina neden olur. Pozitif feedback (geri besleme) bir kisir dongii ile voltaj kapilt
sodyum kanallarinin tiimii tam aktive oluncaya kadar bu olay devam eder. Fakat daha sonra
milisaniyenin birka¢ bolimii i¢inde yiikselen membran potansiyeli sodyum kanallarinda

inaktivasyon yaratir ve aksiyon potansiyeli hemen sona erer.

1.2.3.4.1. Aksiyon Potansiyelinin Basglamasi I¢cin Esik Deger

Son paragrafta agiklandif: gibi membran potansiyeli kisir dongliyii yaratacak belirli
bir noktaya gelinceye kadar aksiyon potansiyeli meydana gelmez. Genellikle membran
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potansiyelinde 15-30 milivoltluk ani bir yiikselme gerekir. Kalin bir sinir lifinde membran
potansiyelinin -90 milivolttan ani olarak -65 milivolta yiikselmesi birden aksiyon
potansiyelinin gelismesini saglar. Bu -65 milivoltluk diizeye sinir hiicresinin esik degeri

denir.

1.2.34.2. Membranda Uyum, Voltaj Yiikselmesine Ragmen Aksiyon

Potansiyelinin Dogmamasi

Eger membran potansiyeli milisaniyenin bir boliimii i¢inde degil de, birgok
milisaniyede, ¢ok yavas yiikselirse, aktive edici sodyum kanallarmin aktive edici kapilan
agilirken inaktive edici kapilarina da kapanmak icin gerekli zaman kalir. Sonugta inaktive
edici kapilarin bir ¢ogu kapanmis olacagindan, aktive edici kapilar normalde, sodyum iyon
akimini saglayamazlar. Béylece, sinir lifinin i¢ potansiyelinin yavas artis1 nedeniyle normal
desarjin baslayabilmesi igin bazen daha yiiksek bir esik voltaji gerekir, bazen de voltaj
sifira hatta pozitif degere bile yiikselse desarj tamamen engellenmis olur. Bu olaya

membranin uyarana uyumu (akomodasyonu) denir.

1.2.3.5. Bilesik Aksiyon Potansiyeller

Karisik sinirlerin, tek aksonlarin aksine, bir bagka 6zelligi de aksiyon potansiyelinde
cok sayida tepe noktasiin goriinmesidir. Cok tepeli aksiyon potansiyele bilesik aksiyon
potansiyel denir. Tek bir sekli vardir, ¢linkil kangik bir sinir farkl iletim hizlarindaki lif
tiirlerinden ibarettir. Bu nedenle, tiim lifler uyanildiginda, hizh ileten liflerdeki aktive
kaydedici elektroddan ne kadar uzak olursa, hizli ve yavag liflerin tepeleri arasindaki
ayrim o kadar biiyiik olur. Tepelerin sayis1 ve biiylikliigii ¢alisilan o sinirdeki liflerin tipine
gore degisir. Maksimum uyarandan daha az giigte uyaran kullanilirsa bilesik aksiyon

potansiyelin gekli de uyarilan liflerin tipine ve sayisina baghdir [4].

1.2.4. Aksiyon Potansiyelinin Yayilmasi

Gegen paragraflarda aksiyon potansiyelinin bir noktada dogusu ele alindi. Ancak

uyarilabilen bir membranin herhangi bir noktasinda dogan aksiyon potansiyeli, membranin
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komsu bolgelerini de uyardigindan, aksiyon potansiyeli yayilir. Sekil 10 A’da normal
siikun halinde bir sinir lifi goriilmektedir. $ekil 10 B’de ise sinir lifinin orta bolgesi
uyarilmig, yani orta bolgede sodyum gegirgenligi birden artmustir. Oklar membranin
depolarize alanlar ile, siikun halindeki komsu membran alanlar arasinda gelisen “yerel
devreleri” isaret etmektedir. Pozitif elektrik yiikleri depolarize membranda igeriye dogru
akarak aksonun ic¢inde birka¢ milimetre boyunca ilerler. Bu pozitif yiikler kalin liflerin
icinde 1-3 milimetre kadar uzakliktaki voltaji esik degerin iistiine yiikselterek aksiyon
potansiyelini baslatir. Béylece Sekil 10 C ve D’de gosterildigi gibi bu yeni alanlardaki
sodyum kanallan derhal aktive olur ve birden baslayan aksiyon potansiyeli yayilir. Bu yeni
depolarize alanlar membranin daha uzak bolgeleri arasinda yerel devreler yaratarak
membran boyunca gittikce daha ¢ok depolarizasyon alanlari yaratip, lif boyunca her iki
yonde depolarizasyonun yayilmasim saglar. Depolarizasyon igleminin sinir ya da kas

lifinde yayilmasina sinir ya da kas impulsu denir.

1.24.1. Yayilmanm Yonii

Goriililyor ki uyarilabilen membranda tek bir yayilma yonii yoktur. Aksiyon potansiyeli
uyarilan bolgeden baslayarak her iki yonde, hatta sinir lifinin biitiin dallann boyunca,
membran tiimiiyle depolarize oluncaya kadar yayilir. Ancak bu sinir sisteminde uyaranin
her ki yone de gidebilecegi anlamina gelmez. Noron iizerindeki dentritler kapasitor
vazifesi gorerek akimmn ters yo6ne dogru ilerlemesini engellerler. Bu yiizden sinir

sistemindeki sinirsel iletinin yonii tek yonliidiir.

1.2.4.2. Hep ya da Hig Ilkesi

Agike¢a goriilityor ki, normal bir lif membraninin herhangi bir noktasinda bir kere
aksiyon potansiyeli bagladiktan sonra depolarizasyon olay1 biitiin membrana yayilir. Bu hep
ya da hig ilkesi biitiin normal uyarilabilen dokulara uygulanabilir. Bazen sinirin anormal bir
durumu nedeniyle aksiyon potansiyeli bir noktaya ulastifi zaman membranda komgsu
bolgeleri uyarmaya yeterli voltaji yaratamaz. Bu durumda depolarizasyonun yayilmasi
duraklar. Bu nedenle impulsun normal yayilmas: igin, aksiyon potansiyelinin uyarma egik

degerine oranim belirten giivenlik faktorii daima birden biiyiik olmalidir.
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Sekil 10. Aksiyon potansiyelinin iletken bir lifte her iki yonde yayilmasi [1].

1.2.4.3. Repolarizasyonun Yayillmasi

Normalde aksiyon potansiyelinin sinirin her noktasindan gegis zamam aym siirede
olur. Bu nedenle repolarizasyon normalde ilk olarak orjinal stimulus bdlgesinden
baslayarak, daha 6nce depolarizasyonun yayildig1 yonlerde membran boyunca yayilir. Sekil
11°de, Sekil 10°daki sinir lifinde repolarizasyonun, depolarizasyon yoniinde fakat saniyenin

onbinde birleri kadar bir zaman sonra yayilis1 goriilmektedir.

Sekil 11. Repolarizasyonun iletken bir lifte her iki yonde yayilmasi [1].

1.2.5. Aksiyon Potansiyelinden Sonra Lif Membraninin “Tekrar Yiiklenmesi”

ve Enerji Metabolizmasmin Onemi

Sinir lifi boyunca her impuls iletisi membranin igi ile dis1 arasinda sodyum ve

potasyum konsantrasyonlart arasindaki farki azaltir. Ciinkii depolarizasyon sirasinda
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sodyum iyonlan igeriye, repolarizasyonda da potasyum iyonlar1 disanya diflizyona ugrar.
Tek bir aksiyon potansiyelinin bu etkisi Ol¢iilemeyecek kadar kiigiiktiir. Bu nedenle,
konsantrasyon farki aksiyon potansiyelinin iletisini durduracak bir diizeye inmeden sinir
lifinde 100.000-500.000 impuls iletilebilir. Oyle olsa bile, membrandaki sodyum ve
potasyum konsantrasyon farklar zamanla tekrar saglamr. Bunu saglayan Na™-K'
pompasinin ¢aligma bigimi aynen, o©nceki bdlimde tanimlanan orjinal istirahat
potansiyelinin olusumundaki gibidir. Oyle ki, aksiyon potansiyeli sirasinda hiicrenin igine
gecen sodyum iyonlari ve disina difiizyona ugrayan potasyum iyonlari sodyum ve
potasyum pompasi yardimiyla orjinal durumuna donerler. Bu pompanin ¢aligmasi igin
enerji gerektiginden, sinir lifinin bu “tekrar yiikleme” islemi bir aktif metabolik olaydir.
Gerekli enerji hiicrede adenozin trifosfattan (ATP) saglanir.

Membrandaki sodyum potasyum ATP-az pompasinin dnemli bir 6zelligi de hiicre
membrani i¢inde sodyum iyonlarmin artmasiyla kuvvetle uyanlmasidir. Gergekten,
pompalama aktivitesi sodyum konsantrasyonunun iigiincii kuvvetiyle orantili olarak artar.
Oyle ki, igteki sodyum konsantrasyonu litrede 10’dan 20 mEq’a gikarsa pompanin
aktivitesi yalmz iki kat degil, yaklasik sekiz kat artar. Bu nedenle, membranda sodyum ve
potasyum konsantrasyonlar arasindaki fark azalmaya baglar baslamaz sinir lifinin ne kadar

hizla tekrar yiikklenmeye bagladigini anlamak kolaydir.
1.2.6. Sivri Potansiyel ve Art-Potansiyeller

Sivri Potansiyel: A tipi kalin miyelinli sinir liflerinde aksiyon potansiyeli ancak 0.4
milisaniye siirer. Sivri potansiyel Onceki paragrafta ele alinan aksiyon potansiyeliyle
aynidir. Buna aym zamanda sinir impulsu da denir.

Negatif Art-Potansiyel: Sivri potansiyelin bitmesinden sonra membran potansiyeli
bazen birkag saniye daha siikun diizeyine donemez. Bu ozellikle bir seri yiiksek
frekansdaki aksiyon potansiyelinden sonra goriiliir. Negatif artpotansiyel adt verilen bu
potansiyelin, hi¢ degilse kismen, membranin hemen diginda artan potasyum iyonlarinin
membranindaki potasyum konsantrasyon farkini kisa bir siire gegici olarak azalmasi1 sonucu
ortaya glktigl, bdylece birka¢g milisaniye i¢in membran potansiyelinin normal siikun

degerine donemedigi kabul edilmektedir.
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Pozitif Art-Potansiyel: Membran potansiyeli, siikun degerine dondiikten sonra
normal siikkun degerine gére biraz daha negatif olur. Bu pozitif art potansiyel daha 6nce
tartigildi. Normal istirahat potansiyeline gére 1 milivoltan daha az ya da birka¢ milivolt
daha negatif olan bu potansiyel 50 milisaniyeden birgok milisaniyeye kadar siirebilir.

Pozitif art potansiyelinin ilk bolimii sinir membraninin daha dnce tartisildig: gibi,
potasyum iyonlarina artan permeabilitesi sonucudur. Bununla beraber, bu potansiyelin
uzayan siiresi baglica, daha once tartigidig gibi, sodyum fazlasinin sinir lifi membranindan
elektrojenik pompa yardimiyla disan1 atilmasmna baglhdir. Eger aktif transportla tekrar
doldurma olay1 duraklatilirsa pozitif art potansiyelin bu béliimii kaybolur [1].

1.2.6.1. Baz1 Aksiyon Potansiyellerindeki Diizliik

Baz1 durumlarda uyarilabilen membran, depolarizasyondan sonra hemen repolarize
olmaz. Fakat sivri potansiyelin tepesine yakin bir diizeyde, repolarizasyon baslamadan
birgok saniye siiren bir diizliikk (plato) ¢izer. Boyle bir plato depolarizasyon siiresini ¢ok
uzatir. Kalpte gorildiigii gibi saniyenin onda ii¢ii-dordii kadar siirebilen bu platoya sahip
aksiyon potansiyeli bu zaman siiresinde kalp kasinin kontraksiyonuna neden olur.

Aksiyon potansiyelindeki platonun olusumunda bir ok faktér rol oynar. Ilk olarak
kalp kasindaki depolarizasyon olayinda iki ayn tipteki kanalin katkis1 vardir:

1- Bilinen voltajla aktive olan sodyum kanallari, hizl1 kanallar ve

2- Voltajla aktive olan ve yavag bir aktivasyon gosteren kalsiyum-sodyum kanallari.
Kalsiyum iyonlariyla birlikte biraz sodyum iyonunun da difiizyonunu saglayan bu kanallara
yavas kanallar adi da verilir. Hizli kanallarin aktivasyonu, aksiyon potansiyelinin sivri
boliimiinii yaratirken yavag kanallarin, yavas fakat uzayan aktivasyonu aksiyon
potansiyelinin plato boliimiinii olusturur.

Diizliikten kismen sorumlu olan baska bir faktor de baz1 uyanlabilen dokulardaki
voltaj kapili potasyum kanallarinin g¢ok yavas aktive olmalari ve platonun sonuna kadar
agtlmamalandir. Bu, membran potansiyelinin siikun degerine doniisiinii geciktirir. Fakat
sonra, potasyum kanallarinin agilmasiyla birlikte yavas kanallarin kapanmaya baglamasi
platonun sonunda aksiyon potansiyelinin hizla diiserek negatif siikkun durumuna inmesini

saglar.
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1.2.6.2. Uyarilabilen Bazi Dokularda Ritmik Faaliyet, Tekrarlayan Desarjlar

Biitiin uyanlabilen dokularda eger uyaran igin esik deger yeteri kadar diigmiigse
tekrarlayan desajlar goriiliir. Ornegin, normalde yitksek diizeyde kararlilik gdsteren sinir ve
iskelet kasi lifleri efer veratrin iceren bir eriyige konursa ya da kalsiyum iyon
konsantrasyonu kritik bir degerin altina inerse tekrarlayan desarjlar yaparlar. Tekrarlayan
desajlar ya da ritmik faaliyet normalde kalpte diiz kaslarda ve merkezi sinir sisteminin
bircok néronunda goriiliir. Bu ritmik desarjlar kalp vurumlarini, peristaltik dalgalar ve
solunumun ritmik kontroliinde oldugu gibi sinirsel olaylar: yaratirlar.

Ritmik Faaliyet I¢in Gerekli Tekrar-Uyarilma Olay1: Ritmik faaliyetin olusmasi i¢in
membranin dogal durumunda da sodyum iyonlarma (ya da Ca*’-Na* yavas kanallarindan
kalsiyum ve sodyum iyonlarina) yeteri kadar gegirgen olmasi gerekir. Boylece membranin
otomatik depolarizasyonu saglanir. Membran yalniz -60, -70 milivoltluk bir istirahat
potansiyeline sahiptir. Bu negatif voltaj sodyum ve Ca™-Na* kanallarim kapal1 tutmaya
yeterli degildir. Oyke ki,

1- Sodyum ve kalsiyum iyonlan igeriye dogru akar

2- Bu membran permeabilitesini daha arttirir

3- Daha fazla iyon igeri akar

4- Permeabilite daha da artar
ve biylece devam ederek, aksiyon potansiyeli doguncaya kadar sodyum ve sodyum-
kalsiyum kanallarinin agilmasi saglanir. Daha sonra aksiyon potansiyelinin bitiminde
membran repolarize olur. Fakat kisa bir siire sonra depolarizasyon olay: tekrar baglayarak
yeni aksiyon potansiyeli spontan gelisir. Bu donemsel olay tekrar tekrar gelismeye
devam ederek uyarilabilen dokularda spontan, ritmik kendi kendini yaratan eksitasyonlart
stirdiiriir.

Acaba membran nigin repolarizasyondan hemen sonra depolarize olmuyor ve
ondan sonraki aksiyon potansiyelinin baglamasti hemen hemen bir saniye kadar
gecikiyor. Her aksiyon potansiyelinin sonuna dogru baslayarak kisa bir siire igin devam
eden donemde membranin potasyuma gegirgenliginin ileri derecede artar. Potasyum
iyonlanmin digariya biiyilk miktarda akisi, pozitif yliklerin membran digina ¢ikmasimi
saglar. Boylece, lifin i¢inde aksiyon potansiyelinin bitiminde, beklenenden daha negatif,

potasyumun denge potansiyeline yakin bir deger gézlenir. Bu duruma hiperpolarizasyon
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denmektedir. Bu durumda tekrar uyarilma miimkiin olmaz fakat potasyum iletkenliginin
(hiperpolarizasyon durumunun) bu yiiksek degeri yavag yavas kaybolarak, membran
potansiyeli eksitasyon i¢in egik degere yiikselip yeni bir aksiyon potansiyeli dogar ve bu

olay tekrar tekrar devam eder.

1.2.7. Eksitasyon, Aksiyon Potansiyelini Yaratan Olay Dizisi

1.2.7.1. Kimyasal Uyarilma

Temelde, yeterli sayida sodyum iyonunun membrandan igeriye difiizyonunu
saglayan herhangi bir faktor sodyum kanallarinin daha dnce bildirildigi gibi, otomatik ve
geri doniigiimlii agilmasini saglayan aksiyon potansiyelini baglatir. Bdylece bazi kimyasal
maddeler sinir lifini membran permeabilitesini yiikselterek uyarabilir. Bunlar arasinda
asitleri, bazlan ve hemen biitiin yiiksek konsantrasyondaki tuz eriyiklerini ve daha
onemlisi asetilkolini sayabiliriz. Bir gok sinir lifleri uyanldiklann zaman 6teki noronlarla
sinaps yapan uglarinda ya da kas liflerindeki sonlanma bdlgelerinde asetilkolin salgilar.
Asetilkolin de o néron ya da kas liflerinde 0.6-0.7 nm capindaki membran deliklerini
sodyumun (6teki iyonlarin da) kolayca gegebilecedi kadar genisletir. Bu kimyasal kapili

kanallarin aktivasyonu ile olur.

1.2.7.2. Mekanik Uyarima

Bir sinir lifinin ezilmesi ya da sikistirilmasi, sodyumun ani ige akigi ile bir aksiyon
potansiyeli yaratabilir. Bazi Ozellesmis sinir uglarina uygulanan hafif bir basing onlari

uyarabilir.

1.2.7.3. Elektriksel Uyarilma

Bir sinire digardan uygulanan elektrik akim1 da akson membranindan biiyiik bir iyon
akimi yaratarak aksiyon potansiyelini baslatabilir. Ancak elektriksel uyaran her zaman
eksitasyon yaratmaz. Laboratuvar incelemelerinde sinir liflerini uyarmak igin genellikle

kullanilan bu y6ntemin dikkatle uygulanmas: gerekir.
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1.2.7.4. Katod ve Anod Akimlari

Eger bir sinir iizerine bir elektrod pozitif, Gteki negatif olmak iizere, iki elektrod
direkt olarak uygulanip, elektrik akimi gegirilirse sinir lifleri “katod” adi verilen negatif
elektrodda uyarnilir. Ote yandan “anod” adi verilen pozitif elektrodda sinir lifleri
eksitasyona normalden daha direngli olur. Bu nedenle katot akiminin sinir lifini eksite
ettigi, anod akimnin ise inhibe ettigi sdylenir.

Bunun nedeni §oyle agiklanabilir: Hatirlanacag: gibi, aksiyon potansiyeli voltaj
kapili sodyum kanallarinin agilmasiyla baslar. Bu kanallar da membranin elektiriksel
potansiyelinin azalmasiyla agilir. Katottaki negatif akim membranin hemen disindaki
potansiyeli azaltarak, lifin i¢indeki negatif membran istirahat potansiyeline yakin bir degere
dogru diigiiriir. Membrandaki elektriksel potansiyelin bu azalmasi, sodyum kanallarinin
aktivasyonu sonucu aksiyon potansiyelini baglatir. Aksine, anodda sinir membraninin
digina pozitif yiiklerin verilmesi, membrandaki voltaj farkini azaltmak yerine yiikseltir bu
“hiperpolarizasyon” durumu da lifin eksitabilitesini azaltir.

1.3. Mikroelektrodlar ve Mikropipetler

1.3.1. Mikroelektrodlar, Elektrodlar, Mikropipetler, Pipetler ve Pipet

Soliisyoniar1

Elektrodlar i¢ine batinldiklan soliisyondaki iyonik akimui, iletken teldeki elektron
akimina gevirirler. Elektrodlar soliisyondaki iyonlardan biriyle geri doniisebilen reaksiyona
girebilecek maddelerden yapilirlar. Elektrofizyolojide en ¢ok kullanilan elektrod materyali
gimiis (Ag) ve giimiis-kloriirdiir (AgCl). Bu elektrodda, klor iyonlar (Cl) giimiisle giimiis-
kloriir ve bir elektron olugturmak i¢in ya da bir elektron giimiis-kloriirle (AgCl) giimiis
(Ag) ve klor iyonu (CI') olusturmak igin tepkimeye girerler. Boylece asagidaki geri
doniisebilir reaksiyona uygun olarak soliisyonda kloriir iyonlan (CI') tarafindan olugturulan
akim elektrodda elektron akimina déniistiiriiliir [5].

Cl'+Ag <==> AgCl+te’
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Bu elektronlarin  birindeki elektriksel potansiyel standart elektrokimyasal
potansiyele Ag/AgCl artt RT/F(aCl’) esittir. Burada R gaz sabiti (8.314 VCK! mol™), T
Kelvin cinsinden mutlak sicaklik, F Faraday sabiti (9.648x10* Cmol™) ve Cl™“un aktivitesi
yani efektif konsantrasyonudur. Eger birbirine baglanmis elektrodlar, klor konsantrasyonu
esit soliisyonlara daldirilirsa aralarindaki potansiyel farki sifir olur. Bu konsantrasyonlar
deney boyunca sabit tutulmalidir. Yoksa bir offset voltaji olugacaktr.

AgCl-kaplamali Ag tel intraselliller mikroelektrodlar ve patch mikroelektrodlan
pipet soliisyonuyla doldurulmus cam mikropipetlerin icine yerlestirilir. Elektrolit soliisyon,
hiicreden elektroda sivi baglantis1 saglar. Yani pipetler ya da mikropipetler bu sivi
kopriisiine geometrik seklini vermis olur.

Pipet soliisyonunun ne olacagi yapilacak &l¢limiin tiriine baghdir. Hiicre zarm
korumak i¢in kullanilan standart hiicre igi mikroelektrodlar yiiksek konsantrasyonlu bir
elekktrolit soliisyon ile doldurulmalidir (genellikle 2-4 M NaCl veya KCI). Yiiksek
konsantrasyonlu elektrolit elektrod direncini azaltir. Bu ise rectifying (diizeltme) akigini
azaltir, daha diisiik giiriiltii gerilimi ve kayit yapmak i¢in daha genis bir band genisligi
saglar. Konsantre bir soliisyon pipet soliisyonu ve hiicre stoplazmasi arasindaki sivi eklem

potansiyelini baskin hale getirir ve sonugta anyonlarin ve katyonlarin relativ hareketine

A Re direngli mikropipet elektrod
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B Esdeger devre
1

T

Sekil 12. Tek kanall1 mikropipetle tipik bir dl¢iim [5].

Em
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baglt olan bir eklem potansiyeli olusturur. Bu, DC gerilimlerin 6l¢iimleri i¢in 6nemlidir.
Clinkii sitoplazma anyonlar diisiik hareketli iyonlardir. Fakat katyonlar kiigiiktiirler ve hizli
hareket edebilirler. Hiicre igindeki anyon ve katyonlarin hizlarindaki bu fark pozitif bir siv1
eklem potansiyeli olusturur. Konsantre pipet soliisyonu Onemlidir ¢iinkii, sivi eklem
potansiyelinin gelisimini saglar. Fakat konsantre soliisyon kullanmanin bir dezavantajt da
vardir. Hiicre igine girebilir ve hiicrenin bozulmasina ve normal anyon, katyon miktarlarini
degistiren bir hiper osmotik yiik iiretebilir. Cok kii¢iik ¢apl pipetler konsantre soliisyonun
hiicre igine girmesini engellerken, ayn1 sey1 giiriiltiiniin yok edilmesi i¢in de yaparlar, fakat
akimin gegme yetenegini azaltirlar ve band genisligini sinirlarlar.

Hiicre i¢i mikroelektrodun g¢apiyla (0.01-0.1um) karsilastinldiginda patch pipetin
¢apt (1-2um) ¢ok daha biiyiiktiir. Doldurma soliisyonunun se¢imi yapilacak 6zel deneye
baghdir. Eklem potansiyel etkilerini azaltmak i¢in ¢ok dikkat edilmelidir. Pipet igeri
sokuldugunda, bir eklem potansiyeli olusur. Bunun biiyiikliigii iyonlarin hareketlerine ve
konsantrasyonlarina baghdir. Eklem potansiyeli hiicre i¢inde degisir.

Bir patch pipetin i¢indeki soliisyon, pipetin arkasina bir tiip baglayarak deney
sirasinda degistirilebir. Tiip igine farkh soliisyonlar enjekte edilebilir. Tiip, pipetin hemen
yakinina yerlestirildiginde soliisyon kisa bir difiizyon gecikmesinden sonra pipetin ucuna
ulagir. Bu islem 6zel bir ayar gerektirir. Bu teknik standart hiicre i¢i mikroelektrodlara
uygulanamaz. Ciinkii kii¢iik boyutlan yiiziinden, tiip yeteri kadar yakin yerlestirilemez.

Pipet, Ag/AgCl veya altin (Au) elektrod ve uygun bir konnektdr igeren bir tagiyiciya
yerlestirilir. Tas1yic, diigiik giiriiltiilii bir materyalden yapilir. Akson pargalari tagiyicilan
diisiik giiriiltii veren polikarbonattan yapilir. HL-1-17 ve HL-2-17 tasiyicilar, 1.5-1.7 mm
dis caph bir elektroda sahiptir. HL-1-12 ve HL-2-12 tagiyicilar1 1.0-1.2 mm dis ¢aph
elektroda sahiptir. Bu pipet boyutu Ag telden yapilmis bir elektroda gerek duyar. Basit
fakat etkili bir Ortme islemi, giimiig teli iyi kum kafidi kullanarak temizlemek ve
temizlenmis teli 20-30 dakika igin Chloroks beyazlaticinin iginde bekletmektir [5].

1.3.2. Patch Pipetlerin Yapim
Patch pipetlerin yapim i¢in kulanilan cam 0.2-0.3 mm kalinliga sahiptir. Ince bir

duvar daha diigiik elektriksel giiriiltii iiretir. Birgok aragtirma sirasinda 1.5-2.0 mm dis ¢apa

ve 1.15-1.2 mm i¢ ¢apa sahip camlar kulanilir.
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Patch pipetler de standart intraselliiller mikropipetler gibi hiicreye girebilmek igin
kor delme denemelerine ihtiyag duyarlar ve genellikle tek bir iglemde yeteri kadar yerlerine
itilmeleri miimkiin olmaz. Bir ¢ok laboratuar standart yatay pipet siiriiciilerini ¢ok evreli
pipet siiriiciisii olarak degistirmistir.

En diisiik giiriilti degeri igin, patch pipetler hidrophobik bir materyalle
sariimalidir. Boylece giiriiltii kaynag: sirlandiriimus olur. Cok sik kulanilan bir bilesik
Dow Corning Sylgard #184’diir. Camu Sylgard’la kaplamak ayrica camin elektriksel
6zelliklerini de degistirir. Ureticinin talimatlan dogrultusunda Sylgard soliisyonu
hazirlandiktan sonra kiigiik, iyi kapatilmig santrifiij tliplerinde dondurucuda haftalarca
saklanabilir.

Pipet hiicre igine girerken membranda agtig1 delikten intraselliiler ve ekstraselliiler
siv1 arasinda olusan delik (seal) direncini (sekil 16) gigaohmlara ¢ikarmak ve delme iglemi
sirasinda ucun hiicre icine girme olasiigini arttirmak igin ucu firepolish edilmelidir.
Firepolish islemi mikromaniplatdre pilatinyum iridyum kablo baglanmasiyle yapilabilir.
Bu kablonun son kismu, platin kablodan akim gegisine izin verecek akim ya da gerilim
kaynagina baglanabilmesi igin iki uca aynlmalidir. Bu platin halka genellikle ¢ok
ince bir sa¢ kili gibi kivnlir ki bdylece karmagik bir mikroskopla direkt inceleme
i¢in elektrod ucunun birkag mikronuna getirilsin. Yeterli bir goriiniirlikk i¢in 600x-
1500x biiyiitme gereklidir. Platin kablo genellikle paraziti engellemek i¢in Pyrex veya
Corning #7052 gibi bir camla kaplanir. Bu islem platin kabloyu asir1 1sitip pipet ucunun
¢ekilmis bir parga pipet caminin igine itilerek yapilir. Yiiksek sicaklikta cam erir, platin
iizerine akar ve onu kaplayarak sonlanmir. Elektrod ucu camla kaplanmis kablo yanina
yerlestirildikten sonra, isitmak igin bundan akim gegirilir. Bu islem icin gerekli akim
miktan1 pipetin olusturdugu camin yumusama sicaklifina baghdir. Sicak platin kablo
elektrod ucunu 1sitir ve bu piiriizlii ve keskin koseli yiizeylerin piirlizsiiz hale gelmesine
sebep olur.

Sekil 13’de  mikropipetlerin yapim asamalarinin  dordii  gorillmektedir. A
firepolishten &nce oocyte  mikropipettin goriiniisii, B firepolishten sonra oocyte
mikropipettin goriiniisii, C firepolish ve kesme isleminden sonra myocyte mikropipettin
goriiniigli, D firepolishten sonra myocyte  mikropipettin goriiniisii (kesme islemi

uygulanmamus) [5].
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1.3.3. Tek Kanal ve Digerlerinde Tiim-Hiicre Kaydi Icin Pipet Ozellikleri

Tek kanal ve tiim hiicre kaydi igin kullanilan pipetlerin bazi 6zellikleri benzer
oldugu halde diger ozellikleri tamamen farklidir. En 6nemlisi, giiriiltiiniin azaltilmas1 tek
kanal kaydinda tiim hiicre kaydina oranla ¢ok daha Onemli olmasidir. Tiim hiicre
kaydindaki baskin giiriiltii kaynag tiim hiicre kapasitesiyle iligkili pipet direncidir. Pipetin
giiriiltii istiraki ¢ok fazla Onemli degildir. Tiim hiicre akim kaydi igin yeterli band
genisligini saglamak ve emir gerilim hatalarim limitlemek ig¢in, tiim hiicre kaydinda
kullanilan pipet direngleri megaohmlan gegmemelidir. Tek kanal kayitta pipet direncini
sinirlamak gerekmez. Yine de birka¢ mega ohm’a kadar pipet direncini arttirmak anlamli
bir giiriiltii artigina sebep olur. Tek kanal ve tiim hiicre kaydinin her ikisinde de voltaj
adimlann: takip eden kapasite akimlari zamanda yeterince kii¢iikk ve basit olmalidir ki
aragtirmaciya basit patch-klamp yiikselteg devreleriyle bunlan kompanze etmeye izin
verebilsin. Buna ilaveten, ister tek kanal isterse tiim hiicre kayd: i¢in kullanilsin pipetler

camdan yapilmis olmalidir [5].

A

Sekil 13. Bazi mikropipetlerin uglartnin mikroskop altindaki goriintiisii [5].

1.3.4. Camlarin Tipleri ve Ozellikleri

Patch klamp pipet camlar, yapildiklan sicakliklara ve kendi elektriksel
Ozellikleri ve kimyasal igeriklerine gére smmiflandinilabilirler. Bu 6zelliklerin ¢ogu
iireticiler tarafindan bagliklanmugtir. BOylece Ozelliklerine bakarak en etkili olan cami

se¢mek miimkiin olabilir.
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Camlann elektriksel ve temel ozelliklerinin birbiriyle ilgili olmadiklarina dikkat
ediniz. Sylgard, tabloda gosterilen birgok camdan daha fazla elektriksel dzellige sahiptir.
Bu yiizden Sylgard’la sarilmug pipetler elektriksel dzelliklerini gelistirirler. Tablo 3, hangi
camlarm kanal akimlarim etkiledigini bulmak i¢in kulamlabilirdir [5].

Tablo 3. Farkli camlarin kimyasal yapilarindan birkaginin drmegi [5].

Cam | SiO; | B,0Os | Al,O3 | Fe;03| PbO | BaO | CaO | MgO | NayO | KO | Li,O
7070 | 70.7 | 24.6 | 1.9 - - 02 | 0.8 | 08 - -~ | 0.56
8161 | 387 | -- 0.2 - | 514] 20 | 03 J]004{ 02 | 6.6 -
7059 | 503 | 139 | 104 | -- - 25 - -— | 008 | - -
7760 | 784 | 145 | 1.7 == ~-= - 01 [ 0.1 | 2.7 1.5 --
EG-6 | 54.1 | --— 1.0 | 39 {271 | --—- 0.1 | 0.1 | 34 | 92 -

1.3.5. Camlarin Termal Ozellikleri

Diigiik sicakliklardaki camlar yiiksek sicakliklardaki camlara goére pipetlerin
yapiminda daha fazla avantajlara sahiptirler. Bu camlar igin diigiik-filamen akim gerektigi
icin, filamenler Ozelliklerini degistirirler. Bu camlarla yapilan pipetler diger yiiksek
sicakliklardaki camlarla yapilanlardan daha iyidirler. Ayrica, hiicre zarina dogru bastirarak
delme islemi sirasinda kér-sivrilmis pipetler hiicre i¢ine girmede daha fazla giiclik
¢ikanirlar. High-lead camlar en diisikk sicaklikta yumugar ve firepolish islemine iyi
uygulanabilir. Boyle diigiik sicakliklarda pipetleri ¢ekmek miimkiindiir. Uglan kirik ve
piiriizlii pipetler, SOum ¢aplt u¢ haline getirilebilir ve kolaylikla firepolish yapilip
kullanilabilir patch pipetleri yapilabilir. Sonugta olusan uglar kor oldugu halde , bu pipetler
siki bir delik olusturmada etkilidirler ve pipet direnci 0.5 M€Q’dan kiigliktiir.

Kor uglar delikli patch kaydi i¢in gok faydalidir. Ciinkii bunlar membranin omega
sekilli parcaciklan iizerine ¢izim yapma yetenegine sahiptirler. Omega sekli membramn
biiyiik yiizey alan ampoterisin B veya nistatin tarafindan olugturulan birgok paralel kanali
maximize eder. Bdylece elde edilebilir son Ra’yr minimize eder. Delikli patch kayd: i¢in

kullamlan birgok pipet borosilikat camindan yapilir. Bu camlar 700-850°C aralifinda
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yumusar. Bu aralifin alt limitindeki camlar kolaylikla gekilebilir olmalarina ragmen yiiksek
limitteki camlar kadar iyi degildirler. Yiiksek limitteki camlarla karsilastirildiginda
borosilikat camlarin firepolish iglemindeki basarisi1 daha ¢ok yumusamadan sonra elde
edilen ucun gekline baghdir. Fakat ¢ok seviyeli olmasimin avantajiyla ve hesaplanabilen
pipet ¢ekicileriyle herhangi bir kimse hem patch hem de tiim hiicre pipetlerini herhangi bir
camdan yapabilir [5].

Aleminyumsilikat camlar yiiksek yumusama sicaklifina sahip gok sert camlardir.
Bunlar tek kanal kayitlarinda diisiik giiriiltli iiretirler. Fakat, bunlarin diigiik giiriiltiileri
yiiksek fiyat getirir. Bu smuftaki camlar 800°C’in iizerinde yumusarlar ve bunlan ¢ekmek
pipet ¢ekici filamentlerini ve bobinleri epeyce eskitir. Bundan dolayr bobinlerin
zamanla Ozellikleri degisir ve degistirilmeleri veya sik sik yeniden ayar yapilmalidirlar.
Buna ilaveten, aleminyumsilikat’dan yapilan camlar ¢ekmeden sonra istenmeyen ince
duvarli uglar meydana getirir. Bu, camlarin firepolish edilebilmelerini yumusak camlara

oranla daha zor kilar.

1.3.6. Camlann Giiriiltii Ozellikleri

Tek kanal patch klamp i¢in kullamldiginda bir camin {iretecegi giiriltiiyii
azaltmanin kolay bir yolu olmadig halde, bir patch pipetin giiriiltiisiiniin kendi kayip
faktoriiyle iligkili oldugu gozlenmistir. Kayip faktéri camun dielektrik 6zelliklerini
agiklamak igin cam {ireticileri tarafindan kullanilan bir parametredir. Sekil 14 bir patch
pipetin giiriiltlisiiniin camin kayip faktoriiyle iligkisini gostermektedir. Degisik camlardan
yapilmig, ucun 100um’si kadar Sylgard’la kaplanmis ve soliisyonla doldurulmug patch
pipetler akici dolu kabin dibinde yatan Sylgard’la kaplanir. RMS giiriiltii, bir rms metre ile
hemen banyo lizerinde havadaki pipetle ve daha sonra tekrar Sylgard’la kaplanmig pipetle
Olgiitiir. Sekildeki 10KHz rms giiriiltii, havada 6l¢iilmiis giiriiltiiden, Sylgard’la kaplanmis
pipetle 6l¢giilen giiriiltiiden ¢ikarilarak hesaplanmstir.

Camdan uygun tekniklerle patch pipet imal etme olay1 gelistirilirse, Corning 7070
(diisiik elektriksel kayipli) veya Coming 1724 (aleminyumsilikat) camindan imal edilen bu
pipetin giiriiltiisii iyilegtirilebilir. Sekil 14’de gosterilen giiriiltii degerleri tek kanalli
Axopatch 200°den elde edilen degerlerden daha yiiksektir. Ciinkii onun Kapasitif ana
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sathas: standart resistif ana safhadan daha diisiik girlilti iretir. Goriildigi gibi giiriiltii
diisiince diger elektriksel bilesenler de aym sekilde diiger [5].

1
@& 7760 £6-60120
i EG-16
B 3 72 L
2 7040,KG-12
g 7720,EN-1
= 3320,7056
=§ th @ 7052w
= & 0
B 10}
Vi @170
@=s
sk & ooso
an i 1 i ) A
00 0d 0.2 63 04 05 06
10 K¥¥z‘de RMS GURULT{

Sekil 14. Degisik camlarn giiriiltiisel 6zellikleri [5].
1.3.7. Tipik Bir Cam Mikropipetin Egdeger Devresi
Sekil 15°de bir cam intraselliller mikropipetle yapilmaya ¢aligilan tipik bir membran

potansiyeli ya da aksiyon potansiyeli kaydinmn yaklasik modeli ve bu modelin elektriksel

egdeger devresi goriilmektedir. Sekil 15 (c)’de gorillen devrede hiicre igi sivi olan
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intraselliller siviyla mikroelektrod arasinda elektriksel baglantiy1 saglayan ve geometrik
sekli mikropipet tarafindan olusturulan pipet soliisyonu siv1 kdpriisiiniin olusturdugu direng

R;ile gosterilmistir. Bu direng, mikropipet soliisyonunun konsantrasyonuna, yukarida

A Yikseltece B

A\ Elektrolit

Ca.m__1

Tcteki alektrod |

Referans
alaktrod

(a}
A
Ema
Ry
Rmb
Ej »
E; i
)
—e A
Membran
ve aksiyon 0 = Ca=Cy
potansiyeli Emp E
m
|———eB

€} Ep- Ej+E¢+Ema -Enp

Sekil 15. Cam mikropipet mikroelektrodun esdeger devresi [6].

bahsedildigi gibi elektriksel baglantiyr saglayan sivi kopriisiiniin kesit alanina ve
uzunluguna baghdir ve 1-100MQ arasindadir. Mikropipetin sivi ortamin igine giren
kisminda (gerek ekstraselliiler, gerekse de intraselliiler sivi) olusan ve sekilde dagilmig
olarak gosterilen kapasite ise esdeger devrede C; ile gosterilmigtir. C, kapasitesinin
degeri on pikofaradlar mertebesindedir ve bu deger mikropipetin duvar kalinlif1, pipet

hammaddesi olan cam gesidinin dielektrik sabiti, kayip faktorii, pipetin siviya giren
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kisminin uzunlugu ve benzeri parametreler tarafindan belirlenir. Son olarak da olusan tiim

d.c. potansiyelse E,, ile gdsterilmigtir.

Em=Ej+Et+Ema'Emb

Delile (sealy direnci

©)

Esdeger devre
Intraseliiler

_[ V=E __ES_.._

% Rt K Rg+Rg

Ekstraselliiler

Sekil 16. Intraselliiler 8lgiimde seal direncinin olugumu [5].

Bu d.c. potansiyeller mikroelektrod ile pipet soliisyonu arasinda, pipet soliisyonuyla

intraselliiler sivi arasinda ( bu iki sivi arasindaki d.c. potansiyeli iki sividaki

konsantrasyon seviyesi ve iyonlarin hizlan belirler) referans elektroduyla ekstraselliiler sivi

vs. arasmda olugular [6].

Gériildiigii gibi mikropipetin hiicreye girmesiyle bir algak gegiren filtre olusur. Bu

filtre kayit bandgeniglifini sinirlar. (")rnek olarak tiptk degerlerle bu band genisligini

hesaplamaya ¢aligalim. Tipik degerler s6yle olsun;
pipet ucunun dis ¢ap1
pipet ucunun i¢ ¢ap1
stv1 kopriisiiniin uzunlugu
pipet soliisyonunun dzdirenci
camin dielektrik sabiti

Direng hesabu i¢in agagidaki fomiilii kullanalim;
L
R=p=
PA

Bu formiilde;

p : dielektrik sabiti

1.5um

1.0um
3mm

2.0Qcm
1.82

4)
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L : direnci hesaplanacak materyalin boyu

A : direnci hesaplanacak materyalin ortalama kesit alan

3mm

R=20Qcmx——F7———
ADoum)?

=764 MQ (5)

Kapasite degeri ise agagidaki gibi hesaplanabilir;

20, e, L 2T1x182x8.8x107"% &, x3mm
C= D/ = T3 6)
in(2/) (¥

C=7.43x10°F

elteg

Tek-kanalh

Sekil 17. Iyi ve kétii agilmug delikte olusan seal direncinin dlgiime etkisi [5].

Sonugta hesaplanan direng ve kapasite degerleriyle olusan algak gegiren filtrenin kesim

frekansi §6yle hesaplanabilir;

1 1
T 2IIRC ™~ 2IIx7.64x107 x7.43x107"

f = 2.80KHz 0)
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Goriildiigii gibi en yiiksek frekansh bileseni yaklasik 10KHz olan aksiyon potansiyelini bu
mikroelektrod, mikropipet ve pipet soliisyonu sistemiyle tam dogru olarak §l¢mek miimkiin
olmaz [6].

Bu arada 6lgmeye etkisi olan seal direncinden de bahsetmek gerekir. Sekil 16°da
seal direnci go6riilmektedir. Goriildiigii iizere mikropipet hiicre membranini delip iceri
girdiginde olusan delikle intraselliiler siv1 ile ekstraselliiler siv1 arasinda elektriksel baglanti
kurulmusg olur. Boylece seal direnci olusmus olur. Sekil 17°de ise seal direncinin hiicreden
alman kayita yaptig1 olumsuz etki de agik¢a goriilmektedir.

Anestezi edilmis kedinin beyincigindeki purkinje hiicrelerinin kendiliginden desarji
iizerindeki mikroiontoforik uygulamali ve hava basinci uygulamali morfinin etkileri
incelenmistir. Morfinin mikroiontoforik uygulamas: purkinje hiicrelerinin hem engelleyici
hem de kolaylagtiric: tepkilerini tiretti. Morfinin hava basmeci ile uygulanmasi durumunda
aym etkiler gériildii. Morfinin her iki uygulamasi da dozdan bagimsiz tepkiler iiretti.
Sonuglardan morfinle iiretilmis uyarmanin opiate sisteme bagl oldugu ve yasaklamanin da
GABAergic sisteme bagh oldugu goriildii [7].

Onceki galigmalar gdstemistirki ethonol hem in vitro hem de in vivo olarak pukinje
hiicrelerinin atesleme miktarin1 engeller. Bununla birlikte beyincik interndronlarinin
ethanole olan tepkisi ¢ok az bilinmektedir. Bu ¢aligmada, beyincik internéronlannin, Golgi
noéronlarnin ve vitrodaki purkinje hiicrelerinin ateslemesi {izerinde lokal olarak uygulanmis
ethanolliin etkilerini anlatiyor [8].

Bu ¢alismanin en biiyiik bulgusu iontoforik uygulamali serotonin, beyincikteki
purkinje hiicrelerinin ¢ogunlugu (%74) ig¢indeki kompleks desarj sayisimi belirgin sekilde
(ortalama %94.0) arttirdigidir. Hiicrelerin %23’ kompleks desarjda ortalama %23 azalma
gostermistir, bu sirada hiicrelerin %1 tepki verememistir. Simdiki ¢alismamiz ve daha
Onceki arasinda serotonin miktarinin etkileri baglaminda bir kargilagtirma yapilmistir [9].

Anestezi edilmis veya diger hayvanlarmn beyincik vermisinin elektriksel
uygulamasinin etkileri agiklandi. Ayrica bu galiyma kan basincindaki ve kalp atigindaki
degisimleri de incelendi. Bu etkiler, log IX’a yasaklanmig gibi gériinmektedirler ve
kimyasal uyarmayla ikiye katlanabilir [10].

Serotoninin, purkinje hiicrelerinin aminoasit endiiklii uyarimlan iizerindeki etkileri

anestezi edilmis ebebeyin erkek fareler iizerinde mikroiontoforik ve hiicre disi kayitlar
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kullanilarak incelendi. 5-HT’nin uygulanmas: PC’lerin kendiliginden atesleme oranlarinda
minimal etkiler gdsterdi. Bu bulgulardan su anlasilir ki 5-HT PC’lerin EAA’smn
modiilasyonunda bir segicilik gdsterir ve bu ylizden beyincikte énemli bir néromodiilator
role sahiptir [11].

5-HT reseptorleri, dogumdan sonraki ilk ay iginde farelerde normal beyincikte ve
dogumdan sonraki 5. Giinde x 1smnina tabi tutulmug graniil hiicresinde incelendi. Hem
normal hem de x 1sinina tutulmus farelerde kiga yakin loplar 6n taraftakilerden daha fazla
simiflandinlmistir. Sonuglar gosterir ki 5-HT reseptérleri graniil hiicrelerinin gelisiminde yer
almazlar. Dogumdan sonraki ilk ay i¢inde 5-HT reseptorlerinin yogunlugundaki azalma
yeri dogmus farenin beyinciginde S-HT resopterlerinin olusumunu ifade etmez. X 1ginlarina
tabi tutulmug farelerde 5-HT yogunlugunun artmasi dogumu gecikmis farenin beyincigine
daha az su katilmasina sebep olur [12].



2. YAPILAN CALISMALAR

Bu béliimde yapilan galigmalar, gelistirilen sistem ve deneysel ¢alisma adli iki ana
kisimda verilmeye ¢alisilacak. Ik kisim olan gelistirilen sistem kisminda mikropipetlerin
nasil hazirlandigi, amplifikatér devresi ve amplifikator devresinin ¢ikisginda olusan
sinyallerin anolog-dijital ¢evirici (ADC) vasitasiyla nasil bilgisayara alinip kaydedildigi
konusunda bilgi verilecektir. Ayrica elde edilen sinyallerin nasil filtrelenip incelendigi ve
sistemi tamamlayan termostat devresi hakkinda da agiklama yapilacaktir. Ikinci kisim olan
deneysel c¢aligmalarda ise deneyin hangi sartlar altinda hangi materyallerle yapildigi ve
sonugta elde edilen datalarin ne oldugu konusunda bilgi verilecektir.

2.1, Gelistirilen Sistem
Gelistirilen donanim Sekil 18’da sunulmustur. Oncelikle deney sirasinda kullanilan

Sprogue-Dowley siganlarinin (rat) ¢ikarilan beyinleri 6lmemeleri igin iginde besin

maddeleri ihtiva eden kreps sivisina konulurlar.Yine, beynin 6lmemesi igin kreps sivisinin

Osiloskop

D

Bllgisayar

ADC

=
O |z o] Mankplar
g
i
ol/
/
Termostad

Sekil 18. Aksiyon potansiyelinin kaydi i¢in geligtirilen donanim
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sicaklif bir termostat vasitasiyla 37°C’de sabitlenir. Bu termostat olglim sirasinda pipet
soliisyonunda, krepste ya da elektrotda giiriiltii olusturmamak i¢in d.c. gerilimle beslenir.
Ama yine de termostadin 1sitict kisminin agilip kapanmasi sirasinda ¢ok kisa siirelide olsa
gerilim endiiklenecegi unutulmamalidir. Son olarakta kreps %95 O; %5CO; igeren bir hava
tiipiliyle oksijenlendirilir. Eger bu sartlar saglanirsa beyin en fazla 7-8 saat siireyle yagsamsal
aktivitelerini siirdiirebilir. Bu da deney ¢aligmalar i¢in yeterli bir siiredir.

Mikromaniplatére sabitlenmis borosilikat camdan yapilmis ve i¢i vakumlama
teknigi kullamlarak 4mol NaCl ile doldurulmus mikropipet sinir hiicresine daldinlir.
Mikropipet igine yerlestirilmis altin elektrod vasitasiyla elektron akimina gevrilen isaret
fark yiikseltecine iletilir. Bu yiikselteg ¢ikisindaki isaret ise hem osiloskop ile incelenir hem
de ADC vasitasiyla bilgisayara kaydedilir.

Asagida gelistirilen sistemin pargalan hakkinda ayrintili bilgi verilecektir.

2.1.1. Mikropipetlerin Hazirlanmasi

Hiicre igine girecek olan intraselliller mikropipetlerin yapiminda borosilikat cam
kulanilmigtir. Boru halindeki borosilikat cam orta bolgesinde erime sicakligina kadar
wsittlip iki ug tarafindan gekilerek birbirinden ayrilip mikropipet haline getirilir. Bu yontem
boliim 1.3’de aynintili olarak anlatilmistir. Yine ayni bdliimde hatirlanacagr gibi borosilikat
cam pipetler hakinda genis agiklama da vardir.

Hazirlanan mikropipetlerin i¢i Sekil 19’de gosterilen sistem vasitasiyla vakumlama
teknigiyle doldurulmustur. Cam kaba mikropipetlerin doldurulmak istendigi pipet
soliisyonu koyulur. Pipet soliisyonundan sonra g¢ekilerek hazirlanan mikropipetler de
sekildeki gibi toplu olarak kabin igine konulur. Daha sonra cam kabin kapag bir
yapistinictyla yapistinlarak kapatilir ve bdylece digans: ile hava girig ¢ikisi engellenmig
olur. Yine gekilde goriildiigii gibi cam kabin disanyla basing bakimindan tek iligkisi
herhangi bir ¢esmeye takilmig ve iginde suyun akabildigi bir hortuma yandan yaptigi
baglantidir. Béyle olunca cam kabin i¢indeki hava basinct hortumdan akan suyun hortum
¢eperine yaptigi basing ile belirlenir ki bu da yaklagik olarak 0.3-0.4 atmosfer civarinda
tutulur. Suyun hortum ¢eperine yaptifn basing hortumun ug¢ kisminin gapina, ¢esmenin

agilma miktarina ve ¢esmenin bagli oldugu su sebekesinin su basincina baghdir. Sonug
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olarak 1sitilan kap igerisindeki pipet soliisyonu kabin basinci ayarlanarak yaklasik 30-
40°C’de kaynatilir.
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Sekil 19. Vakumlama teknigiyle mikropipetlerin doldurulmas: [13].

Boylece hem igi baglangigta 1 atmosfer hava ile dolu mikropipetler vakumlama
teknigi kullanilarak pipet soliisyonu ile doldurulmug olur hem de sicakligin 30-40°C’de
sintrlandirilmis olmasindan dolay: gok ince ve hassas olan mikropipetlerin uclar korunmusg
olur [13,14,15].

fci doldurulan mikropipetler 1pum mertebesinde hareket saglayabilen bir

mikromaniplatére sabitlenir ve hiicreye girmeye hazir hale getirilmis olur.
2.1.2. Amplifikator Devresi

Pipet soliisyonu igindeki iyon akimi, elektrotta elektron akimina doniisiince is Sekil
15 (c)’de gosterilen devre iizerinden Emp igaretini alabilme haline gelir. Esdeger devrede
goriildiigii gibi amplifikatér devresi Emp isaretini araya seri olarak gelen Rt direnci

iizerinden almak zorundadir. Daha 6nce agiklandig1 gibi Rt 1-100M€Q arasinda, Emp ise on
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milivoltlar mertebesindedir. Ayrica Ct’nin etkisiyle de kesim frekans1 bazen 2-3KHz’e
kadar diisebilen algak gegiren filtre olusturdugu da unutulmamalidir [16,17].

Isareti, degeri 1-100MQ olabilen seri Rt direnci iizerinden alabilecek devrenin giris
direncinin 100MQ’dan gok daha biiyiik olmasi gerekir. Bu nedenden dolay: elektroddan
sonra gelen ve asil amaci sinyal amplifikasyonundan ¢ok empedans déniigiimii olacak olan

fark yiikselteci igin en uygun se¢im bir FET ya da FET girisli amplifikatordiir.

17 Tis
4 yitksek-voltaj .
o— koramasy b 11 —_ |12
10K 10K
16 - >

o dijital segilen 11
o013 geri besleme devresi +A3 °
P L. B

= - 1 10
by c 5] [ yiksek-voltaj LA ——1 ) I oy MU EL Y

korumasy 10K 10K

sl7l bl

Sekil 20. Instrumentation amplifikatdriin blok semast

Yapilan deneyler sirasinda hem FET’li hem de FET girisli islemsel yiikselteglerle
olusturulmus devreler denenmistir. Bunlanin sonunda en iyi sonu¢ bir FET girisli
instrumentation amplifikatorden alimmigtir. Sekil 20’de i¢ yapis1 blok sema halinde
gosterilen bu fark yiikseltecinin girig direnci 10'2Q civarindadir.

Kullanilan fark yiikseltecinin kazanci Sekil 21°de gosterilen Al ve A2 anahtarlan
yardimiyla dijital olarak 1,2,4,8 olarak ayarlanabilir. Fark yiikseltecinden sonra ise kazanci
bir potansiyometreyle degistirilebilen ikinci bir amplifikatdr vardir. Devrenin gerilim
kazanci saturasyon olmayacak sekilde ve ADC’ye uygun bir degere ayarlanir [18,19].

Olgiim yapmak igin gelistirilen devrenin blok semas1 Sekil 21°de verilmistir. Fark
yiikseltecinin giris empedansinin ¢ok biiyiik olmasindan dolayr fark yiikseltecine dogru
akan akim pikoamperler mertebesindedir. Bu ise isaretin elektrotdan yiikseltece iletilmesi
icin kullamlan telin giiriiltillere g¢ok hassas olmasma neden olur. Giiriiltiilerden
etkilenmemek igin elektrodla fark yiikselteci arasindaki baglant: koaksiyel kabloyla yapilir.

Koaksiyel kablonun dis kismiyla i¢ kismi arasinda kapasite olmamasi iginse, koaksiyel
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kablonun dig kisminin da i¢ kismuyla ayni potansiyele sahip olmas: saglanir. Sekil 21°de
goriildiigii gibi girisle ayn1 potansiyelde olan Vol ve Vo2 toplanip bir gerilim izleyicisiyle
izole edildikten sonra koaksiyel kablonun disina baglanir. Her ne kadar bu 6nlemler alinsa
da yine de giris isaretini zayiflatacak bir kapasite olugacagindan koaksiyel kablo miimkiin
oldugu kadar kisa yani fark yiikselteci miimkiin oldugunca elektroda yakin tutulmustur.

TE T
Ag

Sekil 21. Olgiim i¢in kullanilan devrenin blok semasi

Girise, giris empedansini diisiirmemek igin bagka hicbir sey baglanmaz. Ayrica
giriste giiriilti olusumunu azaltmak i¢in baski devre hazirlamirken “guard ring”
uygulanmistir. Bu yontem Sekil 22°te gosterilmigtir.

Devre yukarida da bahsedildigi gibi baski devre olarak hazirlanmigtir. Baski devre
hazirlamirken ¢ift ylizlii bakir pertinaks kullanilmistir. Bunun nedeni ekranlanmig devrenin
gliriiltiden daha az etkilenmesidir. Baski devrenin bakir yollarin olmadigy taraf ekranli
taraf topraga baglanmugtir.

Devre, sebekeden gelebilecek 50 Hz’lik bilesenden etkilenmemek igin pille
beslenmigtir. 9V’luk iki pil seri baglanarak +9V,0V,-9V’luk potansiyellerle simetrik

besleme saglanmagtir.
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Son olarak da devre demir bir kutunun igine konularak ¢alisilan ortamda mevcut
olan elektromanyetik dalgalardan izole edilmeye ¢ahsilmistir. Buna ragmen yine de deney
diizenegi ortamin olugturacag: elektromagnetik giiriiltiiden  korunamaz. Bu cesit
giiriiltiiden korunabilmenin en iyi yolu Faraday kafesi kullanmaktir.
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Sekil 22. Baski devrede kullanilan guard ring
2.1.3. Sinyallerin Bilgisayara Kaydedilmesi

Isaret, yiikselteg ¢ikigindan sonra ADC’ye ulagir. Gergeklestirilen program
aracilifiyla yiikseltegten gelen elektriksel sinyaller bilgisayar akranindan gozlenebilir ve
gerektiginde de kayit yapilabilir.

Gergeklestirilen prbgram, kullamlan ADC ve bilgisayar sistemiyle isaretlerin
yaklagik 100KHz’de &rneklenebilmesi miimkiin olmugtur. Fakat érnekleme frekansinin
biiyiik olmas1 kaydedilen data dosyalarinin da biiyiik boyutlu olmasina neden olacagindan,
igaretlerin de yeterince iyi kaydedilebilmesi agisindan deneyler siiresince Ornekleme
frekansi olarak 30KHz segilmigtir. Kayit sirasinda alman isaretler ekranda gosterilmez.
Clinkii bu hem 6mekleme hizim ¢ok diigiiriir hem de her 6rnek aligta farkli sayida emir
kodu kosulmasi gerekecegiden Grneklerin esit zaman araliklarinda alinamamasina yani
diizgiin olmayan 6rneklemenin gergeklesmesine neden olur. Sinyal ekranda goriindiikten
sonra kayit tusuna basildiginda yaklastk 17 saniyelik bir kayit yapilir ve kayit sonunda
tekrar sinyal goriintiilenmeye baglanir. Gerektiginde tekrar tekrar kayit alimir. Sinyal 256
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seviyede kuantalamir ve her bir 6rnek 8 bit yani bir bayt olur. 30 KHz 6mekleme
frekansinda, 256 kuantalama seviyesinde yaklasik 17 saniyelik bir kayit dosyaya binary
olarak kaydedilirse yaklagik 524 kilobyte yer kaplar.

Deneyler sirasinda kulanilan bu yazilim Ek 1’de sunulmustur.

2.1.4. Termostat

Deneyler sirasinda kafatasi agilan hayvanin solunum ve dolagimi durduktan sonra
hayvan dekapite edilir yani beyin uygun sekilde ¢ikartilir. Deneyin devam edebilmesi igin
beyin faaliyetlerini siirdiirebilecegi besin maddeleri ihtiva eden kreps sivisina konulur.
Kreps oksijenlendirilir ve 37°C sabit sicaklikta tutulur. Iste bunun igin Sekil 23°te blok

semasi verilen termostat devresi kullanilir.

ROLE rezisians

Texrmistir

Sekil 23. Termostat devresi blok semasi

Deneyler sirasinda termostat, deney diizenegi iizerinde giiriiltii olusturmamak i¢in

d.c. akimla beslenmistir. Bunun icin kavnak olarak akiiden vararlaniimistir.
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verilerin siizgeglenmesi gerekli hale gelmigtir. Bu ise yazilan bir program ile saglanmigtir
[20,21,22].

Gergeklestirilen program verileri sayisal olarak silizgeglemektedir. Siizge¢ olarak
kesim frekanst 260Hz olan yiiksek geciren siizge¢ (YGS) kullanmilmigtir. Bunun nedeni
50Hz ve harmonikleri olan 150Hz, 250Hz frekansh giiriiltiileri siizebilmektir. 50Hz’in
diger harmonikleri alinan aksiyon potansiyelerinin seklini bozmamak igin siiziilmemistir.
Sonugta elde edilen veriler Sekil 24°te goriilmektedir. Gergeklestirilen program ise Ek 2’de
sunulmustur [23,24].

2.2. Deneysel Caligma

Deneyler Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Béliimii Hiicre
Kayit Laboratuarinda yapilmigtir. Laboratuarda Sekil 18’da blok semas: gosterilen sistem
kurulmugtur. Sistemi olugturan 6geler yukarida ayrintili olarak agiklanmugtir.

Calismada agirhgir 200-350 gram arasinda degisen Sprgue-Dowley siganlar (rat)
kullamlmigtir. Hayvanlarin anestezisi intraperitonal olarak 1.25 gr/kg iirethan ile
saglanmigtir. Sonra kafatasinin oksipital ve arka temporal bolgesi kaldirilarak 6zellikle
serebellumun vermis bolgesinin goriilebilmesi saglanmigtir. Daha sonra mikromaniplatore
bagh mikroelektrod ile purkinje hiicresi aramir. Osiloskop yardimiyla tespit edilen purkinje
hiicresinin potansiyeli yukarida izah edilen donanim ile bilgisayara kaydedilir. Mikropipet
cam borosilikatten hazirlanmigtir. Mikropipetlerin i¢i vakumlama teknigiyle 4 mol NaCl ile
doldurulmustur. Elektrod olaraksa altin tel kullanilmigtir.

Aksiyon potansiyelleri hayvan canli iken in-vivo olarak alindigi gibi, hayvanin
solunum ve dolasim sistemi durduktan sonra 3 dakika i¢inde ve 6lmesinden ¢ok kisa bir
siire Once hayvan dekapite edilerek ve beyin-beyincik-beyin sapt boliimleri ¢ikanldiktan
sonra 37°C'ye kadar 1sitilmig ve sicaklii termostat yardimiyla sabit tutulan, %95 O ve %
5 COy ile oksijenlenmis krebs soliisyonuna konarak in-vitro olarak da kayit yapilmigtir.
Kullandigimiz krebs soliisyonunun igerigi Tablo 4’te verilmistir.

Gelistirilen donamimla pek ¢ok aksiyon potansiyeli kaydi yapilmus olup asagida
Sekil 24’te bunlarin sadece kisa bir donemi gosterilmektedir. (a) sekilleri yapilan kayit
olup (b) sekilleri bu kayitlarin kesim frekanst 260 Hz olan bir yiiksek geciren siizgecin
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(YGS) girisine uygulanarak elde edilmistir. Alinan veriler daha genis olarak bulgular

boéliimiinde sunulmustur.

Tablo 4. Krebs soliisyonunun igerigi

124 NaCl 58,44 14,493
5 KCl 74,56 0,746
25 NaHCO3; 84,01 4,201
10 D-Glucose 180,16 3,603
1,15 KH,PO4 136,09 0,313
1,15 MgSO, 120,38 0,277
2 CaCl, 110,99 0,444
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3. BULGULAR

Yapilan deneyler sounda bir ¢gok veri alinmugtir. Burada sadece her birinde yaklagik
17 saniyelik kayit bulunan veri dosyalarnindan birinin yaklagik 1.8 saniyelik kismi
verilmigtir. Asagidaki sekillerde (2) kisminda alinan orjinal datalar yer almaktadir, (b)
kisminda ise alinan datalarin siizgeglenmis halleri gériilmektedir. Olgiim sirasinda deney
diizeneginde dis etkilerden dolay: olusan bu giiriiltillerden en etkilisi 50Hz ve harmonigt
seklinde olan giiriiltiidiir. Siizgeglemenin asil amaci da bunlan siizmektir. 260Hz yiiksek
gegiren siizgegle yapilan filtreleme sonunda aksiyon potansiyellerinin belirgin olarak ortaya

ciktig1 goriilmektedir.
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4. IRDELEME

Bu c¢aligmada rat serebellar (beyincik) purkinje hiicrelerinden tek kanalli
mikroelektrodlarla spontan aksiyon potansiyellerinin kayd: i¢in bir donanim
gerceklestirilmigtir. Gelistirilen bu donanimla, serotonin reseptérlerinin etki gosterdigi bu
hiicrelerde serotonin inhibitdrleri ve yeni bulunmus olan anti-psikotik ilaglarin bu
hiicrelere olan etkilerinin incelenmesi amaclanmigtir. Tek kanalli mikroelektrod kullanan
bu donanim ile aksiyon potansiyelinin kayd: basarili bir sekilde miimkiin olmugtur. Fakat
serotonin inhibitorleri ve yeni bulunmus olan anti-psikotik ilaglarin etkileri konusunda
¢alisma yapilmamastir.

Bu caligmay1 zorlastiran ve yavaglatan en biiylik problemler o6lgiim diizeneginin
modellenememesi ve deneyler sirasinda uyulmast gereken c¢aligma sisteminin
hazirlanamamasi1 olmustur. Bu problemlere daha ¢ok mikropipetlerin kalite kontroliiniin
yapilamamasi, beyin aktivitelerinin devam edebilmesi i¢in gerekli ortam sartlarinin tam
olarak hazirlanamamas1 ya da bunda ge¢ kalinmasi neden olmugtur. Bunun sebebi ise
genellikle gerekli malzemelerin zamaninda, yeterince ve uygun sekilde temin edilememesi
olmustur. Ayrica mikronlar mertebesinde c¢ahigildifn i¢in fiziksel sorunlarla da
karsilasilmistir. Yani deney diizeneginin bulundufu masanin ya da iginde beynin
bulundugu sivinin mikron mertebesinde sallanmasidir. Yine de aksiyon potansiyellerinin
kaydinin gergeklestirilebilmesine ragmen bu islem arzu edildigi kadar giiriiltiisiiz ve
standart olarak yapilir hale getirilememistir.

Bu c¢alismanin devaminda, mikroiontoferez ve patch clamp tekniklerinin

uygulanmasi amaciyla daha karmagik bir donanimin gergeklestirilmesi hedeflenmistir.



5.SONUCLAR

Caliymanin amaci olan serebellar (beyincik) purkinje hiicrelerinden tek kanalli
mikroelektrodlarla spontan aksiyon potansiyelinin kayd: gergeklestirilmistir.

Deneyler sirasinda birgok spontan aksiyon potansiyeli kaydedilmistir. Elde edilen
birgok veriden sadece kiigiik bir kismi1 3. boliimde sunulmustur.Bunlara ragmen, serotonin
inhibitorleri ve yeni bulunmus olan anti-psikotik ilaglarin etkileri konusunda galigma

yaptlmas: daha ilerideki planlarin ger¢eklestirilmesiyle miimkiin olacaktur.



6. ONERILER

Bu ¢alisma sonunda daha Gnce bahsedildigi gibi, gelistirilen donanimla serebellar
(beyincik) purkinje hiicrelerinden tek kanalli mikroelektrodlarla spontan aksiyon
potansiyelinin kayd: miimkiin olmustur.Calismanin devaminda gelistirilen donanimla
serotonin inhibitdrleri ve yeni bulunmus olan anti-psikotik ilaglarin serebellar purkinje
hiicrelerine ya da diger noronlara etkileri konusunda aragtirma yapilabilir.

Ayrica bu ¢aligmanin devaminda, mikroiontoferez ve patch clamp tekniklerinin

uygulanmas: amactyla daha karmasik bir donanimin gergeklestirilebilir.
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8. EKLER

EK 1. Verileri Ekranlayan ve Kaydeden Yazilim

Deneyler sirasinda kulanilan C dilinde yazilmis program asagida verilmistir.

#include <stdio.h>
#include <alloc.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>
#include <graphics.h>
unsigned char far *fa;

unsigned char *a;

int 1,j;

int cnt=0;
unsigned long int fi;
char c;

int gdriver = DETECT, gmode, errorcode;
char  ver[3],filename[16];

FILE *fpl;

char port_oku(void)

{
outportb(657,8);
do{}while((inportb(660)&1)==0);
return inportb(658);

void main (int argc, char *argv[ ])

{

/* paremetre say1s1 tam m? */
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Ek I’in devamm
if (argc < 2)
{
printf ("usage: p2 base_filename\n");
exit (1);
}
else initgraph(&gdriver, &gmode, "c:\\compiler\\tc\\bgi");

fa = (unsigned char far *) farmalloc(64000*8);
yine:
cleardevice();

outtextxy(13,5,"b:bellege kayit c:cikis");

a = (unsigned char *) malloc(650);
i=0;
do{
putpixel(i,368-a[i],0);
afi]=port_oku();
putpixel(1,368-a[i],15);
i=fmod(i+1,640);
if(i==639)
if(kbhit())
{
c=getch();
if((c=='"c")Y+(c=="D")
i=641;
}
}while(i<640);
free(a);

if(c=='c") {farfree(fa);closegraph(};exit(1);}



65

Ek 1’in devami
if(c="b"
{

for(fi=0;£i<500000;fi++)
fa[fi]=port_oku();
cleardevice();
outtextxy(13,5,"v:veriyi kontrol k:kayit c:cikis");
c=getch();
if(c="v")
{
for(fi=0;fi<30;fi++)
{ cleardevice();
outtextxy(13,5,"diger sayfa k:kayit c:cikis");
moveto(0,368-fa[0+640*fi]);
for(i=1;i<640;i++)
lineto(i,368-fa[i+fi*640]);

c=getch();
if((c=="c")+(c==k")) fi=187,;
}
if(fi!=187)
{
do{
outtextxy(13,15,"veri sonu ");
c=getch();
}while((c!='c")&&(c!='k"));
}
}
if(c=="k")
{

strcpy (filename,argv[1]);

itoa (cnt,ver,10);
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Ek 1’in devam
strcat (filename,ver);
strcat (filename,".dat");
cnt++;
if ((fpl = fopen (filename,"w")) == NULL)
{
closegraph();
printf ("Can not open %s for output\n",filename);
getch();
exit (1);
}
for(fi=0;fi<500000;fi++)
putc(fa[fil,fp1);
fclose(fpl);
}
if(c=="c") {farfree(fa);closegraph();exit(1);}
}

goto yine;

Ek 2. Verilerin Filitrelenmesinde Kullanilar Yazilim

Deneyler sirasinda elde edilen giiriiltiilii verileri filtrelemek i¢in kullamlan C dilinde

yazilmig program asagida sunulmustur.

#include <stdlib.h>
#include <conio.h>
#include <alloc.h>
#include <math.h>

#include <graphics.h>
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Ek 2°nin devam
#include <stdio.h>
#include <svga256.h>
float Ts,fc1,fc2,fs;
int  i,N=100,NN;
int Gd=DETECT, Gm;
int pa,i,j;
char c;

float dft[1000],dft_p[1000],f[15001,t,5uz[500],y]1500],suz1[500];

FILE *{fd,*ff,*fff;

int huge DetectVGA256()
{return 4;}

void ok _ust(int x1,int y1)
{char inl;
setcolor(0);
for(inl=1;in1<5;in1++)
line(x1+2-inl,y1+inl,x1+2+inl-1,y1+inl);
}
void ok_alt(int x1,int y1)
{char inl;
setcolor(0);
for(in1=1;in1<5;in1++)
line(x1+2-inl,yl-in1+4,x1+2+inl-1,y1-in1+4);
}
void ok_gr sag(int x,int y)
{line(x-3,y-3,x,y);line(x-3,y+3,x,y);}
void ok_gr_sol(int x,int y)
{line(x+3,y-3,x,y);line(x+3,y+3,x,y);};
void ok_gr_ust(int x,int y)



68

Ek 2’nin devam
{line(x-3,y+3,x,y);line(x+3,y+3,%,y); }
void ok_gr alt(int x,int y)
{line(x-3,y-3,X,y);line(x+3,y-3,x,¥); }
void sec(int x1,int y1,int x2,int y2,int colorl,int color2)
{ setcolor(colorl);
line(x1,y1,x2,y1);line(x1,y1+1,x2,y1+1);
line(x1,y1,x1,y2);line(x1+1,y1,x1+1,y2);
setcolor(color2);
line(x1,y2,x2,y2);line(x1+1,y2-1,x2-1,y2-1);
line(x2,y1,x2,y2);line(x2-1,y1+1,x2-1,y2);

void plot(float *xx,int x1,int y1,int x2,int y2,int bas)
{float Bu,Ku,b,u;
int inl;
l/sec(x1,y1,x2,y2,160,120);
x4y l4++x2--y2--;
Bu=0;Ku=0;
for(in1=0;in1<N;in1++)
{if(xx[in1]<Ku) Ku=xx[inl];
if(xx[in1]>Bu) Bu=xx[inl];
}
if(Bu==Ku) Bu=0.0001;
b=(y2-y1)*0.6/(Bu-Ku);u=(x2-x1)*0.8;
if(bas<0) bas=-bas,; else bas=0;
setcolor(195);
line((bas+0.5)*w/N+x1+u/8,y1+(y2-y1)*0.05,(bas+0.5)*u/N+x1+u/8,y2-(y2-y 1)*0.05);
ok_gr ust((bas+0.5)*w/N+x1+u/8,y1+(y2-y1)*0.05);
ok_gr alt((bas+0.5)*u/N+x1+u/8,y2-(y2-y1)*0.05);
y1=y2-(fabs(Ku)*b+(y2-y1)*0.2);
ok_gr sol(x1+(x2-x1)*0.05,y1);
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ok_gr sag(x2-(x2-x1)*0.05,y1);
line(x1+(x2-x1)*0.05,y1,x2-(x2-x1)*0.05,y1);
setcolor(180);
in1=0;moveto(((in1-0.5)*w/N)+x1+(x2-x1)*0.1,y1-xx[in1]*b);
for(inl=1;in1<N;in1++)
lineto(((in1-0.5)*wN)+x1+(x2-x1)*0.1,y1-xx[in1]*Db);
}

void d_fourier(float *f ic,float *dft_ic)
{ int in1,in2;
float reel,sanal,w;
for(in1=0;in1<N;in1++)
{
w=(2.0*in1*M_PL/N);//printf("w= %f\n",w);getch();
reel=0;sanal=0;
for(in2=0;in2<N;in2++)
{reel+=f ic[in2]*cos(w*in2);
sanal+=f_ic[in2]*sin(w*in2);
}
dft_ic[inl]=sqrt(pow(reel,2)+pow(sanal,2));

void katla(float *xx,int boyo1,float *hh,int boyo2,float *yy)
{unsigned int inl,in2;
float aral,ara2;
for(in1=0;in1<(boyo1+boyo2-1);in1++)
{yy[in1}=0;
for(in2=0;in2<inl1+1;in2++)
{if(in2>(boyo1-1))aral=0;else aral=xx[in2];
if((in1-in2)>(boyo2-1)) ara2=0;else ara2=hh[in1-in2];
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yy[inl]+=aral *ara2;
}

void Ipf(float *xx,float fcc,float Tsi,float lamda)
{int in1;
float ara;
for(in1=0;in1<N;in1++)
if((in1-lamda)==0) xx[in1]=2*fcc*Tsi,
else {ara=inl-lamda;
xx[inl]=sin(ara*2*M_PI*fcc*Tsi)/(M_PI*ara);
}

void hpf(float *xx,float *yy,float lamda)
{int in1;
for(in1=0;in1<N;in1++)

yy[inl]=pow(-1,inl-lamda)*xx[in1];

void bpf(float *xx,float *yy,float foo,float Tsi,float lamda)
{int inl;
for(in1=0;in1<N;inl++)

yy[inl]=xx[in1]*2*cos((inl-lamda)*foo*2*M_PI*Tsi);

void bsf(float *xx,float *yy)
{int inl;
for(in1=0;in1<N;in1++)

yy[in1}=-xx[in1};
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yy[0.5+(N/2)]=1-xx[0.5+(N/2)];

void set_gri_palette()
{char par;
for(par=0;par<63;par++)
{
setrgbpalette(par*3,par,par,par);
setrgbpalette(par*3+1,par+1,par,par);
setrgbpalette(par*3+2,par,par+1,par+1);
}
setrgbpalette(189,63,63,63);
for(par=0;par<6;par++) setrgbpalette(par+190,par*10+10,10,10);
for(par=0;par<6;par++) setrgbpalette(par+196,10,par*10+10,10);
for(par=0;par<6;par++) setrgbpalette(par+202,10,10,par*10+10);
}

void main (void)

{int page=0,cur_page;
installuserdriver("Svga256",DetectVGA256);
initgraph(&Gd,&Gm,"c:\\com\\tc\\bgi™);
set_gri_palette();

fc1=260.0;fc2=3000.0;fs=7.5e+3;Ts=1.0/fs;

N=499;

Ipf(suz,(fc2-fc1)/2.0,Ts,(N-1)/2.0);
bpf(suz,suzl,(fc2+fc1)/2.0,Ts,(N-1)/2.0);
bsf(suzl,suz);
plot(suz1,50,10,350,210,0);
d_fourier(suzl,dft);plot(dft,360,10,660,210,0);
fd = fopen("c:\\com\\tc\\works\\data\\c4.dat", "rb");
ff = fopen("c:\\com\\tc\\works\\data\\ak grf4.dat", "wt");
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fff= fopen("c:\\com\\tc\\works\\data\\akgr4.dat", "wt");

// page=6;

do{

if((c=="1"&&(page<125)) page++;

if((c='g")&&(page>0)) page--;
N=499;
Ipf(suz,(fc2-fc1)/2.0,Ts,(N-1)/2.0);
bpf(suz,suzl,(fc2+fc1)/2.0,Ts,(N-1)/2.0);
bsf(suzl,suz);
plot(suzl1,50,10,350,210,0);

fseek(fd,page*4000,SEEK _SET);
for(i=0;i<1500;i++)
{fli]=fgetc(fd)-100;fgetc(fd);fgetc(fd);fgetc(fd); }

setfillstyle(0,0);bar(50,220,1000,630);
N=1000;
plot(f,50,220,1000,420,0);
katla(f,1500,suz1,499,y);
for(t=0;t<1250;t++) y{t]=y[t+250];
c=getch();
if(c=="¢")
{
for(t=0;t<1000;t-++) fprintf(ff,"%f\n",y[t]);
for(t=0;t<1000;t++) fprintf(fff,"%f\n" f]t]);
}
plot(y,50,430,1000,630,0);
c=getch();
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}while(c!=27);
fclose(fd);fclose(ff); fclose(fff);
closegraph();

}
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