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RL: Sizint1 direnci
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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiist
Biyofizik Anabilim Dali
Norobiyofizik
Doktora Tezi

DENEYSEL DEMIYELINIZASYON SURECININ PERIFERIK SINIRLERIN HIZ VE
UYARILABILIRLIGI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI
[LKSEN BURAT

Konya-2023

Periferik sinir sistemini olusturan néronlarin Schwann hiicrelerinde hasar olugmasi demiyelinizasyon; bu
hasarin iyilesme siireci de remiyelinizasyon olarak adlandirilir. Remiyelinizasyon her durumda tam olarak
gerceklesmez; bu nedenle g¢esitli periferik sinir hastaliklar1 olusur. Bu hastaliklarin hayvanlar iizerinde
modellenmesi i¢in kullanilan yontemlerden bir tanesi lizofosfotidilkolinin sinir kilifi icerisine, mikroenjeksiyon
ile zerk edilmesidir. Lizofosfotidilkolinin gegici ve lokal demiyelinizasyona sebep oldugu literatiirde
gorilmektedir.

Sinir hiicrelerinde olusan yaralanmalarin tespiti igin, bu hiicrelerin zarlarmin elektriksel 6zellikleri
incelenir. Esik izleme yontemi, sinirlere farkli puls desenleri uygulanarak, sinir hiicresinin zar sigas1 ve direnci
gibi elektriksel 6zellikleri ile iyon kanal kinetikleri hakkinda veri toplanmasini saglar. Uyaran-yanit iligkisi, siddet-
stire zaman sabiti, toparlanma dongiisii, esik elektrotonus ve akim-esik isimli alt-protokoller sinir hicrelerinde
iletimden sorumlu farkl mekanizmalar hakkinda bilgi verir.

Bu ¢alismada, demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon siireglerini izlemek, baglangi¢larini yakalamak ve
bu siireglerde sinir lifindeki kanal kinetiklerinin nasil degistigini incelemek igin, farkli hayvanlara
lizofosfotidilkolin enjeksiyonu yapildiktan 3, 7, 10 ve 20 giin sonra, hayvanlarin izole siyatik sinirlerinden
uyarilabilirlik dl¢timleri alinmis ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir.

Bu calisma sonucunda elde edilen bulgular incelendiginde, bir¢ok parametrede grup ortalamalarinin seyri,
genel olarak literatiire uyumlu sonuglar vermektedir. Maksimum BAP genliginde anlamli fark bulunmasa da,
maksimum yanitin %50’si i¢in gereken uyaran siddeti ile birlikte ele alindiginda demiyelinizasyonun ve
remiyelinizasyonun gergeklestigi ve LPC mikroenjeksiyonu modelinin basariyla uygulandigi kabaca
goriilmektedir. Reobaz ve SDTC degerleri LPC ile demiyelinizasyonun ortalama 3 giinde saglandigini ve daha
sonra remiyelinizasyonun 20 giinden 6nce bagladigin1 gstermektedir. Akim-esik ve esik elektrotonus degerleri de

onceki ciimledeki sonucu desteklemektedir. Bu ¢aligmada, iyon kanal dagiliminin demiyelinizasyonla degistigi ve
remiyelinizasyonla 6nceki haline, kismen de olsa, dondiigii uyarilabilirlik yoniinden gosterilmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Demiyelinizasyon, Esik izleme yontemi, Lizofosfotidilkolin, Periferik sinir,
Remiyelinizasyon,.
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Damage to Schwann cells of neurons forming the peripheral nervous system, demyelination; the healing
process of this damage is also called remyelination. Remyelination does not complete in all cases; therefore,
various peripheral nerve diseases occur. One of the methods used to model these diseases on animals is injecting
lysophosphotidylcholine into the nerve sheath by microinjection. It is seen in the literature that
lysophosphatidylcholine causes temporary and local demyelination.

In order to detect injuries in nerve cells, the electrical properties of these cells’ membranes are examined.
Threshold tracking method provides data collection about electrical properties such as membrane capacitance and
resistance and ion channel kinetics of neuron membranes by applying different pulse patterns to nerves. Sub-
protocols named stimulus-response relationship, strength-duration time constant, recovery cycle, threshold
electrotonus and current-threshold, provide information about different mechanisms responsible for conduction in
nerve cells.

In this study, in order to track demyelination and remyelination processes, to capture their onset, and to
examine how nerve fiber channel kinetics change during these processes, excitability measurements were taken
from isolated sciatic nerves of animals at 3, 7, 10 and 20 days after injection of lysophosphotidylcholine in different
animals and they are compared with control group.

When the findings obtained are examined, the alteration of group averages in many parameters give
results that are generally compatible with the literature. Although there is no significant difference in maximum
BAP amplitude when considered together with the stimulus intensity required for 50% of the maximum response,
it is roughly seen that demyelination and remyelination occur and the LPC microinjection model is successfully
applied. Rheobase and SDTC values show that LPC-induced demyelination is achieved in 3 days on average, and
then remyelination begins before 20 days. Current-threshold and threshold electrotonus values also support the
result in the previous sentence. In this study, it was shown in terms of excitability that the ion channel concentration
changes with demyelination and returns to theirs previous state, albeit partially, with remyelination.

Keywords: Demyelinization, Lysophosphatidylcholine, Peripheral nerve, Remyelinization, Threshold tracking
method.
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1. GIRIS VE AMAC

Sinir sistemi viicudumuzun kendi igerisindeki ve dis diinya ile olan iletisimi ve tepkileri
saglayan sistemdir. Merkezi sinir sistemi beyin ve omirilikten olusurken, bunlarin disinda kalan
sinirler de periferik sinir sistemini olustururlar. Cevresel ve/veya genetik faktorlerden zarar
goren sinir hiicrelerinin iyilesme siireci tam olarak ¢oziilememistir. Sinir lifi {izerindeki
Schwann hiicrelerinin zarar gormesiyle ortaya cikan demiyelinizasyon, periferik sinir
sisteminde Guillain-Barre sendromu, Charcot-Marie-Tooth Hastaligi gibi hastaliklara yol
acmaktadir. Bu hasar, sinir uyarilabilirligini etkileyerek, iletim parametrelerinde gerilemeye

sebep olur.

Lizofosfotidilkolinin (LPC) sinir kilifi igerisine mikroenjeksiyonu, hayvanlar iizerinde
demiyelinizasyon siirecinin ¢alisilmasinda kullanilan bir modeldir. Esik izleme yontemi, sinir
uyarilabilirligini farkli puls paternleri uygulayarak takip eden; sinir hucrelerindeki iyon
kanallarinda, cesitli sebeplerle olusan farkliliklar1 tespit etmek i¢in son yillarda tercih

edilenotomatize bir yontem olmustur.

Bu tez ¢alismasi ile LPC mikroenjeksiyonu modeli ile olusturulan demiyelinizasyon ve
sonrasinda gergeklesen remiyelinizasyon siiregleri izlenmek amaglanmistir. Siireclerin modele
yansimasi i¢in kontrol grubu ile LPC mikroenjeksiyonundan sonraki 3., 7., 10. ve 20. giinler
karsilastirilmistir. Verilerin toplanmasinda QtracS programi ile esik izleme yontemi ve analiz
ve istatistik i¢in Microsoft Office Excel 2016 programi tercih edilmistir. Bdylece
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon siirecini uyarilabilirlik parametreleri ve iyon

kanallarmin dagilimi {izerinden yorumlamak hedeflenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Zari
Hiicreyi ¢epegevre saran hiicre zarinin asil gorevi hiicrenin biitiinliigiinii korumaktir.
Bunun yaninda hiicre zarinin i¢ ortam 6zelliklerinin sabit tutulmasi, dis ortam ile se¢imli madde

aligverisinin saglanmasi, artik {iriinlerin hiicre disina atilmasi gibi yan islevleri de vardir.

Hiicre dis1 Fosfolipitin

Seker hidrofilik basi

zineiri %7 Fosfolipitin
' hidrofobik

kuyrugu

Kanal

s : Periferal
proteinleri

protein

Hiicre ici
Sekil 2.1.g Hiicre zan (Britannica, 2023).

Hiicre zarinin temel yapi tasi lipitlerdir. Lipitler hidrofilik bir bas ile, hidrofobik bir ¢ift
kuyruktan olusur. Sulu ortamda hidrofobik kuyruklar birbirlerine dénerek; misel veya cift
tabaka gibi gruplagsmalar yaparlar. Bu yilizyilin bagindan beri kabul géren ‘akigkan-mozaik zar’
modeli (Sekil 2.1), lipit ¢ift tabakanin akigkan bir sekilde hiicreyi sardigini ve protein yapilarin
mozaik gibi bu akigkanda dagildiklarini 6ne siirer. Bu lipit tabakadan su, azot, oksijen, alkol
gibi molekiiller rahatlikla gegebilirken; iyonlarin, aminoasitlerin, yag asitlerinin vb. gegisi
zordur. Zarda bulunan protein yapilar (kanallar) 6zellikle iyon gegislerini kolaylagtirmaktadir

(Neher ve Sakmann, 1992).

2.2. Iyon Konsantrasyonlar1 ve Hiicre Zarindan Tanecik Gegcisleri

Zarin i¢ ve dis ortamlarinda farkli konsantrasyonlarda bulunan molekiiller ve iyonlar,
cesitli mekanizmalarla zardan gecis saglarlar. Bu mekanizmalar pasif ve aktif taginim seklinde
ikiye ayrilirlar. Pasif taginimin gerceklesmesi icin enerji harcanmaz; taneciklere etkiyen
konsantrasyon, elektriksel potansiyel gibi pasif gradyentler tanecik hareketlerine yol acar.
Tanecik zardan tek basina gecis yapiyorsa bu olaya ‘basit diflizyon’; bir tasiyic1 proteinle
birlikte gecis yapiyorsa bu olaya ‘kolaylastirilmig diflizyon’ denir. Basit difiizyonun iki farkli
sekli vardir: Oksijen, azot gibi yagda ¢oziinen molekiillerin lipit ¢ift tabakadan kolaylikla
gecisine ‘dogrudan gecis’ denir. Iyonlar gibi yagda ¢oziinmeyen molekiillerin gecisleri
proteinlerden olusan kanallardan gerceklesir ve ‘protein kanallarindan gegis’ seklinde
adlandirilir. Zardan tek basina gegemeyen bazi tanecikler, zar1 gegebilen proteinlere baglanirlar

ve boylece zardan gecis yaparlar. Bu sekilde gergeklesen gecislere ‘kolaylastirilmig diflizyon’
3



denir. Pasif gradyentlerin taneciklere uyguladigi net kuvvetin tersi yonde tanecige zardan gegis
yaptirmak icin enerji harcanmasi gerekir. Bu nedenle bu tiir tasinimlara aktif tasinim denir. Iki
sekli vardir: Birincil aktif tasinimda adenozin trifosfat (ATP) kullanilir; ikincil aktif taginim ise
yine iki farkli sekilde gergeklestirilir. Tasiyici protein iki farkli reseptore sahiptir. Bunlardan
birine Na* baglanirken; digerine glikoz veya aminoasit baglanir. Sodyum iyonunun
konsantrasyon gradyenti etkisiyle igeri tasinmasi, glikozun yokus yukari tasinmasini saglar. Bu
olay sodyumla ortak taginim olarak adlandirilir. Tasiyic1 proteinin hiicre disi1 tarafinda Na*
reseptorii var iken, hiicre i¢i bolgesinde baska bir iyona baglanan reseptorii varsa (Ca*?, K*
gibi), Na* pasif gradyent etkisi ile igeri taginirken, igerideki iyonlar yokus yukari olarak disari
taginmis olur. Bu tiir tasinima sodyumla karsit tasinim (veya degis-tokus) denir (Hille, 2001;
Sekil 2.2).

Kolaylastirilmis difiizyon
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Sekil 2.2. Taginim mekanizmalar1 (Homeworklib, 2023).
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Sadece pasif kuvvetlerin etkisinde olan bir iyonun zardan net gegis akist sifir ise bu
iyonun dengede oldugu sdylenir. Ancak; pasif gegislerle birlikte, o iyonun aktif gegisleri de
mevcut ise ve bununla birlikte zamanla zarin iki tarafindaki konsantrasyonu degismiyorsa bu

durum kararli veya dinamik denge durumu adini1 alir (Pehlivan, 1997).

Zarin iki tarafinda konsantrasyon farki yokken zara elektriksel potansiyel uygulanirsa
iyonlar zardan gegerler. Bir siire sonra zarin bir tarafinda bir cesit ylikiin fazlalig
olusacagindan, bu yiiklere elektriksel gradyente ek bir de konsantrasyon gradyenti etkir. Yari
gecirgen zarin iki tarafindaki konsantrasyon farki iyonlara kuvvet uygulayarak iyon gegisine ve
boylece zar potansiyeline yol agar. Bu hareketler 1 ms gibi surelerde zar potansiyelini iyona
bagli olarak belli degerlerde degistirir. Bu degisim potasyum iyonlari i¢in -94 mV iken sodyum
iyonlar1 i¢in +61 mV’tur. Uyarilabilir hiicrelerdeki impuls iletimi bu sekilde kisa siirede

gerceklesir (Pehlivan, 1997; Guyton ve Hall, 2001).



Yukaridaki olayda zarin iki tarafi arasindaki elektriksel potansiyel farki iyonun difiizyon
etkisi ile hareket etmesine engel olabilir. Bu potansiyel degerine o iyon igin “Nernst
Potansiyeli” denir. Nernst potansiyelini belirleyen ana etken iyon konsantrasyonlaridir. Bu
potansiyeli hesaplamak i¢in Nernst denge denklemi (esitlik 2.1) kullanilir (Pehlivan, 1997;
Guyton ve Hall, 2001).

dis

E, =2 ipi (2.1)

Bu denklem bize konsantrasyon farkindan kaynaklanan gocli dengelemek ig¢in i¢-dis
potansiyel farkinin ne olmasi gerektigini sdyler (Guyton ve Hall, 2001; Ferreira ve Marshall,
1985).

Aktifve pasif gecisler altinda dinlenimde olan, yani bir enformasyon tasimayan bir zarin
iki tarafinda bir potansiyel fark olusur. Dinlenim zar potansiyeli olarak adlandirilan bu fark,
memeli sinir hicrelerinde (-20)-(-100) mV degerlerindedir. Bu potansiyel fark, zar lizerinde
elektriksel alan olusturur. Bu alanin zar kalinlig1 dogrultusunda diizgiin ve sabit kabul edilmesi
ve bu duruma etken ii¢ iyonun (Na*, K*, Ca*?) katkilariyla (zarin gegirgenligi bu ii¢ iyona daha
fazla oldugundan (Guyton ve Hall, 2001) dinlenim zar potansiyeli degeri elde edilir. Bunun igin
Goldman-Hodgkin-Katz denklemi (esitlik 2.2) kullanilir.

RT , Pk[Kt1%5+Pyg[Nat]S+P[Cl7]H

E_ = . :
m F P[K*T]S+Pyng[Nat]s+Pcy[Clm]40

(2.2)

Denklemde Pi i iyonunun gegirgenligini, Em zar potansiyelini gdsterir. Iyonlardan
birinin gecirgenligi, digerlerine oranla ¢ok biiyiikse bu denklem Nernst denge denklemine

indirgenir.

Dinlenim durumunda Na* ve K" iyonlarinin sadece pasif gegisleri mevcut olsa idi iyon
konsantrasyonlar1 zamanla degisirdi. Gergekte konsantrasyonlar degismedigine gore bu pasif
hareketleri dengeleyen bir aktif mekanizma olmasi gerekliligi diisiinilmiistiir. Bunun
sonucunda, sodyum iyonlarini disariya ve potasyum iyonlarini igeriye tagiyan aktif Na*-K*
pompanin olmasi gerektigi kavramina ulagilmigtir. Pompanin isleyisi tam olarak bilinmiyor olsa
da yaygin kabul gérmiis modellerden birisi baglantili iki reaksiyonu One sirer (esitlik 2.3).
Potasyum iyonlarina ilgisi daha yliksek olan tasiyici protein E ve sodyum iyonlarina ilgisi daha

yiiksek olan fosforlanmis tasiyict enzim EP olmak iizere;
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reaksiyonu zarin i¢ tarafinda saga, dis tarafinda sola dogru gerg¢eklesmektedir. Hiicre disi
ortamda K*’un, hiicre ici ortamda Na*’un yoklugu s6z konusu ise pompa ¢alismaz. Pompanin
Na*-K* tasima orani ise hiicreden hiicreye degismektedir. Genellikle néron liflerinde bu yapi 3
adet sodyum iyonunu hiicre digina tasirken 2 adet potasyum iyonunu hiicre i¢ine tasir. ATP
harcanan bu hareketle hem hiicre i¢i negatiflesir hem de Na* ve K™’ un konsantrasyon farklari

korunmus olur (Pehlivan, 1997; Guyton ve Hall, 2001; Vasilescu ve Margineanu, 1982).

2.3. Zara Esdeger Elektrik Devresi

Zardan gecen yiiklii taneciklerin elektrik akimi olusturmasi, zarin elektriksel yalitkan
olmasi ve iyonlara farkli direngler uygulamasi gibi 6zelliklerden yola ¢ikilarak hiicre zar1 icin
elektriksel esdeger devre olusturulabilir. Hiicre zar iki tarafi iletken ¢6zelti olan bir yalitkan
tabaka olarak, sigasi Cn ile ifade edilen bir kondansator gibi davranir. Dinlenim zar potansiyeli
Em, iyonlar1 zardan gecise zorlayan elektromotor kuvvetler Ena, Ex, Eci; zarin her bir iyona
farkli degerlerde uyguladig: direngenlikler Rna, Rk, Rci; iyon gegislerinin olusturdugu akimlar
ise Ina, Ik, lci ile gosterilir. Pompalarin akim kaynagi olarak davrandigi diisiiniilerek zar igin

elektriksel bir es deger devre Sekil 2.3’teki gibi olusmaktadir.
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Sekil 2.3. Zar elektriksel es deger devresi (Pehlivan, 1997).

Hiicre dinlenimdeyken klor iyonlar1 dengede oldugundan I¢ sifirdir. Kirchhoff yasalari

bu devreye uygulanip, gerekli ¢éziimler yapildiginda iyonik akimlar
INa=25 NA; Ik=25 nA

olarak bulunur. Herhangi bir iyona ait koldan zar potansiyeli Em=-70 mV olarak hesaplanir.



2.4. Sinir Sistemi ve NOron

Sinir sistemi organizmanin hem disarisiyla iletisimini hem de i¢ kontroliinii saglayan
sistemdir. Cevreden gelen bilgiyi ve ¢evreye verdigimiz tepkileri igeren enformasyon iletimini
saglayan agdir. Merkezi (MSS) ve periferik (PSS) sinir sistemi seklinde ikiye ayrilan sistem;
farkli amaglar dogrultusunda 6zellesmis hiicre tiplerine sahiptir. MSS beyin ve omirilikten
olusur ve karar alma, tepki verme, hormonlarin diizenlenmesi gibi islevlere sahiptir. PSS ise
beyin ve omirilik disinda kalan sinir hiicrelerinden (néronlardan) olusur ve dis ortamdan
sicaklik, basing gibi bilgileri almakla ve MSS’den gelen emirleri (duyusal ve motor) yerine
getirmekle gorevlidir. Noronlar bu bilgileri ve emirleri elektriksel sinyallerle tasirlar. Bu
sinyaller, temelde iyonlarin zardan gegisleri sayesinde gergeklesir ve aksiyon potansiyeli (AP)

olarak adlandirilir. Noronda bir AP olusabilmesi i¢in, néronun uyarilmasi gerekir.

Bir néron 3 ana boliimden olusur: gévde, dentritler ve akson (sinir lifi) (Sekil 2.4).
Hiicreyi kontrol eden ¢ekirdek govdede bulunur. Gévdeden disartya dogru uzanan ipsi yapilar
dentrit adim1 alir. Akson ise govdeden aldigi bilgiyi aktif olarak tasiyan kisimdir. Akson
sonundaki yapilara sinir son ucu denir. Dentritler ile diger néronlardan alinan informasyon
govde lizerinden aksona ve buradan da sinir son uglar1 araciligiyla sinaps, bir diger néron vb.

hedeflere iletilir.
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Sekil 2.4. Sinir hiicresi.

Noronlardan bazilar1 schwann hiicreleri ile ¢evrili aksonlara sahiptir. Bu schwann
hiicreleri akson tlizerinde bolgesel olarak katlanip kilif benzeri bir yap1 olustururlar. Bu yapiya
miyelin kilif ad1 verilir. Akson iizerindeki miyelin kilif 2-3 pm’lik kesintilere ugrar. Bu ¢iplak
bolgeler Ranvier Bogumlari olarak adlandirilirlar. Akson igerisine tanecik giris ¢ikislari bu
Ranvier Bogumlarinda gergeklesir. Bu nedenle aslinda AP’nin kendisini yenileyerek olustugu
bolge bogumlardir. Uyarilmis bogum ile komsu uyarilmamis bogum arasinda olusan akim
cizgileri sayesinde yeni bir AP olusur; boylece AP bir bogumdan digerine sigrayarak
‘saltatorik’ iletilir. (Guyton ve Hall, 2001; Burke ve ark., 2001).



2.5. Aksiyon Potansiyeli
2.5.1. Zar potansiyelinin 6l¢tlmesi

Ug ¢ap1 mikrometre mertebesinde olan bir cam tiipiin icerisine kuvvetli bir elektrolit
cozelti (KCI) doldurularak igine yerlestirilen AgCl kapli bir giimiis tel ile bu tiip bir
mikroelektrota doniistiiriilebilir. Hiicre igerisine yerlestirilen bu mikroelektrot ile htcre
disindaki bir referans elektrot birlikte kullanilarak zar potansiyel degisimleri dl¢iiliir (Guyton

ve Hall, 2001).
Bir AP su sekilde donemlere ayrilmistir:

Dinlenim donemi: zarda uyar tasinmadigi donemdir. Hiicre i¢i hiicre digina gore -65
mV ile -90 mV arasinda bir potansiyele sahiptir (dinlenim zar potansiyeli) (Guyton ve Hall,
2001).

Depolarizasyon donemi: uyarilan zarin Na® gecirgenligi ani bir sekilde artarak hiicre
icerisine ¢ok fazla miktarda Na* girmesine yol acar. Boylece zar potansiyeli hizlica pozitif

degerlere yiikselir. Buna zarin depolarizasyonu denir (Guyton ve Hall, 2001).

Repolarizasyon donemi: AP’nin tepe noktasindan (pik yaptigl) sonra zarin Na*
gecirgenligi hizlica azalmaya yani Na® kanallar1 hizlica kapanmaya baslar. Bu sirada K*
kanallari daha da agilarak zarin K* gecirgenligini artirir ve boylece zar potansiyeli negatif yonde
degismeye baglar. Bu asamadan dinlenim zar potansiyeline ulasincaya kadar olan donem

repolarizasyon olarak adlandirilir (Guyton ve Hall, 2001).

Depolarizasyon ve repolarizasyon siirecleri voltaj kapili iyon kanallar1 tarafindan
yonetilir (Sekil 2.5). Membran potansiyelindeki degisim siireglerini igeren bir AP bigimi Sekil
2.5 ile verilmistir (Guyton ve Hall, 2001).
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Sekil 2.5. AP evreleri (Pehlivan, 1997°den uyarlanmustir).

2.5.2. Ya hep ya hi¢ davranisi

Farkli amaglara hizmet eden ndronlarin olusturdugu AP deseni ve AP’nin yayilma hizi
farklilik gosterir. Bu farkliliga yol acan sebepler arasinda miyelin kilifin varligi ve kalinligs,
akson ¢ap1 ve iyon kanallarmin birim alandaki yogunluklari arasindaki farklar gibi sebepler
vardir. Ancak bir cins néron grubu her zaman, yeterli her uyariya aym 6zelliklerdeki AP ile
yanit verir. AP’ nin siiresi, genligi uyarimin 6zellikleri ile degismez. Yani bir néronda ya hi¢ AP
yoktur ya da tamamen ayni 6zelliklere sahip AP’ler olusur. Noronlarin bu davranis1 ya hep ya

hi¢ davranisi olarak tanimlanir (Pehlivan, 1997).

2.5.3. Esik uyaran

Bir néronda AP olusturabilmek i¢in uyaranin membran potansiyelini esik bir degere
kadar ulastirmasi gerekmektedir. Ornegin uyaran tiirii olarak elektriksel uyaranlari dikkate
alirsak, membran potansiyelinin esik degere ulasmasi uyaranin sadece genligi ile ilgili degildir.
Norona uygulanan pulsun siddeti (I) ile siiresinin (At) ¢arpimi olan elektrik yiikii (AQ=I. At,
Weiss yasasi) belirli bir degerin (esik deger) lizerinde ise uygulanan bu elektriksel puls AP
olusturur. Esik degerin iizerindeki, ayn1 yiike sahip, farkli genlikteki pulslarin farkl: siirelerde
uygulanmasiyla da AP elde edilebilir. Boyle bir puls grubuna ait I1-At degisim egrisi Sekil 2.6
ile goriilmektedir. Bu hiperbol seklinde azalan egriye siddet-siire (strength-duration) egrisi

denir ve matematiksel olarak
lesie = (52) + b (2.4)

esitligi ile ifade edilir. Grafikteki b degeri reobaz adin1 alir ve bu degerin altinda siddete sahip

pulslarin uygulanma stireleri ne kadar fazla olursa olsun AP olusturamazlar. Reobazin iki kati
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siddete sahip pulslarin AP olusturabilmesi i¢in gereken At degerine ise kronaksi denir. Reobaz
ve kronaksi degerleri dogrudan néron uyarilabilirliginin bir 6lgiitiidiir. Bir néronun kronaksisi

ne kadar diisiikse uyarilabilirligi de o kadar yiiksektir.

(mV) Q=LAt

At

2b

a T tl (mS)I
Sekil 2.6. Siddet (mV) — Siire (ms) egrisi.

Iyon kanallar1 perspektifinden baktigimizda, hiicreye gelen her uyarmin bir miktar Na*
kanali agtigini, yani ¢ok zayif da olsa Na" akimina yol agtigini gorliriz. Ancak bu minik
depolarizasyon K* ve sizint1 akimlarini da tetikler. Sizint1 akimlarinin kaynag pasif (kapisiz)
kanallardir. K*’un disar1 yonde, Na™ un igeri yonde gegtigi bu kanallar K™’ u 100 kat daha fazla
gecirir (Guyton ve Hall, 2001). Bu nedenle, yeterli sayida Na™ kanali agilmadiysa olusan
depolarizasyon (diger bir deyisle yoresel depolarizasyon) soniimlenir ve zar dinlenime doner.
Uyaran giddeti membran potansiyelini esik degere ulagacak akimi saglayacak Na* kanali agacak
diizeyde ise, olusan depolarizasyon tersi yondeki etkileri yenerek AP olusumunu baglatir.
Uyarinin verilmesiyle AP olugsmasi arasinda gecen siireye latent donem (Sekil 2.5) denir ve

uyaran siddeti arttik¢a latent donem kisalir.

2.5.4. Yoresel depolarizasyonlar

Aksona uygulanan her uyar1 uygulama noktasinda potansiyel degisimine neden olur.
Fakat sadece esige ulastirabilen uyaranlarin yanitlart AP’ye doniiserek tasmir. AP’ye
donlisemeyen potansiyel degisimleri ise, uyar1 bolgesinde olusup soniimlendikleri i¢in yoresel
yanitlar (local response) adin1 alir. Zar potansiyelinin dinlenimden daha pozitif degerlere dogru
degisimi depolarizasyon, tekrar dinlenim degerine déonmesi siirecine repolarizasyon, dinlenim
potansiyelinden daha negatif degerlere inmesine hiperpolarizasyon denir. Esik alt1 uyaranin
uygulanmasiyla, o bolgede olusan yoresel depolarizasyon, uyaran siddetiyle artar ve eger

yoresel depolarizasyon kritik degeri (esik) asarsa AP’ye doniisiir ve aksonun diger bolgelerine
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dogru yayilir. Egik alt1 uyaran sonucunda olusan yoresel depolarizasyon soniimlenmeden, bir
esik altt uyaran daha uygulanirsa ikincinin yaniti ilk yoresel depolarizasyona eklenir ve
toplamlar1 yeterli gelirse AP olusur. Bu yoresel toplama islemi (summation) iki farkli sekilde
gerceklesebilir. Bir bolgeye ayni odaktan ¢ok kisa zaman araliginda ardisik olarak esik alti
uyaranlar ulastyorsa, olusan ydresel depolarizasyonlarin toplanarak AP olusturmasina
zamansal toplama denir. Farkli noktalardan ulasarak gelen esik alt1 uyaranlarin yanitlarinin

toplanip AP olusturmasina ise uzaysal toplama denir.

2.5.5. Uyum

Noronun uyarilabilmesi i¢in uygulanan akim siddetinin, zar potansiyelini esik degere
ulagtirmasi gerektigi bilinmektedir. Ancak bu esik deger ayni néron i¢in her zaman ayn1 deger
degildir. Noronun geg¢misine bagl oldugu kadar uyaranin degisim bi¢imine de baghdir. Puls
bi¢imli uyaranlara néronun verdigi yanit sabitken, uyaran siddetinin zamanla degistigi
durumlarda bu yanit sabit degildir. Zamanla artan bir uyaranin artis hizi belli bir degerin altinda
kalirsa, uyaranin degisen siddeti sonunda ne kadar yliksek olursa olsun hiicreyi uyaramaz. Bu
duruma iyon kanallariin kinetikleri neden olmaktadir. Uyar1 bagladiginda, uyarim bolgesinde
bir miktar Na* kanali agilir ve Na* akis1 baslar. Ancak uyaran siddetinin esik degere ulagsmasi
icin gegen siirede ilk agilan Na® kanallar1 inaktive olmaya baslar ve kapanir; bu esnada K*
kanallar1 agilmig olur. Uyaran siddetinin siirekli arttigt bu durumda olusan ydresel
depolarizasyonlar soniimlenir ve AP olusturamazlar. Zamanla artan uyaran siddetine hiicrenin
verdigi bu tepki uyum olarak adlandirilir. Uyum sebebiyle sinir dokusuna yonelik deneylerde

uyaran olarak puls bigimli akimlar kullanilir (Pehlivan, 1997).

2.5.6. Ard potansiyeller

AP repolarizasyon evresinde zar potansiyeli, bir siire dinlenim degerinin {izerinde veya
altinda seyredebilir. Bu doneme ard potansiyel adi verilir. Dinlenim degeri {izerindeki ard
potansiyele depolarize edici ard potansiyel denir. Na-K pompasinin bir siire hizli tempo ile
caligmasindan kaynaklanir. Dinlenim degeri altindaki ard potansiyele hiperpolarize edici ard
potansiyel denir ve zarin K* gegirgenliginin bir siire yiiksek kalmasindan dolay1 olusur. Ard

potansiyellerin izledigi siire¢ (patern) hiicre tiiriine gére degismektedir (Pehlivan, 1997).

2.5.7. Refrakter donem
Zara uygulanan uyaran siddetine bagli olarak, zardaki Na* kanallarinin a¢ilmasiyla AP
baglar. A¢ilan bu Na" kanallarinin inaktive olup tekrar agilma siireci depolarizasyondan bir siire

sonrasina kadar siirer. Na* kanallar tekrar aktive olana kadar zarin bu bolgesinde yeni bir AP
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olusamaz. Uyaran ne kadar siddetli olursa olsun zarin uyarilamadigi bu doneme mutlak
refrakter donem denir. Depolarizasyondan bir siire sonra bu Na* kanallar1 adim adim aktive
olurlar. Bu sirada hiicre, normal esikten daha siddetli uyaranlara yanit verebilir. Aktive olan
Na* kanal1 sayis1 arttikca AP icin gerekli uyaran siddeti de adim adim azalir ve dinlenimdeki
esik degerine doner. Mutlak refrakter donemden sonra baslayan ve zar potansiyeli dinlenim

degerine ulasincaya kadar devam eden bu doneme bagil refrakter donem denir.

2.5.8. Aksiyon potansiyeli hakkinda daha detayh bilgiler

Hiicre dinlenimdeyken sizinti kanallart K" a daha gecirgen olduklari i¢in zarin K*
iletkenligi Na* iletkenliginin yaklagik yiiz (100) kat1 kadardir. AP nin baglamasiyla zarin Na*
gecirgenligi besyiiz (500) kat artar. Artan potansiyel fark ile voltaj kapili Na* kanallarinin
inaktivasyon kapilari kapanmaya baslarken; K* kanallar1 da ac¢ilmaya baslar. Bu esnada AP
maksimum depolarizasyon degerine ulagsmis olur ve ivmelenen Na® akisi yavaslamasi ile
repolarizasyon hizlanir. Membran potansiyelinin negatif degerlere donmesiyle birlikte K*
kanallar1 da kapanmaya baglar. Zar potansiyelindeki ve zarin iyonlara kars1 iletkenligindeki bu

degisim siiregleri Sekil 2.7°da es zamanli olarak 6zetlenmistir (Guyton ve Hall, 2001).

r Exa

Aksiyon potansiyeli

—— e ——— —— —— — e — e — — — — — —

Na* iletkenligi (Na* kanallari)

Zar potansiyeli (mV)
1
8

K" iletkenligi (K* kanallart)

1
(=
(=]
IstAes [euRy uede USeq 15 W ULIRZ

L Fx
Sekil 2.7. Zarin iyon iletkenliklerinin degisimi (Kandel ve ark., 2014).

Pozitif ardpotansiyel: repolarizasyon doneminde, bir cok K* kanali bir ka¢ ms i¢in agik
kalir ve bu nedenle zar potansiyeli dinlenim degerinin altina diiser. ilk potansiyel 6l¢iimleri lifin
disindan yapildig1 i¢in bu kiiciik potansiyel degisimi pozitif olarak yorumlanmis ve bu
hareketlenmeye, yanlis bir ifade olan pozitif ardpotansiyel adi verilmistir (Guyton ve Hall,

2001).
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AP sirasinda diger iyonlarin rolleri
Anyonlar: Akson zarindan gecemedigi i¢in hiicre iginden ¢ikamayan anyonlar (protein
molekiilleri, organik fosfat bilesikleri, siilfat bilesikleri vb.), hiicre i¢inden pozitif yikli

iyonlarin (K* gibi) ¢ikmasiyla hiicre i¢ini negatif hale getirirler (Guyton ve Hall, 2001).

Kalsiyum iyonlari: bir ¢ok hiicrede bulunan Ca™ pompasi hiicre i¢inden digariya Ca**
pompalayarak hiicrenin i¢i ile dis1 arasinda 104 katlik bir konsantrasyon gradyenti olusturur.
Ilaveten Ca*™’la birlikte Na*’a da hafif gecirgen olan Ca**-Na* kanallar1 bulunur. Bunlar Na*
kanallarma gore yavas kinetiklidir (Guyton ve Hall, 2001). Kalsiyum iyonlar1 Na* kanallarina
baglanarak pozitif bir etki yaratir. Boylece kanalin agilmast i¢in daha yliksek voltaj gerekir.
Eger ekstraseliiler ortamdaki Ca™ konsantrasyonu %50 veya daha fazla azalirsa; Na" kanallart
dinlenim zar potansiyelinden kii¢iik sapmalarda bile agilabilir. Boylece uyar1 olmadigi halde
siirekli desarjlar olusur. Bu durum solunum kaslarin1 uyaran sinir liflerinde olusursa, kisiyi

6lume gotirebilir (Guyton ve Hall, 2001).

AP’nin baslamast

Herhangi bir nedenle zar potansiyeli 0 V’a dogru yiikseliyorsa voltaj kapili Na* kanallari
acilmaya baglar. Boylece zar potansiyeli daha da yukselerek pozitif geri beslemeli bir sirecte
daha ¢ok voltaj kapili Na* kanali agilmasina yol agar. Bu siireg yeteri kadar gii¢liiyse tiim voltaj
kapili Na* kanallar1 agilincaya kadar devam ederek zar potansiyelini yiikseltir. Ardindan K*
kanallar1 acilir ve bu sirada Na* kanallar1 da kapanmaya ve AP sonlanmaya baslar. Hiicre
icerisine giren Na* iyonlarinin sayisi, ¢ikan K* iyonlarinin sayisindan daha fazla oldugunda AP
baslar. Bu durumun saglandigi voltaj degerine esik deger denir ve hiicrede AP olusturmak i¢in

gerekli alt limittir (Guyton ve Hall, 2001).

AP’nin yayilmasi

Akson herhangi bir noktasindan uyarildiginda, eger uyari siddeti esik degerin
Uzerindeyse, lokal Na* kanallar1 agilarak AP’yi baslatir. Buradaki elektriksel yiik hareketi (yerel
akim devresi) yakindaki Na® kanallarim1 aktive eder ve depolarizasyon yakin bolgelere

taginirken; onceki bolge repolarizasyon siirecine gecer (Sekil 2.8) (Guyton ve Hall, 2001).
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Sekil 2.8. AP’nin aksonda iki yonlii yayilmasi (Pehlivan, 1997).

Akson iizerinde herhangi bir noktada olusan depolarizasyon, iki yonde de akson

boyunca yayilir (Pehlivan, 1997; Guyton ve Hall, 2001).

AP’den sonra Na* ve K* gradyantinin yeniden olusmast

Depolarizasyon sirecinde Na® iyonlar igeriye, repolarizasyon siirecinde K* iyonlari
disartya difiize oldugundan, AP sirasinda iyon gradyentleri azalir. Bir AP olusumu ile belli
belirsiz olan bu fark yine de zamanla tekrar olusturulmazsa siireci olumsuz etkiler. Na-K
pompasinin aktivitesi, hiicre i¢i Na* iyon gradyentinin Gigiincii kuvvetiyle orantili sekilde artar.

Boylece sinir lifi AP iletimi sonrasinda hizlica yeniden iyonik gradyant olusturulur (Guyton ve
Hall, 2001).

2.6. Pasif Zar Modeli ve Kablo Teorisi

Uyarmin tetiklemesiyle olugan AP akson boyunca kendini yineleyerek iletilir. Bu
olaylar zincirini agiklamak i¢in iki teori gelistirilmistir. Bunlardan ilki olan pasif zar modeli ve
kablo teorisi, hiicre zarmin direng, siga gibi 6zelliklerinin zar potansiyeli ile degismedigini
varsayar. Iletken sivilar olan hiicre i¢i ve hiicreler arasi sivilar birbirinden yalitkan lipit tabaka
yani hiicre zartyla ayrilmistir. Bu teoride akson, deniz igerisindeki bir kablo gibidir. Pasif bir
zarin elektriksel es deger devresi Sekil 2.9’de gorilmektedir. Zar direnci Rm ile, zar sigasi ise

Cm ile gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Pasif zar esdeger devresi (Pehlivan, 1997).
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Sekil 2.10. Zara uygulanan puls (Ustte) ve pulsun etkisiyle olusan zar potansiyeli degisimi (altta) (Hodgkin ve
Rushton, 1946°den uyarlanmaistir).

Zara uygulanan Iy akimi, iyonik akim Ii ve kapasitif akim Ic olmak Gzere iki koldan
akar. Sekil 2.10°de ise, bu RC devresine uygulanan bir puls bigiminde bir akim (I) ve buna bagl

olarak olusan zar potansiyeli (Vm) degisimi goriilmektedir. Bu degisim

V.(t) =1..R,, [1 - e_t/f] (2.5)
denklemi ile ifade edilir. Bu denklemdeki

T=R,.Cp (2.6)

zarin zaman sabiti (t) olarak adlandirilir. Zaman sabiti noronlarin iletim hizinin ve
iletebilecekleri maksimum frekansin belirlenmesinde ve zamansal toplamada etkilidir. Zaman

sabitinin kii¢iik olmasi zarin daha kolay depolarize olacagini ve bu nedenle daha hizh
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ileteceginin bir gostergesidir. Uzunca bir aksonun ¢ok sayida Sekil 2.9’deki devrenin seri
baglanmasiyla olustugunu varsayalim. Bu durumda birim uzunluk basina zar direnci Rm, zar
sigast Cm, sitoplazma direnci Ri ve hiicrelerarasi sivi direnci Rq olur. Aksona bir noktada
uygulanan akim, akson boyunca ilerlerken karsilagtigi tek farklilik sitoplazma direncidir. Bu
nedenle uyarim noktasindan uzaklastik¢a akim yogunlugu azalir. Zar potansiyelinin akson

boyunca uzaysal degisimi ise
Va(x) = VO.e_x//'l (2.7)
seklinde gerceklesir. Burada

Rm
Ri+Rg

A=

(2.8)

zarin uzay sabitidir (A) ve potansiyelin baslangi¢ degerinin %37 sine diistiigli uzakliktir. Uzay
sabiti AP hizina, uzaysal toplama ve elektrotonik yayilimlara etkilidir. Miyelin kilifa sahip bir
aksonu inceledigimizde, yalitkan olan miyelin kilifin oldugu bolgelerde s1ga diisiik olacagi i¢in
daha kisa siirede depolarizasyon olusur ve bdylece akim bir Ranvier Bogumundan digerine
hizlica gecer. Yani miyelinli bolgelerde zaman harcanmadigindan Ranvier Bogumlarindan
sigramal1 (saltatorik) iletim gerceklesir (Pehlivan, 1997). Boylece AP iletim hizi 50 kat
fazlasina kadar ¢ikabilir. Bunun yaninda, iyon gegisi ¢ok kiigiik bir kisimda oldugundan Na* ve
K" konsantrasyon farki yaratmak daha kolaydir ve bdylece daha az enerji harcanir (Guyton ve

Hall, 2001).

2.7. Aktif Zar Modeli ve Aksiyon Potansiyeli

Lipit ¢ift tabakanin elektriksel olarak yalitkan olmasi membran direncinin yiiksek
oldugu anlamina gelir. Ancak zara gomiilii olan protein kanallart belirli kosullarda acilip
kapanarak (bu nedenle aktif kanallar adin1 alirlar) zarin farkli iyonlara karsi olan direncinin
degismesine (zar iletkenliginin artmasina) sebep olur. Bu degisimler kabaca AP’nin farkli
donemlerini ifade eder. Sekil 2.11°de aktif bir zar i¢in olusturulmus elektriksel esdeger devre
verilmistir. Burada Cm zarin de8ismeyen siZasint (gergekte iletim sirasinda %2 kadar
degistiginden bu degisim ihmal edilir), R daha ¢ok Klor iyonlarin1 gegiren pasif kanallarin yol
actigr sizint1 direncini, ri aksoplazma direncini gostermektedir. Aktif elektriksel esdeger
devreye gore zar potansiyeli

Ex+ EnatdclE
E, — 9k-EktdNa-EnatgcrEc (2.9)
IktINatIdcl
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esitligi ile ifade edilir. Burada gk, gna Ve gci sirasiyla K, Na* ve Cl- iletkenliklerini Ex, Ena ve
Ec ise sirasiyla K, Na* ve CI" igin Nernst denge potansiyelini ifade etmektedir. Birim uzunluk
icin Sekil 2.11°deki devre ile gosterilen ¢ok sayida elektriksel devrenin seri baglanmasi ile
akson i¢in bir model elde edilir. AP hem zamansal hem uzaysal yayildigi i¢in her bir devre es
zamanli olarak 6zdes olmaz. Akson boyunca bir bdlge depolarize iken, baska bir bdlge o anda
hiperpolarize olabilir. Bu nedenle zarin farkli bolgelerindeki iyon gecirgenlikleri farklilik
gosterir. Bu sekildeki uzaysal ve zamansal degisimleri birlikte gozlemek ve iyonik akimlara
dair ¢ikarimlar yapmak oldukga zordur. 1952 Yilinda Hogdkin ve Huxley, iri oldugu i¢in tercih
edilen miirekkep balig1 dev aksonunda yaptiklar1 voltaj kenetleme deneyleri ile iyonik akimlar

hakkinda 6nemli bilgilere ulagsmislardir (Hodgkin ve Huxley, 1952).

Hiicrelerarasi sivi

b

e anl

C., Zar
i - | 7ENa +EK + EL
I: + | I T =
‘i' I I
Aksoplazma

Sekil 2.11. Aktif zar esdeger devresi (Pehlivan, 1997).

2.8. Voltaj Kenetleme Teknigi

Akson boyunca gerceklesen uzaysal degisimleri elimine edebilmek i¢in akson igerisine
akson boyunca bir akim uygulama elektrodu yerlestirilir (Sekil 2.12). Yine akson igerisine
yerlestirilen voltaj goézlem elektrodu, amplifikatér, sinyal jeneratdrii ve operasyonel
amplifikator ile geri besleme bilgisi elde edilir. Aksonu etrafinca saran halka seklindeki elektrot
ile zar akimlar1 gdzlenir. Boylece akson bir voltaj degerine getirilip sabit tutulur ve uzaysal

degisimlerden arindirilmis olarak zamansal degisimler gozlenir.
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Sekil 2.12. Voltaj kenetleme teknigi (Purves, 1997).

Aksona ¢ok kiiciik siddetli (esik alt1) depolarize edici akim uygulandiginda, zardan
alman yanitin iki bileseni olur (Sekil 2.13). Ilk bilesen, akimin baslangic1 ve bitisinde (ters
yonli) gozlenen, ¢ok kisa siireli kapasitif akimdir (Ic). Akimin uygulanmast siiresince sabit bir
degerde oldugu gozlenen ikinci bilesen ise zayif genlikli sizint1 akimidir (IL). Akson esik tstii
bir degere kenetlendiginde zar akimi Sekil 2.13’teki gibi gozlenir. Esik iistii uyaranla birlikte

zar yanitina Na* ve K™ iyonik akimlari da eklenmistir.

m\?vm

N P ————— |
|

Iy & wl

I

a Ciney oot

Nl

Im=Ina+ k+ L+
1 ms—|

Ay gt k= In-(lc+ 1)
dhzal

0 l 2 ' 4 e
Sekil 2.13. Voltaj kenetleme teknigi ile elde edilen akim degigimleri (Pehlivan, 1997).

Sekil 2.13b’deki egriden a’daki egri ¢gikarildiginda ((Ic+I +InatIk)-(Ic+1L)) Na* ve K*
akimlar1 toplami elde edilir (Sekil 2.13c). Aymi deneyde Na® kanallarin1 bloke eden
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tetrodotoksin (TTX) gibi maddelerin hiicredis1 ortama eklenmesiyle Sekil 2.13d’de gosterilen
sadece K" iyonik akimlar1 (Ik) elde edilebilmektedir. Boylece daha 6nceden elde edilmis olan
toplam iyonik akim egrisinden bu Ik egrisi ¢ikarildiginda Ina akimi elde edilir. Na* ve K™ iyonik
akimlarin anlik degerleri denklem 2.10 da kullanilarak bu kanallarinin anlik iletkenlik
degisimleri elde edilir. Denklem 2.10 kullanilarak elde edilmis degerler ile cizdirilen iyon
iletkenlik egrileri Sekil 2.13c’de verilmistir.

Ii
s (2.10)

Zar potansiyelinin farkli degerlere (-40,-20, 0, +20 mV) kenetlenerek tekrarlanan
deneyler sonucunda elde edilmis Na* ve K" kanallarma ait gecirgenlik (gna Ve gk) degisim
egrileri Sekil 2.14°deki gibi bulunmaktadir.

(mv)

+20

0

Vi =20
40

+20 mV

+20 mV
0Omv
-20 mV
~40 mV

"

Zaman ——e 1ms

Sekil 2.14. Voltaj kenetleme teknigi ile elde edilen iyon iletkenlik degisimleri.

Buraya kadar ¢izdirilmis olan iyonik akimlarin ve iletkenliklerin egrileri

yorumlandiginda Na* ve K* kanallar1 ile ilgili bulgular su kekilde 6zetlenebilir;

1. Depolarize edici akima maruz kalan Na* ve K* kanallar1 a¢ilmaya baslarlar.

2. Depolarizasyon arttik¢a birim zamanda agilan her iki tiir kanal sayis1 da artar.
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3. Depolarizasyonun her diizeyinde Na" kanallari, K* kanallarindan daha ¢abuk
agilirlar. Depolarize edici puls sonlandiginda Na® kanallar1 daha g¢abuk
kapanirlar.

4. Depolarizasyon sirdiikce Na* kanallar1 kendiliginden kapanirken; K* kanallar1
depolarizasyon boyunca agik kalirlar (Hodgkin ve Katz, 1949; Pehlivan, 1997;
Guyton ve Hall, 2001).

Uyardabilirlige etken faktorler

Kimyasal, mekanik veya elektriksel uyaranlara yanit veren hiicrelere uyarilabilir
hiicreler denir. Hiicrenin verdigi yanit ise AP’dir. Hiicrenin AP olusturma kolayligina
uyarilabilirlik denir. Uyarilabilirligi yiiksek olan liflerin esik degeri daha diisiik, AP iletim
hizlar1 daha yiiksektir. Uyarilabilirligi etkileyen parametreler;

1. Birim yiizey basma zar sigasinin (Cm) kiigiilmesi iletim hizini, yani
uyarilabilirligi artirir. Elektriksel yalitkan tabaka olan miyelin kilif bu nedenle
iletim hizin1 artirir.

2. Miyelinli ve miyelinsiz liflerde akson yaricap1 iletim hizi ile dogru orantilidir.

3. Birim ylizeydeki Na* kanal sayisi (dolayli olarak Na® iletkenliginin miimkiin
olan maksimum degeri) arttikca iletim hiz artar.

4. Aksoplazmanin dziletkenligi, iletim hizin1 dogru orantil1 bir sekilde etkiler.

5. Sicaklik, iletim hizi ile dogru orantilidir.

2.9. Iyon Kanallar

Hiicre zarmin lipit ¢ift tabakasindan kolaylikla gecemeyen molekiiller, zardan gegisler
i¢in protein yapilardan yararlanir. Caplarina, sekillerine ve i¢ yiizeyindeki elektriksel yiik gibi
parametrelerine bagl olarak belirli iyon veya molekiile gegirgen (Guyton ve Hall, 2001) olan
bu yapilara iyon kanallar1 denir. Iyon kanallari lipit ¢ift tabaka icerisinde gomiilii halde
bulunurlar. Kanallarin hidrofobik olan yan duvarlari lipit tabaka ile temastayken, hidrofilik olan

orta kesimleri de su ile dolu bir gézenek gibidir (Dalkilig, 1993; Pehlivan, 1997)
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Sekil 2.15. Yama kenetleme yontemi ve tek kanal akimlart (Pehlivan, 1997).

Camdan yapilmis, 1-2 mikrometre ¢capindaki bir mikropipet hiicre zarina yapistirilip bir
miktar iceri ¢ekilerek zar ile mikropipet agz1 sikica tutunduruldugunda, zarin kenetlenmis kismi
koparilip bir ¢ozelti icine alinabilir. Bu sekilde bir tek kanal proteini mikropipet ucuna
hapsedilebilir. Boylece iyon konsantrasyonlari ve voltaj degistirilereck o kanalin galismasi
hakkinda bilgi edinilir (Guyton ve Hall, 2001). Bu yonteme patch clamp (yama kenetleme)
yontemi (Neher, 1992) denir. Bu sekilde gozlenen tek kanal akimlarindan kanallarin agik ve

kapali olmak iizere sadece iki farkli konformasyonda bulundugu anlasilmistir (Sekil 2.15).

Temel olarak iyon kanallar1 kapisiz (pasif) ve kapili (aktif) olmak iizere iki ¢eside
ayrilir. Kapisiz kanallar her kosulda iyon gecisine izin verirlerken; kapili kanallar belirli
kosullar altinda iyon gegislerini miimkiin kilar. Iyon kanallarindan yiiklii tanecikler gectigi yani
elektrik akimi olustugu i¢in, bu yapilarin elektriksel direnci 6nemli bir parametredir. Kapinin
kapali oldugu durumda iyon gegisi gerceklesmedigi icin kanalin direnci sifirdir. Kanal kapist
acikken ise direng degiskendir. Iyon kanallar1 belirli iyonlara dzellesmislerdir. Segici gegirgen
olan bu yapilar iyi gegirdikleri iyonlara gére Na* kanali, K kanal1 vb. sekilde isimlendirilir.
Kapili iyon kanallar1 kapilarini acip kapatan etkenlere gore smiflandirilir. Bir veya bir kag
molekiiliin baglanmasi ile ac¢ilip kanapan kanallara ligand bagimli kanallar; gerilme, basing gibi
etkenlerle acilip kapanan kanallara mekanik etkilere bagimli kanallar; hiicre i¢indeki bazi
kimyasal molekiillerin baglanmasiyla agilip kapanan kanallara icerden habercilerle kontrol
edilen kanallar denir. Zarn iki tarafi arasindaki potansiyel farkin degismesi sonucu kapilar
acilan ve kapanan kanallara ise voltaj bagimli kanallar denir. Kas, sinir, kalp kas1 gibi
uyarilabilir hiicre zarlarinda bulunan ve AP’de dogrudan rol alan Na*, K*, Ca*? kanallar1 bu tiir

kanallardir.

2.9.1. Voltaj bagimh sodyum kanah (Nav)
Na* kanallar1 hiicre i¢i daha pozitif yiiklendiginde agilir ve bol miktarda sodyum iyonu

gecisi olur. Bu olay AP’nin temel nedenidir. Bu kanalar oldukca hizli agilip kapanan iki adet
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kapiya sahiptirler: kanal digina yakin aktivasyon kapisi ve kanal i¢ine yakin inaktivasyon kapisi.
Hiicre dinlenimdeyken aktivasyon kapisi kapali, inaktivasyon kapisi agiktir. Zar potansiyeli
pozitiflesirken aktivasyon kapisi da agilir ve voltaj kapili Na* kanali ‘aktif durum’a geger.
Boylece zarin Na* gegirgenligi 5000 kata kadar artar. Artan zar potansiyeli bir degere ulasinca
inaktivasyon kapist kapanir ve Na* un hiicre i¢ine girisi kesilir (Sekil 2.16). Bunun sonucunda
hiicre repolarizasyon dénemine girer. Inaktivasyon kapisi, hiicre dinlenime ulasmadan tekrar

acilmaz (Guyton ve Hall, 2001; Pehlivan, 1997).

Hiicrel
ticrelerarasi

S1V1
Plazma zar
Inaktivasyon Hiicre i¢i s1vi
kapisi \
P Aktivasyon \

a

kapist Y Esikle Esikle
tetiklenen tetiklenen

hizh agilma yavas kapanma

Kapali ama agilma yetisi Actk (aktive) Kapali ama agl!]na yetisi
olan olmayan (inaktive)
Dinlenim potansiyelinde Esikten maksimum Maksimum
(-70 mV) depolarizasyona (-50 depolarizasyondan esige
mV’tan +30 mV’a) (+30 mV’tan -50 mV’a)

Sekil 2.16. Voltaj kapili sodyum kanali igin bir model gésterim (Homeworklib, 2023).

Na® kanallan1 TTX tarafindan bloke edilip edilmediklerine bakilarak
siniflandirilmaktadir (Waxman ve ark., 1999). Gegici (transient) Na* kanallar1 AP olusumunda
rol alirlar; Na* akiminin ¢ogunlugunu olustururlar ve Ranvier Bogumunda yiiksek yogunlukta
bulunurlar (Kiernan ve ark., 2020). Nay1.6-sub-tipi voltaj bagimli Na* kanallar ise, aksondaki
sigramali iletimden sorumludur ve bu kanallar aksonun tekrarli uyarilmasin1 6nlemek igin
agildiktan hemen sonra inaktive olurlar. Bazi Na* kanallar ise, yavas aktive olurlar ve toplam
kanallarin yaklasik %5’ini olustururlar, surekli (inatg1) olarak da tanimlanabilen bu kanallar,
Na* iyonlarinin hiicre igerisine siirekli olarak sizmasina neden olurlar (Taddese ve Bean, 2002).
Dolayisiyla, siirekli Na® kanallari membran polarizasyonunun ve sinir liflerinin
uyarilabilirliginin derecesini belirler. Kanalin kapilanma mekanizmasina bagli olarak Na®
kanalindaki aynm1 bir molekiiliin ya voltaj bagimli ya da siirekli tarzda davrandigi da

bilinmektedir.
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2.9.2. Voltaj bagimh potasyum kanallari

Bu kanallar hem AP hem de dinlenim zar potansiyeli olusumunda etkilidir. Aslinda
AP’nin sonlanmasini saglarlar. Aksonlardaki K* kanallar1 zar potansiyeli degisiminden bir siire
sonra agildiklari i¢in gecikmis dogrultucu kanallar olarak adlandirilirlar (kanal akimi Ik ile
gosterilir). Zar hiperpolarize oldugunda agilan ve depolarize oldugunda kapanan igeri

dogrultucu K" kanallar1 (Kir), zar potansiyelinin stabilize edilmesine katki saglar.

Hiicrelerarasi
S1V1

Plazma zar

./\> Hiicre i¢i s1vi Esikle
@ tetiklenen
gecikmis

acilma

Kapal: Actk
Dinlenim potansiyelinde; esikle Maksimum depolarizasyondan
tetiklenen gecikmis agilma; hiperpolarizasyon sonrasina kadar
maksimum depolarizasyona kadar (+30 mV’tan -80 mV"a kadar)

kapal kalir (-70 mV'tan +30 mV"’a)

Sekil 2.17. Voltaj kapili potasyum kanali i¢in bir model gdsterim (Homeworklib, 2023).

Bu kanallarin sahip oldugu tek kapi, zar potansiyeli pozitiflesirken agilir ve kinetigi
yavastir (Sekil 2.17). Oyle ki bu kapinin agilmasi voltaj kapili Na* kanallarinin inaktivasyon
kapisinin kapanmaya basladigi doneme denk gelir. Na*’un hiicre i¢ine girisinin azalmaya
basladig1 sirada hiicreden ¢ikan potasyum iyonlar1 da repolarizasyonu hizlandirir (Guyton ve

Hall, 2001).

Na* kanallar ile karsilastirildiginda yavas aktive olan K kanallarinin yaklagik %30’u
dinlenimde a¢ik durumdadirlar, kanallarin geri kalan kisminin agilmasi ise zar potansiyeline

(voltaj bagimli K kanallar1) veya diger metabolik faktorlere baghdir.

K™ kanallar1 li¢ ana alt gruba ayrilirlar, hizli kanallar, yavas kanallar ve igeri dogrultucu
(inward rectifier) kanallar (Gutman ve ark., 2003; Ocana ve ark., 2004). Hodgkin ve Katz'in
(Hodgkin ve Katz, 1949) miirekkep baligi dev aksonunda yaptiklar1 iinli deneyi (voltaj
kenetleme) K* kanallarinin agilmasinin (depolarizasyondan birka¢ ms sonra) repolarizasyonu
tetikledigini ortaya c¢ikarmistir. Bununla birlikte, memelilerin miyelinli aksonlarinda K*
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kanallarinin repolarizasyondaki rolii ihmal edilebilir diizeydedir (Brismar ve Schwarz, 1985;
Corfas ve ark., 2004).

Aslinda, repolarizasyon evresini biiyiik oranda voltaj-kapili kanallarin kapanmasi veya
inaktivasyonu ve siirekli kanallarin sizinti akimlarinin aktivasyonu gibi Na® kanallarinin
davraniglari belirler (Beckstein ve ark., 2003). Ancak; hizli K* kanallar1t AP olusumu ardindan,
yeniden uyarilmay1 engellemek i¢in, zar uyarilabilirligini azaltirlar. Miyelinli aksonlarda hizli
K" kanallar1 juxtaparanod bolgesinde toplandiklari i¢in, bu kanallar sanki sakli gibidirler ve
fonksiyonlar1 ancak paranodal bolge hasar gordiigiinde olusan demiyelinizasyon durumunda

ortaya cikar (Rasband, 2004; Kiernan ve ark., 2020).

Depolarizasyondan yaklasik 10 ms sonra agilan ve 100 ms kadar agik kalan yavas K*
kanallarinin en yogun bulundugu bolge Ranvier Bogumu olmakla beraber tiim zarda yayilmig
olarak bulunur (Devaux ve ark., 2004; Kiernan ve ark., 2020). Disar1 dogrultucu (outward
rectification) akimlar1 bu kanallar olusturur. Bu tiir kanallarin yavas kinetikleri sicramali
iletimin etkinligini sinirlamaktadir, fakat dinlenim zar potansiyelinin siirdiiriilmesinde yavag K*
kanallariin onemli rolii vardir. Yavas K* kanallarinin agilma olasihig: tekrarli elektrik uyari
tarafindan artirildig1 icin, yavas K kanallarinin bir diger islevi de aksonal zarin asiri
uyarilmasimi Onlemektir (zar1 hiperpolarize ederek uyarilabilirligi azaltmaktadirlar)

(Wickenden ve ark., 2000; Lagrange, 2005; Kiernan ve ark., 2020).

Uclincil tip K* kanal ise igeri dogrultucu (inward rectifier) kanal olarak adlandirilir
(Guo ve ark., 2003; Lu, 2004; Kubo ve ark., 2005). Membranin hiperpolarizasyonu ile bu tip
kanallar aktive olur, kanalin aktivasyonu ile pozitif yiiklii iyonlar, biiyiik oranda K,
konsantrasyon gardyentinin belirledigi yoniin tersine yani hiicre igerisine girer, iyon girisi
membran potansiyelini depolarizasyon yoniinde degistirir, bu degisim diisiik olan zar
uyarilabilirligini artiric1 yonde etki eder (Kubo ve ark., 2005). Fizyolojik sartlarda, telafi edici
bu mekanizma genellikle siirekli kasilmayi takiben olusur (aktivite-bagimli hiperpolarizasyon).
Daha sonra Na-K-ATPase aktivasyonu ile giren fazla Na iyonu ve ¢ikan fazla K iyonunun
telafisi kasilma sayesinde saglanir. Hiicre igerisinden bakildiginda, her 2 K* girisine karsin
disar1 3 Na* iyonu ¢ikist oldugu igin, hiicre hiperpolarizasyonu goriiliir. Igeri dogrultucu K*
kanallar1 duyusal aksonlarda motor aksonlara gore daha fonksiyoneldir, bu durum belki de ¢ok

merkezli motor néropatilerdeki duyusal semptom eksikligini agiklayabilir (Kaji, 2003).
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2.10. Bilesik Aksiyon Potansiyeli

Aksonlar organizma igerisinde gruplar halinde bulunur. Belirli bir bolgedeki belirli
gorevler icin Ozellesmis lifler perindryum adi verilen kilif igerisinde, bu sekildeki diger
gruplarla da birleserek epindryum igerisinde organizma igerisinde yayilirlar (Sekil 2.18). Bu
sekilde gruplasmis liflere sinir denir. Anlasilacagi ilizere bir sinir, igerisinde farkli tiirden
bilgileri tasiyan ve dolayisiyla farkli 6zelliklerdeki liflerden olusur. Boyle bir sinire uyaran
verildiginde, siniri olusturan liflerin bir kisminin veya tamaminin yanitinin toplami 6l¢iilebilir.
Bu sekilde elde edilen bu AP’ler toplamina bilesik aksiyon potansiyeli (BAP) denir (Pehlivan
1997; Guyton ve Hall, 2001).

Fasikiil Periferal sinir

- = = Epinéryum
-
Motor néron ucu

Akson

Perinéryum
Endonéryum
. . rd
Ranvier bogumu

Schwann hiicresi Duyu reseptorleri

Vo —
\ Miyelin kilif

—

Nérolemma

Sekil 2.18. Periferik sinir yapisi (Studyblue, 2023).

BAP paterni ve elektriksel 6zellikleri AP’den farklidir. Cok diisiik siddetli bir uyaran
ile sinirdeki higbir lif uyarilamayabilir ve bu durumda BAP gozlenmez. Uyar siddeti arttikca,
once diisiik esikli lifler, daha sonra yiiksek esikli lifler uyarilir ve BAP genligi gittik¢e artar.
Yeteri kadar yiiksek siddetli bir uyaran ile sinirdeki tiim lifler uyarildiginda maksimum BAP
egrisi gézlenir ve bundan sonra uyarinin siddetinin artmasi egride bir degisiklige neden olmaz.
BAP, AP’ler toplami odugundan; BAP egrisi altinda kalan alan uyarilan lif sayis1 hakkinda,
BAP sekli uyarilan lif gruplar1 hakkinda bilgi verir. Tek bir life ardisik uyarilar verildiginde,
uyarilar arasindaki siire ¢ok azsa tekrar AP olugsmaz. Uyarilar arasindaki siire yeteri kadar uzun
oldugunda tipatip ayn1 AP olusur. Bir sinire ardigik uyarilar verildiginde ise durum boyle
degildir. Ciinkii BAP ya hep ya hi¢ davranisi1 sergilemez. Ilk uyari ile sinirdeki a (en hizl1), b
(orta hizl1) ve ¢ (en yavas) lifler uyarilmis olsun. ilk uyariya ait BAP bu ii¢ grubun AP’leri
toplamindan olusur. Ikinci uyari kisa siire sonra uygulandiginda b ve ¢ grubu lifler heniiz mutlak
refrakter donemden ¢ikmamis oldugundan uyarilamazken, a grubu lifler tekrar AP olustuturlar.

Boylece ikinci uyar1 yaniti olan BAP sadece a grubunun AP’lerinden olusur. Iki uyar
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arasindaki siire uzadik¢a bu BAP’a b ve daha sonra c grubu liflerin AP’leri de eklenir. Iki uyari
arasindaki siire ¢ok ¢ok kisa oldugunda tabi ki ikinci uyart higbir lifte AP olusturamaz ve BAP
gbzlenmez (Dalkilig, 1993; Pehlivan, 1997).

BAP gozlemi icin farkli yontemler vardir. ilkinde sinirin bir ucu kesilir veya
sikistirtlimis halde tututlur ki bu bolge, bu nedenle stirekli depolarize durumdadir. Bir elektrot
bu depolarize bolgeye yerlestirilir. Diger elektrot ise saglam bir bolgeye yerlestirilir. Bu sekilde
iki elektrot arasindaki potansiyel fark degisimi (tek fazli BAP) Sekil 2.19b’deki gibi olur.
Estetik nedenlerden dolayr Sekil 2.19’daki fizyolojik goriiniim tercih edilir. Tkinci yontemde
ise iki elektrot da sinirin saglam bdlgesindedir. Elektrotlar arasi potansiyel farki degisimi iki
fazli gozlenir. Elektrotlar arasindaki mesafenin artmasi, BAP fazlarin1 birbirinden uzaklagir

(Sekil 2.19b).
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Sekil 2.19. BAP gozlemi yontemleri (Pehlivan, 1997).

BAP kaydetmek i¢in kullanilan bir diger ydntem de suction ydntemidir. Icerisinde
uygun sicaklikta tutulan uygun bir ¢ozeltinin devirdaim ettirildigi bir organ banyosu iizerine,
1zgara seklinde yerlestirilmis uyar elektrotlar ile sinire pulslar uygulanir. Sinirin distal ucu ise
negatif basing kullanilarak bir mikroelektrota gekilir. Bu mikroelektrot, cam bir tupin
1sitilmasiyla olusturulan mikropipetin, bir insulin enjektdriine entegre edilmesiyle ve enjektor
igerisindeki iletken siviyla temasta olan bir Ag/AgCl telden olusur (Sekil 2.20). Suction
elektrodu olarak adlandirilan bu elektrot uyariya karsin olusan BAP kayitlarin1 toplamak icin
kullanilir (Stys ve ark., 1991; Dalkilic ve Pehlivan, 2002; Tuncer, 2008). Solusyonun surekli
gazlanmasi i¢in bir gazlama aparati ile elektriksel giiriiltiiyli biyopotansiyellerden

uzaklastirmak i¢in de bir toprak elektrotu organ banyosu igerisine yerlestirilir.
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Sekil 2.20. Suction kayit yontemi (Tuncer, 2008).

Bir sinirden BAP kayd:r alinirken gozlem elektrotlar: ile uyari elektrotlari arasindaki
mesafe BAP seklinde etkilidir (Sekil 2.21). Bu mesafenin artmasi dnce BAP genliginde azalma
ile birlikte BAP egrisinde yayvanlasmaya neden olur. Elektrotlar aras1 mesafe arttikga BAP’ta
tepecikler belirir. Mesafenin daha da artmasi bu tepeciklerin iyice ayrismasina neden olur. BAP
icerisindeki farkli iletim hizlarina sahip lifler bu tepecikleri olusturur. Bu yontem ile siniri
olusturan lif gruplarina ait hiz dagilimi elde edilir. Bu tiir 6l¢iimler belirli ajanlar kullanilarak
yapildiginda ajanlarin hangi lif grubunu etkiledikleri anlagilabilir. Hizli ileten lifler genellikle

duyusal lifler oldugundan fizyolojik ¢ikarimlar yapilabilir.

Bifazik bilegik aksiyon potansiyeli

1000 —
800 -
600 -
400
200 -

Sekil 2.21. Bifazik BAP (Dalkilig, 1993).

2.11. Miyelinizasyon ve Demiyelinizasyon

Miyelin kilifin meydana gelme silirecine miyelinizasyon adi verilmektedir. Kalitsal
hastaliklar, ¢esitli kimyasallara maruziyet gibi durumlarda miyelin kilif zarar gorebilir;
aksondan uzaklasabilir. Bu siire¢ de demiyelinizasyon olarak adlandirlir. Demiyelinizan
hastaliklara 6rnek olarak optik ndrit, optik ndromiyelit (Devic’s hastaligr), transvers miyelit,

akut dissemine ensefalomiyelit ve santral pontin miyelinoliz gésterilebilmektedir.
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Kazalar, mekanik hasarlar, metabolik siiregler sonucunda ortaya ¢ikan periferik sinir
zararlanmalari; Wallerian dejenerasyon, segmental demiyelinizasyon, aksonal dejenerasyon
seklinde karsimiza ¢ikmakla birlikte periferik néropatilerde patolojik siire¢ler sonucunda son

iki zararlanma gekli goriilmektedir.

Segmental demiyelinizasyon durumunda miyelinli sinir liflerinde, periferik sinir
aksonunda zararlanma olmadan miyelin kilifinda hasar olugmaktadir. Demiyelinizasyon

saltatorik iletimde dolayisiyla iletim hizinda azalmaya ya da iletim bloguna neden

olabilmektedir (Agamanolis, 2011).

Aksonal dejenerasyonda sinir uyarilabilir durumdaysa, iletim hizi normal veya normale
yakin degerlerde, aksonal dejenerasyonun oldugu motor sinirin sonlandig1 kasta bilesik kas
aksiyon potansiyeli genligi, duyusal sinirde ise duyusal sinir aksiyon potansiyeli genligi
normalden kiiclik bulunur. Kismi dejenerasyonun oldugu durumlarda motor birim
potansiyelleri polifazik, siiresi artmis, normal veya biiyiik genlikli kaydedilir. Segmental
demiyelinizasyonda miyelinli sinir liflerinde, periferik sinir aksonunda zararlanma olmadan
miyelin kilifinda hasar s6z konusudur. Demiyelinizasyon saltatorik iletimde ve iletim hizinda

kayba veya iletim bloguna neden olur (Agamanolis, 2011).

2.12. Bir BAP Kayit Yontemi Olarak Esik izleme

Zarm uyarilabilirligi zarin gegmisine de baglidir. Dinlenimdeki bir zara esik alt1 siddete
sahip depolarize edici bir puls uygulandiginda zar daha kolay uyarilabilir hale gelmis olur. Yani
bu esik alt1 depolarize edici pulstan ¢ok kisa bir siire sonra esikalt1 bir puls daha uygulanarak
hiicrede AP olusturulabilir. Ancak eger dinlenimdeki hiicreye hiperpolarize edici bir puls
uygulanirsa, zar potansiyeli dinlenimden daha diisiik degerde olacagi i¢in, hiicreden AP yaniti
almak daha siddetli bir puls ile olacaktir. Hiperpolarize edici esik altt puls hiicrenin
uyarilabilirligini zorlastirir. Bu sekilde uygulanan bu ilk esik alt1 depolarize ve hiperpolarize
edici pulslara kosullama pulsu denir. Bu pulslardan sonra, AP elde etmek i¢in uygulanan ikinci
pulslar ise test pulsu adin1 alir. Esik alt1 uyaranlarin neden oldugu kiigiik capli hiicre ici
kompozisyon degisimleri, ¢esitli kanal ve pompalarin aktiviteleri tarafindan telafi edildigi igin,
kosullama akimin neden oldugu uyarilabilirlikteki ve boylelikle esik akim degerindeki degisim,
akimin siiresine baghidir. Kosullama ve test pulslar1 kullanilarak bir sinirden kaydedilen BAP
tizerinden, iyon kanallarina dair bilgi edinmek, esik deger izleme (threshold tracking) yontemi
ile mimkindidr. Bu yontem Bostock tarafindan otomatize edilmis ve hem arastirma

deneylerinde hem de klinikte biiyiik kolaylik saglamistir (Bostock ve ark., 1998). Hem deri
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tizerinden hem de izole sinirlerden 6l¢lim almanin miimkiin oldugu bu ydntemin temel bir

semasi Sekil 2.22°de gOsterilmistir.

Oncelikle adim adim uyaran siddetini artirarak hedef yanit olan BAP belirlenir (Sekil
2.22-A). Sinirdeki uyarilabilirlik degismlerini izleyebilmek i¢in 100 ms siireli esik alt1 polarize
akim (kosullama uyarani) uygulanir (Sekil 2.22-B). Bunun (zerine, geri besleme ile takip
edilerek, 1 ms siireli test uyaranin siddeti, hedef yanit1 elde edecek degerde ayarlanir ve
uygulanir (Sekil 2.22-C). Test uyaraninin genlik degerleri polarize kosullama uyaranlari igin

cizilir (Sekil 2.22-D).

A B ~ =
Hedef genlik e
BAP / \ Tms Hedef genlik

,,,,,,,,,, <~ «—Test .. S Kosullema
\,‘\ - uyarani Uyarani
o , J
—
— ==
= 5 elektrotiar
/
Gazlem
elektrotlar
C D Esik alt

: 100ms ! depolarize edici

Hiperpolarize
e edici

Sekil 2.22. Esik izleme yonteminin ¢alismasini gosteren ¢izim (Nodera ve Kaji, 2006’dan uyarlanmustir).

Stimulatér Uzerinden pulslarin amaca yonelik paternde uygulanmasini saglayan
otomatik QtracS progaminin hayvan, insan, izole veya non-invazif sec¢enekler i¢in farkl
protokolleri olmakla birlikte, dort temel alt-protokolii vardir. Bu alt-protokoller farkli
uyarilabilirlik parametrelerine yonelik tasarlanmistir (Bostock ve ark., 1998; Burke ve ark.,

2001; Nodera ve ark., 2004).

Alt-protokoller araciligiyla yapilan kiigiik degisikliklerle, sinirin uyarilabilme

ozelliklerinin belirlenmesi mimkunddr.
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2.12.1. Uyaran-yanit iliskisi

Puls siddetinin adim adim artirilmasiyla elde edilen yanitlarin kaydedildigi bu alt-
protokolde BAP i¢in minimum ve maksimum yanitlar1 veren uyaranlar belirlenir. Daha sonra
cizdirilen grafik iizerinden hedef yaniti (% 40*maksimum BAP) olusturan uyari siddeti
belirlenir. Kullanict katkisiyla elde edilen bu bilgiler, sonraki alt-protokollerde kullanilacak

olan uyaran siddetlerini belirlerken, otomatik program tarafindan kullanilir.

2.12.2. Siddet-stire zaman sabiti

Weiss yasasina (esitlik 2.4) dayanarak hiperbol seklinde bir puls siiresi-puls siddeti
iligkisi elde edilir (Sekil 2.6). Deneysel olarak ayni yiik, farkli siddet degerindeki pulslar farkl
strelerde uygulanir. Esik yiikii-uyaran siiresi degisimi bir dogruya oturtulur ve bu dogrunun
egimi reozbazi, zaman eksenini kestigi nokta siddet-slire zaman sabitini (SDTC-kronaksi) verir
(Geddes, 2004). SDTC degeri azaldikga, lif uyarilabilirligi artar. Nodlarda fazlaca bulunan
stirekli Na* kanallar1 zar potansiyelinin esige yaklasmastyla hizlica aktive olan; inaktivasyonu
yavas ger¢eklesen kanallardir. Nodlar depolarize oldugunda, siirekli Na* kanallarinda Na*
akimi azalir; bu nedenle reobaz azalir; hiperpolarize oldugunda reobaz artar (Clay, 2003;
Meisler ve Kearney, 2005). SDTC’nin daha uzun olmasi, noddaki siirekli Na* kanallarinin
(daha uzun siire agik kalirlar) daha fazla oldugu anlamina gelirken; uyarilabilirligin de diistik
oldugunu ifade eder. Buna ek olarak zar kapasitansinin artmast da SDTC’yi yiikseltir (Bostock,
1983). Miyelinizasyonun bozulmasiyla zar kapasitansi ve dolayisiyla SDTC artar (Mogyoros
ve ark., 1998; Taddese ve Bean, 2002).

2.12.3. Esik elektrotonus

Esik alt1 akimlar AP olusturamasa da zar potansiyelinde degisikliklere neden olurlar. Bu
degisiklikler uyaranin depolarize veya hiperpolarize edici olmasina gore farklilik gosterir.
Norona uzun siireli (100 ms) esik altt uyaran (kosullama pulsu) verildiginde olusan
degisikliklere esik elektrotonus denir. Depolarize edici kosullama pulsunun baslangicinda
uyarilabilirlik hizla artar (F fazi1). Zar akiminin internoda yayilmasiyla birlikte, ilerleyen anlarda
uyarilabilirlikteki artigin hiz1 diiser (S1 fazi1). Buraya kadar gegen zaman zarfinda yavas K*
kanallar1 aktive olmaya baslar ve bu nedenle uyarilabilirlik azalmaya baglar (S2 fazi).
Depolarize edici kosullama pulsunun sonlanmasi, yavas K* kanallarmin kapanarak esigi
yiikseltmesiyle sonuglanir (undershoot). Norona hiperpolarize edici kosullama pulsu
uygulandiginda zar uyarilabilirligi hizli bir sekilde diiser (F faz1). Puls uygulandigi siirece, akim

internodal bolgeye yayilarak uyarilabilirlikteki azalmayi stirdiiriir. Bu diisiis kosullama
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pulsunun sonuna dogru azalir. Pulsun sonlanmasiyla birlikte igeri dogrultucu kanallar agilir ve

uyarilabilirlik azalmasi normal degerine ulasir (S3 fazi-overshoot) (Nodera ve Kaji, 2006).

Uzun sureli (100-200 ms), esik alti depolarize edici kosullama bir uyaraninin
verilmesiyle aksondaki internod bolgesi polarize olur ve sinir uyarilabilirligi de degismis olur.
Belirlenmis hedef genligi (BAP’1n maksimum genliginin %20 veya %40'in1) olusturabilecek
siddete sahip test uyarani ile uyarilabilirlikteki bu degisim belirlenebilir. Uyarilabilirligin arttigt
durumda test uyarani siddeti nispeten diisiik iken; aksi durumda test uyarani siddeti yliksek olur.
Kosullama uyaraninin hemen ardindan, zarin kablo o6zelligi sebebiyle uyarilabilirlikte

degisimler goriliir (Sekil 2.23, F fazi, Nodera ve Kaji, 2006).

Depolarizasyon 20 ms kadar bir siire igerisinde internoda yayilir ve bunu esik
elektrotonus grafiginde S1 fazi olarak goriiriiz. Ardindan esigin % 40’na iner (TEd90-100 ms).
Basit bir sekilde 10-20 ms’deki depolarizasyon degisiminin (TEd 10-20 ms), 90-100 ms’deki
depolarizasyon degisimine (TEd 90-100 ms) orani, nod ve internodda yer alan yavas K*
kanallar1 etkisiyle olusan S2 uyum degerini verir. Uyarinin kesilmesiyle yavas K" kanallart
etkili olup; zar potansiyelindeki diismeyi hizla diizeltirken; biraz sonrasinda esikte az miktarda
yiikselmeye neden oldugu bir salinim yaratir (TEd undershoot). Hiperpolarize edici uyaranla
karsilagan zar ise hizl1 bir sekilde hiperpolarize olur (F fazi1). Bu hiperpolarizasyon noddan sonra
internoda yayilarak; aksonal hiperpolarizasyonun artarak devam ettigi bir siireci baglatir (TEh
20-40 ms). Boylece yavas ve hizli K™ kanallar1 kapanmaya baslar ve bu da hiperpolarizasyon
artisin1 hizlandirir (TEh 90-100). Akimin kesilmesiyle igeri dogrultucu kanallar kapanip; yavas
K™ kanallar1 aktive olur. Boylece zar potansiyeli hizla esik degerine yonelip; bu degeri biraz

asarak salinim (TEh overshoot) yapar (Sekil 2.23).

Esik elektrotonus egrisindeki depolarizasyon ve hiperpolarizasyon bdolgeleri
karsilastirildiginda; hiperpolarizasyon bolgesinde esikten daha fazla uzaklagsma oldugu fark
edilir. Bunun agiklamasi, zar depolarizasyonunun K* kanallari tarafindan kisitlanmasidir. Bu
etki hiperpolarizasyonla ayn1 yonlii oldugundan, egrinin bu kisminda daha biiyiik bir acilma
gozlenir. Hiperpolarize edici akimin bitisiyle ise igeri dogrultucu kanallarin etkisi goriiliir
(Nodera ve Kaji, 2006; George ve Bostok, 2007).
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Sekil 2.23. Esik Elektrotonus alt-protokoliinde depolarize ve hiperpolarize edici kosullama akimlar1 igin esik
azalmast (%) egrileri Nodera ve Kaji, 2006’dan modifiye edilmistir).

2.12.4. Akim-esik (1/V)

Son prosedur I/V iligkisidir ve degisen akima karsilik esik deger degisim grafigi
cizdirilir. Iki bolimden olusan grafikte depolarizasyon bolgesi K* kanallarinin aktivitesi,
hiperpolarizasyon bolgesi igeri dogrultucu kanallarin aktivitesi hakkinda bilgi verir. Oncelikle
supramaksimal bir puls uygulanir, maksimal yanit gézlenir. Bu maksimal yanitin % 40’1 hedef
yanit olarak belirlenir. Daha sonra 100 ms siireli polarize edici puls uygulanir. Hedef yanita
ulagsmak i¢in geribeslemeli olarak genligi kontrol edilen test pulsu, bu polarize edici puls
tizerine bindirilir. Polarize edici puls baslangici ile test pulsu baglangici arasindaki gecikme
belirli adimlarla degistirilerek, bu degisime karsi esik deger azalmasi kaydedilir (Nodera ve
Kaji, 2006).

Bir elektronik komponentin iki yonde de dogrusal bir sekilde akim ge¢irmesine ohmik
davranig denir. Ancak diyot gibi sadece belirli bir yonde akim gegiren komponentler de vardir.
Bunlar voltajin pozitif yoniinde akim gegiriyorlarsa disar1 dogrultucu (outward rectifier),
voltajin negatif yoniinde akim geciriyorlarsa iceri dogrultucu (inward rectifier) eleman olarak
adlandirilirlar. Hiicrelerin zarlarinda bu davranisi gosteren dogrultucu voltaj bagimli iyon
kanallar1 bulunur. Bu kanallarin kinetiklerini belirlemek i¢in siiresi sabit, siddeti degisen
uyarilabilir akimlar kullanilir (Sekil 2.24). I/V alt-protokoliinde uygulanan akimin siddeti,
hedef yanit siddetinin +%50’sinden -%100’{ine kadar %10’luk adimlarla azaltilir. Elde edilen
akim siddeti-esik deger degisimi grafiginde sag iist kisim disar1 dogrultucu akimai, sol alt kisim
igeri dogrultucu akimi ifade eder (Nodera ve Kaji, 2006; Bostock ve ark., 1998; Burke ve ark.,
2001).
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Sekil 2.24. 1/V iliskisi (current-threshold) iliskisi.

2.12.5. Toparlanma dongusu

AP’deki depolarizasyon siiresince voltaj bagimli Na® kanallar1 yeni aktive
olduklarindan yeni bir uyariya cevap veremezler. Bu nedenle AP’nin baslangi¢ kisminda zar
hi¢ uyarilamaz. Bu doneme mutlak refrakter donem denir. Bir siire sonra voltaj bagimli Na*
kanallar1 adim adim aktivasyon siirecini tamamlar ki bu an mutlak refrakter donemin
sonlandigini gosterir. Bu esnada bu kanallar grup grup agildigindan hiicreyi uyarmak miimkiin
olur. Ancak bu, daha yiiksek siddete sahip uyaranlarla gergeklesir. Bu donem de bagil refrakter
donem olarak adlandirilir. Aktivasyonunu tamamlayan voltaj bagimh Na* kanal sayis1 arttikca,
AP olusmasi i¢in gerekli esik deger azalir ve normale dondiigiinde bagil refrakter donem bitmis
olur. Sonraki 10-30 ms i¢inde esik normalden daha da diiser ve hiicre uyarilabilirligi artar. Bu
déneme de sipernormal donem denir (Taddese ve Bean, 2002). Sipernormal dénemde
uyarilabilirlik pasif zar 6zelliklerinden dolay: artar. Nodda olusan depolarizasyon internoda
yayilarak bir siire daha devam eder. Bir diger degisle, supernormal dénem nodun olusturdugu
bir ard depolarizasyondur. Siipernormal dénemin kisalmasi (toplam dongiideki oraninin
azalmasi) uyarilabilirligin arttigini gosterir (Sekil 2.25). Bu donemden sonra esik degeri bir an
icin dinlenimdeki degerine ulasir; ancak bu degeri gecerek yine bir miktar yiikselip; daha sonra
dinlenime ulasir. Toparlanmanin bu son evresi subnormal dénemdir ve yavas K™ kanallarinin
aktivitesinden kaynakli olusur (Sekil 2.26). Bu donemin artmasi uyarilabilirligin arttigini

gosterir (Bostock ve ark., 1998; Bostock ve ark., 2005).
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Sekil 2.25. Barret ve Barrett sizint1 akimlari. Internoddan gegen akim depolarize edici ard potansiyel (dap) olarak
adlandirlir. Zar hiperpolarize iken dap belirgin gozlenirken, zarin depolarize oldugu durumda dap zay1f olur ( Kaji,
2003’den uyarlanmustir.).

Surekli Na" akimlarmin da normaliistii doneme etkili oldugu bilinmektedir (Bostock ve
ark., 2005). Subnormal dénemde esik akimlarin degisimi, kosullama pulsundan yaklasik 45 ms
sonra maksimale ulasir ve 100 ms sonunda sonlanir. Boylece zar depolarizasyonu yavas K*

kanallarini uyarir ve zar potansiyeli degeri hiperpolarizasyonla sonuglanir (Barrett ve Barrett,
1982; Kaji, 2003; Nodera ve Kaji, 2006).
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Sekil 2.26. Toparlanma dongiisii (Nodera ve Kaji, 2006’dan uyarlanmistir).

Uyarilabilirlik arttiginda refrakter periyot uzar, supernormal donem gecikir, subnormal
donem erkene gelir ve siddeti artar. Yani toparlanma dongiisii egrisi tiimiiyle yiikselir.

Uyarilabilirilik azaldiginda tersi etkiler olur, toparlanma dongiisii egrisi agagi iner (Kuwabara

ve ark., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneyler

Deneylerde 6 haftalik 60 adet yetiskin Wistar Albino tiirii disi sigan kullanilmustir.
Deneyler siiresince sicanlar 12 saat gece 12 saat gilindiiz periyodunda ad libitum olarak
beslenmistir. Bir kafeste en fazla bes adet sican bulundurulmustur. Tiim deney hayvanlari
Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden (NEU-KONUDAM) temin edilmistir. Hayvanlara yapilacak tiim miidehaleler
icin NEU hayvan deneyleri yerel etik kurulundan 10.01.2017 tarihli ve 2017-004 sayili onay
alimmistir (Bkz. Ek 1).

Deney hayvanlar rastgele secilerek bes gruba ayrilmistir. Deney gruplari hayvanlarin
sakrifiye edildikleri giin ile isimlendirilmistir. Gruplar; kontrol (KON), 3 giinliik (3G), 7 glinlik
(7G), 10 giinliik (10G), 20 giinliikk (20G) olarak belirlenmistir. Hayvanlarin her biri ketamin
(8mg/100g) / ksilazin (1mg/100g) kombinasyonu ile anesteziye sokularak kal¢a bolgesi agilmis,
siyatik sinirin omirilige girdigi bolge ortaya cikarilmistir. Omirilik girisinden itibaren 2 cm
distali mikroenjeksiyon bolgesi olarak belirlenmistir. Mikromaniiplatore yerlestirilmis olan 30
G’lik hamilton mikroenjektérii, endonéryum igerisine, sinire zarar vermeyecek ve paralel
olacak sekilde, biiyiitecle (25x) izlenerek uygun acida yerlestirilmistir. Daha sonra kontrol
grubu hayvanlarina 2pul serum fizyolojik ¢ozeltisi, 3G, 7G, 10G ve 20G grubu hayvanlarina 2pl
LPC ¢ozeltisi endondryum igerisine, tasmaya sebep olmayacak sekilde yavasca zerk edilmistir.
Cozeltinin kilif disina sizmamasi ig¢in, literatiire uygun olarak (Zhang ve ark., 2010), enjektor
cikarilmadan 6nce 2-3 dk bekletilmistir. Enjeksiyonun tamamlanmasinin ardindan her doku
katmanina siitur atilmistir. Hayvanlar anesteziden ¢ikana kadar viicut sicaklilarini korumalari
saglanmistir. Kontrol grubu hayvanlar1 cerrahi operasyondan 3 giin sonra, diger gruplardaki
hayvanlar gruplarina uygun olarak 3, 7, 10 veya 20 giin sonra teker teker alinarak, ketamin
(8mg/100g) / ksilazin (Img/100g) kombinasyonuyla anesteziye sokulmustur. Anestezi
altindaki sicanlarin Gtenazisi gerceklestirilmigtir. Daha sonra ameliyat masasina yiiziistii
yatirtlan hayvanlarin topuklarindan omiriliklerine kadar kesi olusturulmus; ¢evreleyen kas
dokusu tendonlarindan kesilmek suretiyle siyatik sinir tamamen goriiniir hale getirilmistir.
Distal ve proksimal uglarindan cerrahi makas ile tek hamlede kesilerek sinirin disseksiyonu
tamamlanmustir. Izole edilen siyatik sinirler, bekletilmeden gaz karisimi (%95 Oz ve %5 CO>)
ile gazlanan krebs solusyonunun (133 mM NacCl; 4,9 mM KCI; 1,8 mM CaClz; 11,9 mM
NaHCO3z; 0,7 mM NaH2PO4; 11 mM Glukoz) perfiize edildigi organ banyosuna

35



yerlestirilmistir. Siyatik sinirin distal ucu, negatif basing uygulanarak, suction elektrodu
icerisine ¢ekilmistir. Siyatik sinir mikroenjeksiyon yapilmig olan proksimal bdlgeden
uyarilmig, yanitlar suction elektrodu ile sinirin distal ucundan kaydedilmistir. Tiim kayitlar
Faraday Kafesi icerisinde gerceklestirilerek elektriksel giirliltiiniin  minimum olmasi

saglanmistir.

3.2. Mikroenjeksiyon

Mikroenjeksiyon gesitli ajanlar1 sinir dokusu i¢ine zerk etmede kullanilan bir yontemdir.
Etkisi lokal ve hizli oldugu i¢in tercih edilen bu yontemde cam pipetlerden yapilan enjektorler
veya hazir olarak tedarik edilebilen Hamilton Enjektorleri kullanilmaktadir. Dayaniklilik,
temizlik kolaylig1 ve ¢ok kez kullanim imkén1 gibi sebeplerden dolayr mikroenjeksiyon i¢in
hamilton enjektorii kullanimi uygun bulunmustur. Enjektor ucu igin, epinéryuma ve sinire zarar
vermeyecek sekilde 30G ve ug tipi 2 olan igneler se¢ilmistir (Sekil 3.1; Sekil 3.2; Sekil 3.3).
Deneyler sirasinda Hamilton Enjektoru bir mikromanuplatére (Narishige MMO-4)
sabitlenerek, enjektor yiiksekligi ve hareketi bu maniiplatdr ile kontrol edilmistir. Saline
kullanilarak %1°lik LPC ¢6zeltisi hazirlanarak, hayvanlarin siyatik epindryumu icerisine 2l

soliisyon zerk edilmistir (Sekil 3.3). Mikroenjeksiyon siireci uygun bir biiyiiteg ile izlenmistir.

Sekil 3.1. Mikromanplator ile kontrol edilen Hamilton Enjektord.
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Sekil 3.3. Epint')rym igerisine érestirﬁmis hamilton enjektdriiniin yakindan (25x) goriintiisii.

3.3. Organ Banyosu ve Suction Elektrodu

Organ banyosu, izole edilen dokularin hem deneyler siiresince canliligini korumasini
saglayacak hem de deney kayit sistemine uyumlu olacak sekilde, ana bilim dalimizda,
pleksiglastan dikdortgen prizma formunda iretilmistir (Sekil 3.4). Organ banyosunun uzun
kenarmna 0,5 cm araliklarla 10 adet giimiis uyar1 elektrotu, kisa kenarina suction elektrodu
sabitlenmistir. Uyar1 elektrotlar1 olarak kullanilan glimiis teller organ banyosuna sabitlenmeden
once, iizerlerinden akim gecirilerek, tuz c¢ozeltisi yardimiyla AgCl ile kaplanmistir. Suction
elektrodu optimum kuvvet ve sicaklik ayarlar1 belirlenmis olan bir mikropipet ¢ekici (PN-31
Micropipette puller, Narishige, Japan) ile ¢ekilmis cam pipetin, modifiye edilmis bir 1 cc’lik
enjektore (insiilin enjektoriine) yerlestirilmesi ile olusturulmustur. Cekilen cam pipetin ug
bolgesinin siyatik sinir distal ucuna zarar vermeyecek formda ve boyutta olmasma dikkat
edilmistir. Insiilin enjektdriiniin organ banyosu disinda kalan bolgesinde bir noktaya negatif
basing enjektérii irtibatlandirilmistir. Insiilin enjektérii icine yerlestirilen bir kablo iizerinden,

suction elektrodu igerisine sinirle beraber g¢ekilen soliisyon ile amplifikatér arasinda irtibat
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kurulmustur. Referans elektrodu olarak bir giimiis plaka organ banyosu zeminine
konumlandirilmistir. Organ banyosunun bir kdsesine yol agilarak, gaz ¢ikisi soliisyon icerisinde
kalacak sekilde gazlama borusu yerlestirilmistir. Bir diger koseye de, ¢evresel faktorlerden
kaynakl1 elektriksel giiriiltiiyli azaltmak i¢in soliisyonla temas edecek sekilde toprak elektrotu
irtibatlandirilmistir. Fizyolojik sicaklikta (37°C) tutulan Krebs’ soliisyonu (133 mM NacCl; 4,9
mM KCI; 1,8 mM CaCl; 11,9 mM NaHCOs; 0,7 mM NaH2POg4; 11 mM Glukoz; pH 7.4)
uygun periyotta yikama usuliiyle yenilenmistir. Organ banyosunun kapagi kapali tutularak

sicakligin korunmasi hedeflenmistir

Referans

Negatif B
Elektrodu egatll Basing

Enjektori

\ T

Suction
Elektrodu

4.

Uyar *
Elektrotlari
Sekil 3.4. Organ banyosu (Tuncer, 2008).

Hayvanlardan izole edilen siyatik sinirler, mikroenjeksiyon bolgesi her bir sinir igin
uygun elektrot ciftine denk gelecek sekilde organ banyosundaki uyari elektrotlarinin {izerine
yerlestirilmistir. Daha sonra negatif basing uygulanarak sinirlerin distal uglari, bir miktar

soliisyonla birlikte suction elektrodu igerisine ¢ekilmistir.

3.4. Esik Deger izleme Yontemi ile Uyarilabilirlik Olguimleri

Deney kayit sisteminin genel semasi Sekil 3.5’te verilmistir. Organ banyosuna
yerlestirilen izole sinirleri uyarmak i¢in Digitimer DS4-bifazik stimdlatér, Humbug (50/60Hz
Noise Eliminator, Digitimer Co., UK) ile ozellikle 50 Hz giiriiltiisiinden arindirilmis BAP
sinyallerinin amplifiye edilmesi i¢in giris empedansi yiiksek bir pre-amplifikator (Warner DP-
311A) ve analog sinyalleri sayisallastiran (dijitalize eden), diger cihazlarin baglandigi veri
toplama modilii (NI USB 6251 BNC) deney setinin temel 6geleridir. Veri toplama modiili
bilgisayara irtibatlandirilarak QtracS yazilimi tarafindan DS4 ile uygun paternde uyarilar
verilmesini saglamaya yonelik ve geri beslemeleri olanakli kilacak baglantilar yapilmistir. Amfi

ve stimulator uygun kablolarla, sirasiyla organ banyosundaki suction ve uyari elektrotlarina
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baglanmistir. Organ banyosu tek basina faraday kafesi igerisine yerlestirilmis ve cihazlarlarla
baglantilar1 saglayan kablolar kafesten uygun patikalarla ¢ikarilmistir. Faraday kafesi yalin
toprak hattina baglanmistir. Boylece ¢evreden gelen cesitli elektriksel giiriiltiiniin azaltilmasi

amaglanmustir.

Birlestirilmis uyaran

?Z;:‘ag.é ‘| E_ .

|—| — Esik
Izleme
Eikaln Sistemi
i kosgullandirici uyaram L
2\ akim '
‘\* ) s - )
bz Hedef
Uyan a3 F =1
elektrotlan Genlik /
Kayit elektrotlari
Geri besleme / hata sinyali

Sekil 3.5. Deney sistemi genel semasi.

Izole edilen siyatik sinirler organ banyosuna yerlestirilirken, mikroenjeksiyon
bolgesinin uyar1 elektrotlar izerinde olmasi saglanmistir. Sinirin distal ucu suction elektrotuna
yerlestirildikten sonra ¢evreden kaynakli elektriksel giiriiltii kotrol edilmis; uygun diizeylerde
oldugunda deney setinin i¢erisinde bulundugu faraday kafesinden uzaklasilmistir. Bilgisayarda
QtracS programi agilmis, TrondNF/ Rodent SNAP prokolii secilmistir. Ekranda goriilen BAP
icin uygun pencere secildikten sonra Regular Trond uyarilabilirlik 6l¢timleri seti segilerek;
sirastyla uyaran-yanit, siddet-siire, esik elektrotonus, akim-esik iligkisi (I/V), toparlanma

dongusu alt-protokolleri uygulanarak gerekli veriler kaydedilmistir.

TrondNF protokoll ile dncelikle supramaksimal uyarana yanit belirlenir. Daha sonra
deney planina gére bu maksimal genligin istenilen bir yiizde degeri segilir (% 40 ya da % 20).
Bu % genlik deger, hedef yanit olarak isimlendirilir. Protokol geri besleme yolu ile istenilen bu

hedef yanit1 olusturacak pulslar uygular. Bu amagla uygulanan pulslara “test pulsu” denir.

3.4.1. Uyaran-yamt iliskisi
Sinirin yanitina gore uyaranin Ozelliklerini belirleyen geribesleme mekanizmasinin
kontrolii gerekli oldugundan, ilk once bu prosediir kaydi gergeklestirilmistir. Bu prosediir

sayesinde maksimum yanit genligi, hedef yanit genligi ve izleme adimu siireci belirlenmistir.
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Uyaran siddeti sifirdan baglayarak % 2’lik adimlarla yanitin maksimum degerine kadar
artirllmigtir. Maksimum yanita ulasildigini anlamak i¢in ekrandaki mavi izler takip edilmistir.
Maksimum uyaran degeri belirlendikten sonra, uyaran siddeti diismeye baglamis ve yanit
anlamsiz boyuta geldiginde kayit durdurulmustur. Daha sonra program uyaran-yanit verilerini
bir dogruya oturtmustur (Sekil 3.6). Bu dogrunun egimi, se¢ilmis olan maksimum hedef yanitin

genliginin % 40’1na esittir. Bu adimdan sonra siddet-siire iligkisi takip edilmistir.

mA %10depolarize | — — — — C. =" _——"_ __.-="""
A za

6 z
Bilesik Aksiyon &

\ t iveli (r S i
5| Potansiyeli (mV) E" %50,
4 3

(I \ = £ i
3 | £ <
2 f/

1 )
/ \
/ \ =
5 10

Uyaran akim siddeti (mA)

Sekil 3.6. Sabit stireli (ms)-siddeti kademeli artan uyaran akim (mA) ile genligi kademeli artan BAP (mV). Uyaran
siddeti (mA)- yant iligkisi, ve zarin %10 depolarize ve %10 hiperpolarize edilmesi durumda uyarilabilirlikteki
degisim egrileri.
3.4.2. Siddet-siire iliskisi

Bu prosediirde 1 ms test pulsu ve ayn1 yiik miktarina sahip ve 0,5; 0,4; 0,2; 0,1 ve 1 ms
stireli uyarilara verilen yanitlar izlenmistir. Her adimda uyaran siiresi azalir, pik yanit
baslangicta diiser, ama test uyaraninin artmasiyla hedef yanit diizeyine geri getirilir. Ekrandaki
delay grafigi test uyaraninin siiresini belirtir. Program kaydedilen bu verilere uygun bir dogru
oturtarak, yuk-siire egrisi ¢izdirir (Sekil 3.7). Dogrunun egimi reobazi, yatay ekseni kestigi
nokta SDTC’yi verir.
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g Ie;ik'At |||$k|S| , iﬂ 4 Sabiti (SDTC:Ten) )
g &
D e ol o
=]
= = = = Reobaz
0
Kronaksi Uyaran siiresi (ms) - -1 Uyaran sgresi (ms) 1
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Sekil 3.7. Uyarilabilirlik bilgisi veren; Uyaranin siddeti (mA)-uyaran siiresi (ms) iliskisi (A) ve benzer sekilde
Esik yiik miktar1 (mA.ms)-Uyaran siiresi (ms) iliskisi (B), egrileri. Tsp uyaran siiresi kisaldik¢a esik siddet
degerindeki artma hizinin bir gdstergesidir, bir bakima zarin goriiniir zaman sabitidir.

3.4.3. Esik elektrotonus

Esik elektrotonus kaydinda 1ms’lik test pulsu ile kontrol esik akiminin genliginin
%20’si ve %40’1 degerinde genlige ve 100 ms siireye sahip esikalt1 polarizan kosullama pulslari
uygulanarak uyarilabilirlik degisimleri izlenmistir. Kosullama ve test pulslar1 arasindaki siire -
10 ms’den +190 ms’ye kadar (baslangicta test pulsu polarize edici pulsa bindirilmisken, artan
gecikme siiresi ile test pulsu polarize edici pulsun takipgisi haline gelir) degisir. Her seferinde
anlamli esik yanitina ulastiran 3 uyarandan sonra pulslar aras1 siire degisir. Kayit sonlandiginda

esik elektrotonus grafigi ekranda goriiliir (Sekil 3.8).

Esik elektrotonus prosediiriinde, depolarize ve hiperpolarize edici 100 ms sireli esikalt
pulslarin {izerine 0,1 ms siireli, maksimal genligin %20 ve %401 olacak sekilde hedef yanit

olusturabilen test pulslar1 bindirilerek bu pulslarin siddetlerinin esige gore azalmasi dl¢iiliir.

Testpuls (1 ms)

. Esikalt
1000ms __________ ; depolanze edici

e

g Hiperpolarize
| =l perpo

F 1 edic

Sekil 3.8. Uzun siireli (100 ms) esik alti depolarize veya hiperpolarize edici bir akim ile belirli zamansal
gecikmelerle uygulanan test akimi (1 ms) ile aksonda uyarilabilirligin test edilmesi islemi, esik elektrotonus.

3.4.4. Akim-esik degisimi

Akim-esik degisimi, siiresi 200 ms’de sabit tutulan kosullama pulsu ardindan 1 ms stireli
test pulsu ile ol¢iiliir ve genellikle internodal aksolemmanin dogrultucu 6zelliklerine baglidir.
Uygulanan akimin genligi, esik degerin %50’sinden %100’line kadar %10’luk adimlarla
degisir. Akimdaki degisime bagli olarak esik deger azalmasi grafigi ¢izdirilir (Sekil 3.9).
Egrinin Gst kisminin dikligi, depolarize edici akima uyuma karsilik, hizli ve yavas K*

kanallarinin aktivasyonunu yansitan disa dogrultucu 6zelligi gostermektedir. Alt ceyrekte kalan
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kisminin kademeli dikligi ise, hiperpolarize edici akima uyuma karsilik, zarin igeri dogrultucu

ozelligini ve igeri dogrultucu katyon iletkenligi I+, gostermektedir.

50 | fe
J Disan
rektifikasyon
= '8' .
2% '
Q .
T T
WVin v .
Test E z i : *
«— 200ms — 5 [ puisy = g Igeri .
%50 < Rektifikasyon =
o

—.

-500 Esik azalmasi (%) 0

%100 ————

Sekil 3.9. Akim siddeti, kontrol esigin +%50 (depolarize edici) degerinden -%10 adimlarla -%100 (hiperpolarize)
degerine kadar basamakli (ramp) bi¢iminde degistirilmesi, ve siddet-esik azalmas1 (%) egrisi.

3.4.5. Toparlanma dongusu

Programin son kismi, bir supramaksimal kosullama akimindan sonra, 200 ms’den 2
ms’ye kadar cesitli siirelerde olusan uyarilabilirlik degisimlerini kaydeder. Bunun i¢in 1 ms
streli supramaksimal kosullama pulsu ve ardindan belirli bir siire sonra % 40 BAP yanitini elde
etmek icin gereken test pulsu uygulanir. Toparlanma dongiisii aslinda 3 fazdan olusur: refrakter
dénem, siiperuyarilabilir déonem, subuyarilabilir donem. Pulslar arasindaki siire diizensiz,
yaklasik bir logaritmik sekansta azaltilmistir. Kayit bittiginde iki pulsun arasindaki gecikmeye

bagli olarak, esik deger yiizde azalmasi logaritmik skalaya oturtulmus olarak ¢izilir (Sekil 2.26).

3.5. Analiz ve Istatistik
QtracW’ya ait olan QtracP programi iizerinden deney siiresince kaydedilmis veriler,

excel dosyasi olarak disa aktarilmistir. MS Office Excel 2016 programi (zerinde gerekli
grafikler cizdirilmis, veriler analizlenmistir. Istatistiksel hesaplamalar Graphpad Prism
programi ile yapilmistir. Gruplar One-Way ANOVA ve Tukey’s post-hoc testleri ile

karsilastirilmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 almmustr.
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4. BULGULAR

4.1. Uyaran-Yamt Iliskisi

Esik izleme yontemindeki ilk alt-protokol olan uyaran (mA) - yamit (mV) iligkisi
verilerinden elde edilmis olan maksimum yanit genligi (mV) ve hedef yanit (%50*maxBAP)
igin gerekli uyaran siddetinin (mA) deney gruplarina ait ortalama degerleri Sekil 4.1 ve Sekil

4.2°de verilmistir.

800
=
E 600 I I
[
] | |
E 400 —I— |
E
[#3]
5 200
=

0

KON 3G 1G 110G 206G

Sekil 4.1. Her bir grup i¢in elde edilen maksimum BAP genligi (mV) ortalamalar1 ve standart hatalar1 (sirayla
gruplarin N=12, 10, 9, 10, 9).

%

: — |

Maksimum yanitin %50'si icin
gereken uyaran siddeti (mA)

KON 3G 706G 10G 200G

Sekil 4.2. Maksimum BAP yantinin %50’sini elde etmek i¢in gerekli uyaran siddetinin (mA) her bir grup icin
ortalama degerleri (sirastyla gruplarin N=12, 10, 12, 11, 12) ve standart hatalari. * KON grubundan, # ise 7G
grubundan p<0,05’1ik farki gostermektedir.
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4.2. Siddet-Siire iliskisi

Kontrol grubundan bir denege ait yiik-siire egrisi ve degerlere oturtulan dogru Sekil
4.3’te verilmistir. iki dnemli uyarilabilirlik parametresinin, reobaz ve SDTC, elde edilebildigi
ikinci alt-protokol olan siddet-siire iliskisi ile elde edilen veriler sirasiyla Sekil 4.4 ve Sekil

4.5’te verilmistir. SDTC’nin dagiliminin daha kolay goriilebilmesi i¢in Sekil 4.6 eklenmistir.

y=1.9165x + 0.3141
R?=0.9968

Esik ylikii (mA.mS)

/

-1 0 1
Uyaran siiresi (ms)

Sekil 4.3. Kontrol grubundan bir denege ait yiik-siire egrisi ve degerlere oturtulan dogru.

* *
4

w

Reobaz (mA)

#_1_—1—

[

KON 3G 7G 10G 200G

Sekil 4.4. Her bir grup i¢in ortalama reobaz (mA) degerleri (sirastyla gruplarin N=12, 10, 9, 10, 9) standart hatalar1
ile birlikte verilmistir. * KON grubundan farkliligi, # 7G grubundan farklilig1 gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.5. Her bir grup i¢in SDTC ortalama degerleri (sirastyla gruplarin N=12, 10, 9, 10, 9) ve standart hatalar
birlikte verilmistir.
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Siddet-siire zaman sabiti (ms)
Sekil 4.6. Her bir grup icin ortalama (sirasiyla gruplarin N=12, 10, 9, 10, 9) SDTC dagilimu.

Uyaran yiikiiniin yanit olusturabilmesi i¢in uygulanmasi gereken siireyle iligkisi Sekil

4.7’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Gruplarin uyaran yiikiiniin siiresiyle degisimlerinin bir dogru iizerine oturtuldugu grafik. Grup
ortalamalari (sirasiyla gruplarin N=12, 6, 7, 9, 9) ve standart hata kullanilarak ¢izdirilmistir.

4.3. Esik Elektrotonus

Esik elektrotonus alt-protokoliinde hedef genlik olarak %20 ve %40 segilmistir. Ornek
olmasi i¢in kontrol grubundan bir denege ait esik elektrotonus egrisi Sekil 4.8’de verilmistir.
Bu alt-protokolle elde edilmis olan TEd40(uyum), TEh(overshoot) grup ortalamalari sirasiyla
Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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o
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Sekil 4.8. Kontrol grubuna ait bir denegin esik elektrotonus egrisi.
25
20

15

10 T

TEd40({uyum)

KON 3G 7G 110G 204G
Sekil 4.9. Gruplarin TEd40(uyum) ortalamalari (sirastyla gruplarin N=12, 10, 9, 11, 10) ve standart hatalar.
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Sekil 4.10. Gruplarin TEh (overshoot) ortalamalari (sirasiyla gruplarin N=12, 7, 11, 10, 6) ve standart hatalari. *
KON grubundan farkliligi géstermektedir (p<0,05).

Esik elektrotonusa ait diger parametrelerin her bir grup i¢in ortalama degerleri ve

standart hatalar1 Tablo 4.1’de verilmistir.

47



Tablo 4.1. Her bir grup i¢in esik elektrotonusa ait parametrelerin ortalama degerleri ve standart hatalari. * KON
grubundan farkliligi, # 7G grubundan farklilig1 géstermektedir (p<0,05).

KON

3G

7G

10G

20G

TEh (90-100ms)
N:12,7,12,11,8

-13,57+4,13

-10,49+3,39

-25,86+21,26

-31,33+18,92

-36,79+24,38

TEd (10-20ms)
N:12,10,10,11,11

114,12

21,91+8,55

35,69+13,29

31,27+11,54

55,85+13,83*

TEd (40-60ms)

N: 12, 10, 10, 11,
12

6,58+4,02

30,17+12,75

35,96+15,1

32,74+12,81

66,66+13,53*

TEd (90-100ms)
N: 12, 10, 10, 11,
12

5,79+3,99

33,45+13,79

35,73+15,68

30,5%12,82

66,04+13,73*

TEh (10-20ms)
N: 12, 7,12, 11,8

-18,8943,13

-16,38+2,79

-29,59+18,73

-39,03+£16,02

-43,21+23,89

TEd (undershoot)
N:12,7,6,9, 4

-15,33+£1,81

-14,08+1,03

-14,17+1,82

-15,49+1,14

-12,23£2,57

TEd (pik)
N: 12, 10, 11, 11, 9

13,943,81

40,11+12,37

34,47+11,34

38,14+11,82

62,76+14,43*

S2 uyum
N: 12, 10, 11, 11,
10

8,1+0,89

6,66+1,56

11,08+2,81

7,63%1,78

3,52+1,51

Uyum yar1 zamant
(ms)

N: 12, 10, 11, 11,
10

17,4+1,87

38,57+10,04

22,36%6,99

37,35%9,35

53,77+10,94*

TEh (20-40ms)
N: 12, 7,12, 11,8

-16,59+3,64

-14,64+2,67

-27,08+19,32

-33,05+17,56

-39,15+24,11

TEh (egim 101-
140ms)
N:12,7,12,11,8

-0,19+0,04

-0,36+0,08

-0,25+0,17

010,19

0,2310,21

TEd20 (pik)
N: 11, 10, 11, 11,
12

8,44+2,38

18,04+8,73

30,31+12,12

22,1449,56

51,22+413,02*

4.4. Akim-Esik Degisimi

Ornek olmasi igin kontrol grubundan bir denege ait I/V grafigi Sekil 4.11°de verilmistir.
I/V degisimindeki hiperpolarize bdlgeye ait egim degerinin ortalamalart ve standart hatalari

Sekil 4.12°da; I/V alt-protokolil ile elde edilen diger parametreler Tablo 4.2°de verilmistir.

48



50 4

Akim
(% esik)

-50 -

_100 T T T T 1
-500 -400 -300 -200 -100 0 100

Esik azalmasi (%)

Sekil 4.11. Kontrol grubundan bir denege ait I/V grafigi.

Hiperpol. I/V egimi
=
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Sekil 4.12. 1/V egrisinden hiperpolarizasyon bolgesinin gruplara ait ortalama (sirasiyla gruplarin N=8, 7, 8, 7, 8)
egim degerleri ve standart hatalari. * KON grubundan farklilig1 gdstermektedir (p<0,05).

Tablo 4.2. 1/V alt-protokolil ile elde edilen parametreler grup ortalamalaristandart hata seklinde verilmistir. *
KON grubundan farklili§i, # 7G grubundan farklilif1 gdstermektedir (p<0,05).

KON 3G 7G 10G 20G

Dinlenim I/'V egimi
(N=6, 3,4,4,9) 7,24+2,17 5,04+1,69 63,91+30,47 30,48+16,06 7,22+5,17

Minimum I/V egimi # * # #
(N=9, 8, 8,9, 9) 1,17+0,19 0,79+0,09 2,78+0,48 0,9810,25 0,5610,18
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4.5. Toparlanma Dongusu

Kontrol grubundan bir denege ait toparlanma dongiisii egrisi, drnek olarak Sekil 4.13’te
verilmistir. Her bir grup i¢in elde edilen toparlanma dongiisii egrileri Sekil 4.14°da, 2 ms’deki
ortalama refrakterlik degerleri Sekil 4.15’de ve bu alt-protokole ait diger parametreler Tablo

4.3’te verilmistir.

Esik degisimi (%)

-50 — —
1 10 100
Pulslar arasi siire (ms)

Sekil 4.13. Kontrol grubundan bir denege ait toparlanma dongiisii egrisi.
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Sekil 4.14. Her bir grup icin elde edilen ortalama (sirasiyla gruplarin N=11, 6, 8, 10, 11) % esik degisimi satandart
hatalar ile ¢izdirilmis toparlanma dongiisii egrileri.
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Sekil 4.15. Gruplara ait 2 ms’de refrakterlik degerleri ortalamalari (sirastyla gruplarin N=10, 5, 3, 8, 5) ve standart

hatalari.

Tablo 4.3. Toparlanma dongiisiine ait diger parametrelerin grup ortalamalari+standart hata seklinde verilmistir. #:
7G grubundan anlaml farkliligi ifade eder. #, 7G grubundan farkliligi gostermektedir (p<0,05).

KON

3G

7G

10G

20G

Siiperuyarilabilirlik
(%)(N=9,7,5,6,9) -1,81+0,64

-3,19+0,93"

-0,51+0,23

-1,14+0,5

-3,16+1,01

Subuyarilabilirlik (%)
(N=10, 8, 8, 10, 10)  3,68+0,93

2,59+0,99

3,01+0,64

3,95+0,81

3,19+0,94

2.5ms'de Refrakterlik
(%) (N=10, 5,5, 8,6) 29,1448,62

19,3745,32

41,1+7,11

35,8349,04

54,78+19,95

7 ms'de
Siiperuyarilabilirlik

(%) (N=11, 7, 7, 10,

9) 8,04+1,62

5,93+1,69

7,91+0,65

4,84+1,24

6,49+2,39

5 ms'de
Siiperuyarilabilirlik

(%) (N=11, 7, 6, 10,

7) 8,9%2,79

7,4413,1

8,3611,12

8,5+1,96

6,28+3,3

51






5. TARTISMA

Dinya nufusunun artmasiyla birlikte daha ¢ok bireyde goriilen bir ¢ok kalitsal
demiyelinizan hastalik (multiple skleroz, amiyotrofik lateral skleroz, Guillain-Barre sendromu,
Charcot-Marie-Tooth Hastaligi) oldugu gibi, baska kronik hastaliklarin (nefropatiler, diyabet
vb.) sekonderi olarak da ortaya g¢ikabilen periferik demiyelinizasyon, stres, kotu igerikli
beslenme, meslek sebebiyle maruz kalinan gesitli kimyasallar sebebiyle de tersinir sekilde
olusabilmektedir. Akson zarinda bulunan iyon kanallarim1  etkiledigi  bilinen
demiyelinizasyonun olusma siirecini arastirmak i¢in hayvanlar iizerinde g¢esitli modeller
kullanilmaktadir. LPC’nin epinéryum icerisine mikroenjeksiyonunun lokal (enjeksiyon bolgesi
civarinda 3-8 mm) demiyelinizasyona yol agtig1 literatiirde yer etmistir (Blakemore ve Franklin,
2008). Bu model ile olusturulan demiyelinizasyonun tersinir oldugu ve 2-3 hafta icerisinde
remiyeliniasyonun basladig1 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (Kiziltan, 1995). Iyon kanal
dagiliminin yeniden ve yeniden diizenlendigi bu siirecleri takip edebilmek i¢in, ¢aligmamizda
LPC demiyelinizasyon modelini uyguladigimiz hayvanlarin siyatik sinirlerinden uyarilabilirlik

parametrelerini inceledik.

Aksonun uyarilabilirligi zarda dagilmis olan iyon kanal kinetikleri ile belirlenir. Son
yillarda kullanim kolayligindan dolayr non-invazif insan g¢alismalarinda tercih edilen esik
izleme yontemi, kanallar hakkinda detayl bilgi vermesiyle dikkat ¢ekmektedir. Caligmamizda
hayvan modeli kullandigimiz i¢in hem uyarinin uyarim boélgesinden yayilmasi engellemek hem
de tam olarak enjeksiyon boélgesini uyarabilmek i¢in non-invazif uyarim yerine, izole sinirlerde
caligmayi tercih ettik. Bu amaclar dogrultusunda, yapilan tez ¢alismasinda suction elektrotlu
organ banyosu, esik izleme sistemine entegre edilerek, anabilim dalimizdaki gelecek

caligmalara da hazirlik yapilmis oldu.

5.1. Uyaran-Yamt Iliskisi

Maksimum BAP genligi bize siniri olusturan liflerin islevselligi hakkinda bilgi verir.
Siniri olusturan tiim liflerin AP’lerinin bir araya gelerek olusturdugu yanit maksimum BAP
genligi olarak elde edilir. Maksimum BAP genliginin azalmasi, BAP’a katk1 saglayan liflerin
bir kisminin hasar gérmiis oldugunu gosterebilir. BAP’1 olusturan tiim liflerde AP yanit1 ortaya
ciksa da, demiyelinizasyon veya benzeri bir etkiyle, liflerin iletim hizlar1 azaldiginda, BAP
altindaki alan ayn1 kalsa bile, BAP egrisinde yayvanlagsma olabilir. Bu da maksimum BAP
genliginin azalmasina neden olabilir. Sekil 4.1’de 3G ve 7G gruplarinda azalma, 10G ve 20G

gruplarinda ise kontrol degerine yaklasma goriilmektedir. Maksimum BAP genliginde, 3G ve
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7G gruplarinda azalma gorilmesi, istatistiksel olarak fark olmasa da, demiyelinizasyonun
olustugu seklinde yorumlanabilir. Ayrica, 10G ve 20G gruplarinda bu degerin artarak kontrol
grubu degerine yaklasmis olmasi, remiyelinizasyonun en azindan 10. giinde basladigini

diistindiirmektedir.

Bu calismadaki uyarilabilirlik kayitlar i¢in se¢ilmis olan TRONDNF protokolii, hedef
yaniti, maksimum yanitin %40°’1 olarak tanimlar (Tuncer ve ark., 2017). Bir sinir demeti
uyarildiginda ilk 6nce en hizli olan lifler AP olusturacagi i¢in, BAP egrisinin kabaca, pikten
hemen 6nceki bolgesinde bu liflerin katkilar1 yer alir. Bu nedenle maksimum BAP’in bu
%4011k diliminde goérece hizli ileten, biiyiik miyelinli liflerin katkist daha ¢oktur (Kiernan ve
ark., 2020). Bu hedef yanit1 olusturmak i¢in gereken uyaran siddetinin artmasi, en hizli ileten
lif gruplarinin daha zor uyarildigi, diger bir deyisle bu gruplart olusturan liflerin
uyarilabilirliklerinin azaldig1 anlamina gelir (Tuncer ve ark., 2017). Sekil 4.2’de 3G ve 7G igin
bu degerin anlamli olarak artmis olmasi demiyelinizasyonun 3. giinde basladigina ve 7. giinde
devam etmekte olduguna yorulabilir. Aynmi1 grafikte 10G ve 20G gruplarinin 7G grubundan
anlamli olarak azaldig1 goriilmektedir. Demiyelinizasyonun gergeklestigi diisiiniilen 7G
grubundan anlamli  farkliik, LPC mikroenjeksiyonu yapilan sinirde 10. glnde
remiyelinizasyonun basladigini1 diisiindiiren bir bulgudur. 20G grubunun da 7G’den farkli
olmasi bu bulguyu desteklemektedir. Ek olarak 10G ve 20G gruplari ile KON grubu arasinda
bu parametrede fark olmamasi1 remiyelinizasyonun en hizli lif gruplarinda neredeyse kontrol
diizeyinde AP olusturdugunu diisiindiirmektedir. Maksimum BAP genliginde anlamli fark
bulunmasa da, maksimum yanitin %50’si i¢in gereken uyaran siddeti ile birlikte ele alindiginda
demiyelinizasyonun ve remiyelinizasyonun ger¢eklestigi ve LPC mikroenjeksiyonu modelinin

basariyla uygulandigi kabaca goriilmektedir.

5.2. Siddet-Siire iliskisi

Uyarilabilirligin dogrudan gostergesi olan Reobaz ve SDTC o6zellikle nodal zar
uyarilabilirliginden etkilenir. Demiyelinizasyon, zar biinyesindeki iyon kanallarinin dagiliminm
degistirdigi i¢in (Kiziltan, 1995), bu calismanin bulgularinda, bu iki parametrede Gzellikle
farklilik goriilmesi beklenmistir. Sekil 4.4°te goriildiigii tizere 3G ve 7G gruplart KON grubuna
gore anlamli diizeyde artmustir. Nodal Na* kanallarinin islevinin azalmasi reobazin artmasina
yani uyarilabilirligin azalmasia yol acar (Moldovan ve ark., 2009; Tuncer ve ark., 2017).
Miyelin kilifin yikilmasiyla daha 6nceden nod olan bolgelerdeki Na* kanallarinin zar boyunca

yayilimi varsayilirsa, birim alan basina Na® kanal sayisi azalmis olabileceginden, AP
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olusturmak i¢in yeterli esik degerini gegecek kadar akim olusturmak daha zor olacaktir. Yani
uyarilabilirlik demiyelinizasyonla azalmig olacaktir. Ayni grafikte reobaz degerinin 10G
grubunda 7G’ye gore anlamli azaldigr goriilmektedir. Bu bulgu, yukaridaki yorumlarin
devaminda, remiyelinizasyonun baslayarak, Na® kanallarmin yeni olusan nodlarda
yogunlagmaya bagladig1 anlamina gelebilir. 20G grubunda 7G grubuna gore reobazda diisme

olsa da anlamli fark bulunmamustir.

Sekil 4.5 incelendiginde gruplar arasinda anlamli fark bulunmamakla beraber 3G ve 7G
gruplarinda goriilen nispeten SDTC azalmasi1 da uyarilabilirligin azaldigin1 gostermektedir.
Sekil 4.6’da her bir grubun SDTC ortalamasia bakildiginda, 3G grup ortalamasinin diger
gruplarin  olusturdugu buluttan net bir sekilde aynistigt  goriilmektedir.  Akut
demiyelinizasyonun SDTC’yi artirdigi literatiirde gortilmustir (Kaji, 2003). Daha onceki
calismalarda SDTC’de azalmanin, nodal Na* kanal konsantrasyonundaki azalmadan kaynakli
oldugu belirtilmistir (Krishnan ve Kiernan, 2005; Misawa ve ark., 2005). Ozellikle Sekil
4.6’daki ayrisma demiyelinizasyonun 3 giinde maksimum seviyeye ulagmis olabilecegi
anlamina gelir. Literatiire gore de LPC mikroenjeksiyonu ile 3 glinde demiyelinizasyon
tamamlanir (Kiziltan, 1995). Zar direnci ve zar s1gasi1 gibi pasif zar 6zelliklerindeki degisimler,
SDTC’yi dogrudan etkiler (Tuncer ve ark., 2017). Miyelin kilifin yikimi, lifin zar sigasini
yiikselttigi i¢in, SDTC’de azalmaya yol agmasi beklenen bir sonugtur. SDTC’nin 7G ve 10G
gruplarinda adim adim artarak KON grubuna yaklagmasi, remiyelinizasyonun bu giinlerde bir
dalga seklinde olustugunu disiindiirmektedir. Bu yorumlar bizim beklentimizi

desteklemektedir.

Uyaran yukui-suresi (Sekil 4.7) degerleri {izerine oturtulan dogrunun egimi ile bu
dogrunun zaman eksenini kestigi nokta sirasiyla reobazi ve SDTC’yi verir. Grafikteki egilim
cizgilerine bakildiginda yine 3G ve 7G gruplarinin, diger gruplardan ayristigi goriiliir. Bu

durum 6nceki yorumlarla ortiismektedir.

5.3. Esik Elektrotonus

Esik elektrotonus verileri incelendiginde, gruplarin birbirinden agik¢a ayristigi
gorilmemektedir. Depolarize edici kosullama uyaraninin yanitinda, hizli, neredeyse ani esikte
azalma, takiben internod depolarize oldugu i¢in 10-20 ms'yi askin daha da diisiis olur. Esik
azalmasi bir pik yapar ve daha sonra uyum olarak bilinen siiregte kontrol degerine donmeye
baglar. Uyuma neden olan nodal ve internodal yavas K* kanallaridir (Baker ve ark., 1987;
Trevillion ve ark., 2007). Sekil 4.9’a bakildiginda, Ted40(uyum) parametresinde, 3G grubunun
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ayrigmasi, demiyelinizasyon sonucu bozulan K% kanal dagilmindaki degisimle
iligkilendirilebilir. Ancak esik elektrotonusun diger parametreleriyle birlikte yorumlayarak bir

sonug ¢cikarmak, standart hatalarin igige gegcmesi nedeniyle miimkiin olmamustir.

Segmenteal demiyelinizasyonun kronik inflamatuar demiyelinizan polinéropatili ve
Kennedy hastaligina sahip bireylerde (Cappelen-Smith ve ark., 2002; Sung ve ark., 2004; Vucic
ve Kiernan, 2007) esik elektrotonus egrisinde fanning-out olarak da isimlendirilen bir
sa¢ilmaya neden oldugu literatiirde mevcuttur (Kiernan ve ark., 2020). Bu sag¢ilmanin sayisal
olarak gozlenebilecegi parametreler (hedef %40 igin) grafikteki sirayla TEd(10-20 ms),
TEd(40-60 ms), TEd(pik), TEd(90-100 ms), TEd(undershoot), TEh(10-20 ms), TEh(20-40 ms),
TEh(90-100 ms), TEh(overshoot)’tur. Tablo 4.1’e bakildiginda, bu parametrelerin grup
ortalamalarinin hemen hemen hepsinde KON grubundan 20G grubuna gidildikce fanning-out
benzeri degisim gozlenmektedir. TEA(10-20 ms), TEd(40-60 ms), TEd(pik), TEd(90-100 ms)
degerlerinde 20G grubunun KON grubundan anlaml fark ile agildig1 gézlenmektedir. Ayni
degisim ve fark TEd20(pik) parametresinde de bulunmaktadir. Ancak; TEd(undershoot)’ta
grup ortalamalar1 yakin seyretmektedir. S2(uyum) parametresinde goéze carpan bir degisim
goriilmezken, uyum yar1 zamani’nda benzer egilim olup, 20G grubu KON grubundan anlamli
diizeyde artis gostermistir. Esik elektrotonus egrisinin depolarizasyon kismindaki Sl
bolgesinde (TEd(10-20 ms)) artis olmast hizli K' kanal aktivitesinin azalmasiyla
iliskilendirilmistir (Kaji, 2003). TEd(undershoot) disindaki depolarize edici EE bolgesindeki
bu degisim, hizli ve yavas K kanal akimlarinin azalmasi nedeniyle zar uyarilabilirliginin
azaldigin1 ifade edebilir (Krishnan ve Kiernan, 2005; Misawa ve ark., 2005). TEd(undershoot)
sirasinda yavas K* kanallar1 kapanir. Bu bolgede degisim olmamasi 6nceki yorumlarimizla

uyumlu degildir.

Tablo 4.1’ten esik elektrotonus egrisinin hiperpolarizasyon bolgesine baktigimizda,
TEh(10-20 ms), TEh(20-40 ms), TEh(90-100 ms) parametrelerinin de KON grubundan 20G
grubuna dogru fanning-out davranis1i sergiledigi, ancak anlamli fark olusturmadigi
gorulmektedir. Istatistiksel olarak farkli olmasa da burada da goriillen fanning-out degisimi
literatlirdeki demiyelinizasyon-esik izleme ¢alismalarinin sonuglari ile uyumludur (Kaji, 2003).
Sekil 4.10°daki TEh(overshoot) parametresinde bu agilma hafif seyretmekle beraber, 10G
grubunun KON grubundan anlamli artig gosterdigi goriilmektedir. Bu kismi olusturan etki
yavag K* kanallarinin aktive olmasidir. 10G grubundaki anlamli artis bu aktivasyonun

gecikmesine baglanabilir. 20G grubunda TEh(overshoot) degerinin KON grubuna yaklasmis
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olamsi, yavas K* kanallarindaki bu davranigin degismesinden kaynakli olabilir. Literatiirde
TEh(overshoot) parametresi TEh(egim 101-140 ms) ile birlikte yorumlanmaktadir (Lai ve ark.,
2015). Bizim bulgularimiza goére, TEh(egim 101-140 ms) parametresinde gruplar arasinda bir

degisim trendi goriilmemesi, onceki yorumlarimizi desteklememektedir.

5.4. Akim-Esik Degisimi

Akim-esik iligkisi alt-protokolii ile elde ettigimiz parametreler hiperpolarize I/V egimi
(Sekil 4.12), dinlenim I/V egimi ve minimum I/V egimidir (Tablo 4.2). Hiperpolarize I/V egimi
parametresinde KON, 3G, 10G ve 20G gruplarinin ortalamalari ¢ok yakin iken, 7G grubunun
ortalamas1 KON grubundan anlamli diizeyde artmistir. Hiperpolarize I/V egiminin artmasi,
egrinin diklestigi anlamina gelir. I/V egrisindeki hiperpolarize bdlgenin diklesmesi, yani saga
kaymasi zarin, hiperpolarize edici akima uyum sagladigini gosterir. Literatlrde bu durum iceri
dogrultma akimimin (In) artmasiyla iliskilendirilmistir (Krishnan ve ark., 2009; Tuncer ve ark.,
2017; Farra ve ark., 2011; Kiernan ve ark., 2020). TEh(90-100)’{in 7. glinden itibaren azalmasi
ve hiperpolarize edici I/V egiminin 7. glinden itibaren artmasi iceri dogrultucu kanallarin
islevinde artma oldugunu gostermektedir (Bostock ve ark., 1998; Kiernan ve ark., 2000; Nodera
ve Kaji, 2006; Pape, 1996).

Tablo 4.2°deki minimum I/V egimi parametresinde 7G grubu KON ve 3G gruplarindan
anlamli diizeyde artis gostermistir. Daha 6nceki ¢alismalara gore bu artis, zarin igeri dogrultucu
iletkenligindeki artigla (Kiernan ve ark., 2000) ve internodal aksolemmadaki yapisal
degisikliklerle (Makker ve ark., 2021) iliskilendirilmistir. 10G ve 20G gruplarinin 7G
grubundan anlamli sekilde azalmig olmasi, onceki yorumla tutarl olarak, yapisal degisikligin
yenilenmesini yani remiyelinizasyonu ¢agristirmaktadir. Dinlenim I/V egiminde gruplarin
ortalamalari, minimum I/V egimi ve hiperpolarize I/V egimi parametrelerindeki degisime
benzer degisim gostermistir; ancak istatistiksel olarak anlamli fark olusturmamistir. SDTC’nin
3G grubunda azalmasi ve dinlenim I/V egiminin 7G grubunda anlamli olmasa da artmasi
birlikte degerlendirildiginde, hem voltaj bagimli Na* kanllarinin hem de voltaj bagimli K*
kanallarinin iletkenliklerinin arttig1 anlamina gelmektedir(Moldovan ve ark., 2009).

5.5. Toparlanma Déngusu

Gruplara ait toparlanma dongiisii egrilerine (Sekil 4.14) bakildiginda mutlak refrakter
doneme yaklasildik¢a gruplar arasinda ayrigsma oldugu goriilmektedir. Sekil 4.15°teki 2 ms’de
refrakterlik parametresinde 3G grubunun KON grubuna gore azaldigi, 7G’den itibaren KON
grubu ortalamasma yaklastigi goriilmektedir. Tablo 4.3’teki 2,5 ms’deki refrakterlik
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parametresinde ise 3G grubu KON grubuna yakin iken, 7G, 10G ve 20G gruplar ilk iki gruptan
daha yiiksek degerlerde seyretmektedir. Bu iki parametre, gegici Na* kanallarinin kademeli
olarak inaktivasyondan ¢iktig1 bagil refrakter donemi yansitmaktadir. 2,5 ms’deki refrakterlik
degerlerinin LPC uygulamasi ardindan uzamasi, LPC maruziyetinin uyarilabilirligi azalttigini
gOstermektedir (Tuncer ve ark., 2017). Maurer ve arkadaslarinin ¢alismasindan yola ¢ikarak,
7G, 10G ve 20G gruplarindaki hayvanlarda nodal Na* kanallarinin inaktivasyondan ¢ikmasi
daha uzun zaman alir; yani bu kanallarin inaktivasyon kinetikleri distiktiir(Maurer ve ark.,
2007). Ancak bu 3 giinde degil daha sonrasinda ger¢eklesen demiyelinizasyona yorulabilir.
Literattirde de akut demiyelinizasyonun bagil refrakter donemi uzattig1 kaydedilmistir (Kaji,
2003). 2 ms’deki refrakterlik ve subuyarilabilirlik (Tablo 4.3) parametrelerinin 2,5 ms’deki

refrakterlik parametresindeki degisimi desteklememektedir.

Miyelinli liflerde hizli K* kanallar1 juxta-paranodal bolgede bulundugu igin, etkileri cok
gorillemez. Ancak miyelinizasyon bozuldugunda bu kanallardan gegen akim etkili olmaya
baglar. Zar uyarlabilirliginin diigmesi bu kanallarin kapanma olasiligin1 artirarak,
stiperuyarilabilirligi artirir (Kiernan ve ark., 2020). Bizim bulgularimizda siiperuyarilabilirlik
ile 5 ve 7 ms’deki siiperuyarilabilirlik degerlerinde gruplar arasinda istikrarli bir degisim
gbzlenmemistir. Siiperuyarilabilirlik’te 3G grubunun 7G’den istatistiksel olarak farklilik
gOstermesi , toparlanma dongusl alt-protokolii ile elde edilen diger verilerdeki durum

gbozoniinde bulunduruldugunda, bir anlam ifade etmemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma ile, LPC mikroenjeksiyonu yapilarak olusturulan model araciligiyla, sinir
liflerindeki  demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon siireclerine dair uyarilabilirlik
parametrelerindeki degisimler arastirilmistir. Bu bakis agisi ile kapsamli bir demiyelinizasyon

ve remiyelinizasyon haritasi ¢ikarmak hedeflenmistir.

Kosins ve arkadaslari sican siyatik epinéryumuna demiyelinizan bir ajan olan anti-
galaktosilseramid enjekte ederek yaptiklar1 caligmada, 3. glinde demiyelinizasyonun bariz
oldugunu, 7. giinde ise maksimum diizeyde gozlendigini; remiyelinizasyonun ise 14. giinde
maksimum oldugunu belirtmiglerdir. Mikroenjeksiyonun yapildig: siyatik sinirin uyardigi ayak
parmaklarinda, enjeksiyon ile ayn1 giin igerisinde giigsiizliik tespit etmislerdir. Bunun sebebi
siganlarin kalga bolgelerindeki kesiden kaynakli agr1 da olabilir. Ancak bu durumun 6. giinde
iyilestigini, 14. glinde ise tiim semptomlarin kayboldugunu belirtmislerdir. Farkli goriintiilleme
yontemleri ve histokimya analizleri ile 7. glinde ince miyelin kiliflar gozlemisler; 14. gunde ise
bir ¢ok sinir lifinde remiyelinizasyon olustugunu goérmiislerdir. Deneyler 14. ginde
tamamlanmistir. Yaptiklar1 analizler sonucunda remiyelinizasyon ile olusan miyelin kiliflarin,
demiyelinizasyon modelinin uygulanmadigi sinirlerdeki liflerin miyelin kalinligina
ulagsmadigin1  bulmuslardir (Kosins ve ark., 2009 ). LPC demiyelinizasyon modelinin
kullanildigr farkli ¢calismalarda da remiyelinizasyon ile baslangictaki miyelin kilif kalinligina
ulagilmadig1 (Blakemore ve Franklin, 2008; Zhou ve Notterpek, 2016; Powers ve ark., 2013|
Schroder, 1972), remiyelinli internodlarin daha diizensiz ve kisa oldugu bulunmustur
(Blakemore ve Franklin, 2008; Griffin ve Thompson, 2008). Demiyelinizasyonun ilk 6nce

paranodu etkiledigi, sonrasinda internodlara dogru gelistigi bilinir (Berger ve Gupta, 2006).

Siyatik sinir igerisinde hem motor hem de duyusal lifler bulunmaktadir. Baz1 ¢alismalar
motor ve duyusal lifler arasinda TE’deki S3 faz1 (Kaji, 2003), SDTC (Bostock ve Rothwell,
1997) gibi farkliliklar oldugunu ortaya g¢ikarmistir. Ancak literatiirde bu iki lif grubunu da
igeren sinirler iizerinde yapilmig elektrofizyolojik ¢alismalar da vardir (Tuncer ve ark., 2017).
Kiernan ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada farkli liflerde toparlanma dongiisiinde farklilik

gozlememislerdir (Kiernan ve ark., 1996).

Yaptigimiz ¢alismada hayvan sayisini artirmak bir ¢ok parametrede standart hatanin
azalmasini saglayabilirdi. Ancak teknik sikintilar nedeniyle hayvan sayisi artirilamamaigtir. Bu

calisma ile elde ettigimiz bir ¢ok uyarilabilirlik bulgusu 6ncelikle LPC modelinin basariyla
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uygulandigim goéstermektedir. Ozellikle uyaran-yamit iliskisi, siddet-siire iliskisi ve esik
elektrotonus alt-protokolleri ile elde ettigimiz bulgulardaki 3G ve 7G gruplarmin farkli
parametrelerde demiyelinizasyonu dogrular sonuglar vermesi literatiirdeki eslenikleriyle
uyumludur. Toparlanma dongiisii ve I/V degisimi alt-protokollerine ait bulgularin, digerleriyle
uyumlu sonuclar vermemesinin, hem demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon sureclerinin bir
dalga demeti benzeri gelisim gdstermesinden, hem de farkli lif tlirlerinin ayristiritlmamis
olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Ciinkii, farkli lif gruplarinin demiyelinizasyon ve
remiyelinizasyon baslangiclarinin farkli giinlerde oldugunu ve farkli siirelerde tamamlandigini
diistinmekteyiz. Yukaridaki yorumlara ek olarak, genel olarak bulgularimiz, demiyelinizasyon
streci ile iyon kanal konsantrasyonun degismesinin ve remiyelinizasyon ile iyon kanal
konsantrasyonunun yeniden toparlanmasinin farkli aksonal bolgelerde farkli zamanlarda

gergeklestigini diisiindiirmektedir.

Literatlrde esik izleme ve izole sinir yontemlerinin ayrt ayrt kullanildigy,
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyonu arastirmig olan calismalarda genellikle 3., 7. ve 14.
gunler incelenmistir. Esik izleme yontemi kullanilarak izole sinirden kayit alinan bu
calismamizin benzeri olmadigindan; 3., 7., 10. ve 20. giinlerden olusan planin uyarilabilirlik
parametreleri agisindan yeteri kadar hassas olmayacagi tahmin edilememistir. Hem bu nedenle
hem de izole sinirden kayit alinmasi bir denek icin bir kez miimkiin oldugundan ve deney
caligmalarinda yerel etik kurulu tarafindan hayvan sayisi kisitlamalar1 olmasi sebepleriyle,
calisma bu sekilde planlanmistir. lerleyen calismalarimizda 3., 7., 10. ve 20. giinler yerine
daha siki takip yapilabilecek bir plan olusturarak, gozlem ¢oziiniirligiinl artirmay1

diisiiniiyoruz.

Bu calisma ile anabilim dalimizda ilk defa mikroenjeksiyon yontemi kullanilarak
calisma grubumuza yeni bir yetenek kazandirilmis olup; demiyelinizasyon-remiyelinizasyon
siirecinin incelenmesi i¢in esik izleme yonteminden izole sinir kaydi alinmasi ile de yerel ve

uluslararast literatiire katki saglanmustir.
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