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Ventral ve Dorsal Kok Aksonlar1 Uzerine 4-Aminopiridinin Farkh Etkileri
The Different Effects of 4-Aminophyridine on Ventral and Dorsal Root Axons
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OZET

Amac: Motor ve Duysal sinir lifleri bir
potasyum kanal blokorii olan 4-Aminopiridine
karsi (4-AP) farkli yanit verebilirler. Bu
calismadaki amacimiz sigan ventral ve dorsal
arka  kok  aksonlarinin  elektrofizyolojik
ozelliklerini 4-AP ve Birlesik Sinir Aksiyon
Potansiyelleri (BSAP) araciligi ile arastirmaktir.
Materyal-Metod: Wistar tiirli erkek siganlar
ether anestezisi altinda karotoid arter kesisi ile
hizli bir sekilde sakrifiye edildi. Lumbar (L-4)
ventral ve dorsal kok aksonlari laminektomi
yontemi ile hizlica ¢ikarilip 95% 0,+5% CO, ile
gazlandirilan soguk Krebs icine alindi. 4-AP
etkisini degerlendirmek i¢cin BSAP kayitlart
modifiye sukroz-gap aparati ile in vitro olarak
olgiildii. Tiim deneyler 20-22 °C yiiriitiildii.
Bulgular: Ventral koklerden kayitlanan BSAP
toplam siiresi 4-AP uygulamasi ile uzadi ve
dinlenim degerine donmesi gecikti. Dorsal
koklerde ise toplam BSAP siiresi ventral koklere
gore en az iki kat daha fazla uzadi. Ayrica dorsal
koklerde 4-AP sonrast dinlenim degerine
donerken belirgin bir hump (horgii¢) gozlendi.
Bu fenomen ventral koklerde goriillmedi. Ventral
ve dorsal koklerden kayitlanan BSAP latanslart
sirastyla 256 & 24 ve 508 &+ 69 ps, iletim hizi ise
20,4 + 2,4 ve 10,8 £ 1,4 m/s olarak ol¢iildii.
Sonu¢: Bu calismada sican motor ve duysal
aksonlar1 iizerine 4-AP’nin ¢ok farkli etkilere
sahip oldugunu gosterdik. Motor ve duysal sinir
lifleri Uizerine 4-AP’nin farkli etkileri, bu
sinirlerde bulunan miyelinli-myelinsiz akson
oranlarinin  ve akson c¢aplarinin  farkhi
olmalarindan  kaynaklanabilir. 1lave olarak
ventral ve dorsal kok aksonlarinda nod veya
paranodda bulunan potasyum-sodyum kanal
farkliligindan kaynaklanabilir.

Anahtar kelimeler: Ventral-Dorsal Kok,
Aksiyon Potansiyeli, 4-Aminopiridin, Sukroz-
gap
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ABSTRACT

Aim: Rat motor and sensory nerve fibers may
responses differently to the potassium channel-
blocking agent, 4-aminopyridine (4-AP). In this
study we examined the -electrophysiological
properties of rat ventral and dorsal root axons
with 4-AP and compound action potentials
(CAP’s).

Materials-Methods: Male Wistar rats were
sacrificed by rapid carotid exsanguinations’
under ether anesthesia. Lumbar (L-4) ventral
and dorsal roots were excised with laminectomy
and immediately placed in a modified chilly
Krebs solution saturated with 95% 0,, and 5%
CO,. To evaluate effect of 4-AP on the roots,
CAP’s were recorded in a modified sucrose gap
chamber in vitro. All experiments were
performed at 20-22 °C.

Results: The total duration of CAP obtained
from the ventral root was prolonged by 4-AP
and the return to baseline was delayed. The
duration of CAP of the dorsal root more
broadened than ventral roots at least two fold.
The CAP of the dorsal roots developed a distinct
hump when return to baseline. This phenomenon
was not observed in ventral roots. The latency of
ventral and dorsal root were 256 + 24 and 508 +
69 us, conduction velocity 20.4 + 2.4 and 10.8 +
1.4 m/s, respectively.

Conclusion: In this study we showed that 4-AP
has entirely different effects on rat motor and
sensory axons. The differential effect of 4-AP
on motor and sensory fibers may be due to
differences in ratio of myelinated-unmyelinated
axons and its diameters. In addition there may
be differences node or paranode’s potassium-
sodium channels diversity in ventral and dorsal
roots.
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GIRIS

Periferik sinirler miyelinizasyon, lif ¢aplarina gore cesitlilik gostermekte, motor yada duyusal
islevleri olabilmekte ve islevleri geregi farkli elektrofizyolojik 6zellikler tagimaktadir.

Ayrica aksonlarda aksiyon potansiyeli olusumuna katilan voltaj kapili K™ ve Na" kanallarinin
yiizey dagilimlar1 ve kinetikleri farkli alt tipleri de aksonun elektrofizyolojik o6zelliklerini
belirlemektedir (1-5).

Bilindigi tizere si¢an siyatik siniri Lumbar 4-6 spinal segmentlerinden dal alip toplamda ~27
bin bireysel aksondan meydana gelmistir. Bu aksonlarin % 6's1 myelinli motor aksonlardan
(ventral kokten), sirasiyla % 23 ve % 48'i miyelinli-miyelinsiz duysal aksonlardan (dorsal
kokten) ve % 23'i de myelinsiz sempatik aksonlardan (sempatik ganlionlardan) olusmustur
(6).

Daha onceki ¢alismalarimizda 4-Aminopiridinin (4-AP) siyatik sinir ve siyatik sinirin distal
dallar1 olan tibial (% 49 motor) ve sural (% 97 duysal) sinirler tizerindeki etkileri aragtirilmis
fakat lumbar seviyede dal aldigi ventral (motor) ve dorsal (duysal) aksonlar agisindan
incelenmemisti (7,8).

Dorsal kok ve kutandz duyusal sinir liflerinde yapilan ¢alismalarda farmakolojik ve kinetik
olarak birbirinden farkli olan en az 3 tip Na* kanal akimlar1 (hizli ve yavas) gosterilmistir (9-
11). 4-AP hizli kinetikli voltaj-kapili K* kanallarin1 spesifik bloklamak igin kullanilmaktadir
ve 4-AP etkisinde birakilan bazi sinirlerde aksiyon potansiyelini takiben bazi
depolarizasyonlar ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 1B). Daha sonraki caligmalarda gecikmis
depolarizasyonlarn nedeninin yavas kinetikli Na* kanallarindan kaynaklandig1 anlasilmistir.
Buna gecikmis depolarizasyon (delayed depolarisation, del-dep) adi verilmistir (11-15). Bu
durum ilk defa sural sinirde miyelinli kutandz afferent noronlarin gévde ve aksonlarinda
belirlenmistir, ancak ventral koklerde, motor aksonlarda ve kas afferent liflerde gecikmis
depolarizasyonlar gériillmemektedir.

Literatiirde 4-AP’in periferik sinirlerdeki BSAP iizerine etkisi; sinir demetinin motor veya
duysal (sensor) akson icerigine gore cok farkli olabilmektedir (14-19). Onceki ¢alismalarimizi
tamamlayict nitelikteki bu deneysel arastirmada, 4-AP kullanarak ventral ve dorsal kok

aksonlarindaki BSAP 6zellikleri arastirildi

GEREC VE YONTEM

Deneylerimizde kullandigimiz hayvanlar i¢in Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurul
onay1 (2008-6 No:27) alind1 ve hayvanlarla ilgili tiim islemlerde "Guide for the Care and Use
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of Animals" kurallarina uyuldu. Sicanlar standart kafeslerde serbestce beslendi, gece-giindiiz
ritmi, ortam 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatilarak saglandi ve
ortam sicaklig1 20-22 °C, rolatif nemi % 40-60 olacak sekilde tutuldu.

Sinir Preparati
Calismalarimizda Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama

Merkezi tarafindan (TIBDAM) iiretilen ve agirliklar1 210-240 gram arasinda olan 15 adet
Wistar-Albino tiirii erkek siganlar iki gruba ayrilarak dorsal (Grup-I) ve ventral (Grup-II) kok
akson demetleri kullanild1 (n=15). Sicanlar eter anestezisi altinda karotoid arter kesisi ile hizl
bir sekilde sakrifiye edildi. Lumbar (L-4) ventral ve dorsal kok aksonlari lumbar laminektomi
yontemi ile hizlica ¢ikarilip 95% 0,45% CO, ile gazlandirilan soguk Krebs icinde dis kiliflar:
de-sheated (kilifsizlastirma) edildi. (Resim 1 A-D).

Ventral kok
Dorsal kik

Ventral Root Aksonlar Dorsal Root Aksonlar:

Siyatik sinir

Dorsal Root Ganglion|

Tibial " Peroneal Lumbar-4

Resim 1. Ventral ve Dorsal sinir preperatinin lumbar laminoktemi yontemi ile ¢ikarilmasi.
A) Siyatik sinirin proksimal ve distal dallar1. B) L-4’iin dorsal ve ventral kokleri. C) Lumbar
laminektomi ile kok ¢iftinin ¢ikarilmasi. D) Siyatik sinirin distal dallart.
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Ilaclar ve Cézeltiler

Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler (mM olarak): Krebs; 124,0 NaCl, 3,0 KCI, 1,3 NaH,POqy, 2,0
MgCl,, 2,0 CaCl,, 26,0 NaHCO3 ve 10,0 dekstroz. KCI ¢ozeltisi; 120,0 KCI, 7,0 NaCl, 1,3
NaH,POy4, 2,0 MgCl,, 26,0 NaHCO3 ve 10,0 dekstroz. Izotonik sukroz; 320 mM sukroz.
Cozeltilerin hazirlanmasinda deiyonize-bidistile su kullanildi ve gerektiginde ¢ozeltiler pH
7,4 olacak sekilde ayarlandi. 4-AP’in 2 mM’lik konsantrasyonu, modifiye krebs igerisinde

¢ozildi ve deneylerde sinire 30 dakikalik stirede uygulandi.

Elekrofizyolojik kayitlar ve deney protokolii

Sukroz-gap tekniginin kullanildigi deneylerde, BSAP 6l¢iildii. Sinir lifleri, 0.05 ms siireli
supramaksimal elektriksel pulslar ile uyarildi. Tonik uyarilar dakikada 1 uyari (1 uyari/dak.)
olacak sekilde ayarlandi. 30 dakikalik ilag uygulamasi 6ncesinde kontrol kayitlari sonrasinda
ise 4-AP yanitlar1 tonik olarak kayitlandi. BSAP’ lerinin bilgisayara aktarilmasinda MP150

data acqusition sistemi, kayitlarin 6l¢iilmesinde ise Acqnowledge 3.8.1 yazilimi kullanilda.

Sukroz-Gap Sistemi

Deneylerde, BSAP dl¢iimiinde bir in-vitro elektrofizyolojik teknik olan sukroz-gap teknigi ve
sistemi kullanildi (20). Bu sistem preperatin konuldugu sukroz-gap kutusu, perfiizyon sistemi,
agar kopriilii Ag/AgCl elektrotlar, yliksek giris empedansli amplifikator (DAM 80 WPI),
stimiilator (Grass S-48), stimulus izolasyon {initesi (SIUS), stimiilatdr programlayicisi,
osiloskop (Kikusui 5529U) ve analog-dijital doniistiiriicti kart takili bilgisayardan olusturuldu
(Sekil 1 A). Sukroz-gap kutusunda, perflizyon yapilabilen dort havuzcuk bulunmaktadir.
Uyar1 havuzcugunda normal Krebs i¢inde bir ¢ift platin uyar elektrodu, test havuzcugunda krebs
veya test ¢ozeltisi, sukroz havuzcugunda izotonik sukroz ve KCI havuzcugunda ise izotonik KCI
bulunmaktadir. Cozeltiler dakikada 1-2 ml hizla perfiize edildiler. Sinir demeti, sukroz-gap
aparatinin tlim havuzcuklarindan gegecek sekilde yerlestirildikten sonra havuzcuklar vazelin-
silikon karisimi ile birbirinden izole edilmektedir. Test ve KCl havuzcuklar1 arasindaki
potansiyel farki bu havuzcuklara daldirilmis agar-jel koprili  Ag/AgCl elektrotlarla

Olctilmektedir.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel hesaplamalar SPSS (vers.10) paket programi kullanilarak yapildi. Biitiin veriler
ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Istatistiksel anlamliliklar, One-way Anova
testi ile belirlendi. Onemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi (21).
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Sekil 1. A) Sukroz-gap sisteminin sematik goriinimii. B) 4-Aminopiridin etkisinde kalan
sinirinde olugan gecikmis depolarizasyonun (Del-dep, Hump, Horgii¢) C) Tipik bir sukroz-
gap sistemi ile dl¢iilen Aksiyon Potansiyeli ve Olciilen parametreleri.

BULGULAR

Ventral koklerden kayitlanan BSAP toplam siiresi 4-AP uygulamasi ile uzad: ve dinlenim
degerine donmesi gecikti. Dorsal koklerde ise toplam BSAP siiresi ventral koklere gore en az
iki kat daha fazla uzadi. Ayrica dorsal koklerde 4-AP sonrasi dinlenim degerine donerken
belirgin bir gecikmis depolarizasyon gozlendi (Sekil 2). Gecikmis depolarizasyonun genligi
(6.0 £ 0.7 mV) BSAP genlik ortalamasmin (12,3 + 2,4) yaklasik %50 sine kadar olustugu
gortildii. Bu fenomen ventral koklerde goriilmedi. Ventral ve dorsal koklerden kayitlanan
BSAP latanslar sirasiyla 256 + 24 ve 508 + 69 us (Sekil 3, 4) olarak 6l¢iildii. Tablo 1'den de

anlasilacagi lizere diger BSAP parametreleri arasindaki farklar oldukga aciktir.

Dorsal root Ventral root

20 my

4-AF

/v Kontral

Del.dep ¥OK

Sekil 2. 2 mM'lik 4-AP’in Dorsal ve Ventral kok aksonlari iizerine farkli etkileri. (4-AP: 4-
Aminopiridin). Dorsal koklerde 4-AP sonrasi dinlenim degerine donerken belirgin bir
gecikmis depolarizasyon gozlendi. Bu fenomen ventral koklerde goriilmedi.
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Tablo 1. Ventral ve Dorsal akson demetlerine ait BSAP parametreleri verilmektedir. Degerler
ortalama = SEM olarak verildi. Akson demetlerine ait tiim BSAP parametrelerindeki degisimler

p<0,05 diizeyinde anlamlidir.*
BSAP
Gruplar n=15 mv) YS (ms) %FT (ms) | Latans (ms) Del-dep (mV)
m
G-Il (ventral) | 26,2+3,1* | 680+ 65 582 + 46 256 + 24 Yok
G-l (dorsal) | 12,3+24* | 1144+64 | 901 +71 508 + 69 6,0+ 0,7

%FT; Yar Diisme siiresi (2Falling Time), YS; Yiikselme siiresi

4P ncesi / 48P sonras|
20my f 20 my
— = Ventral root f \v. Ventral root
|

borsal raot

borsal raot

Sekil 3. 2 mM'lik 4-AP oncesi ve sonrasinda BSAP’larin siire ve latanslarinda meydana gelen
degisimler. 4-AP: 4-Aminopiridin, BSAP: Birlesik Sinir Aksiyon Potansiyelleri.

Ventral root

20 my

borsal root

0.5 ms

Ly
L: Latans

Sekil 4. Dorsal ve ventral koklere ait BSAP’larin latanslarindaki belirgin farklilik. Dorsal kokiin
ventrale gore en az %50 daha yavas iletim hizina sahip oldugu latanslarindan anlagilmaktadir. BSAP:

Birlesik Sinir Aksiyon Potansiyelleri.
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TARTISMA

Bu calismada, sukroz gap ydntemi ve K* kanal blokerleri kullanilarak motor ve duysal akson
demetlerinin K* kanal blokerleri ile ortaya ¢ikarilabilen farkliliklar1 gosterilmeye calisiimustir.
4-AP toksik bir ajan olup myelinli aksonlarda hizli kinetik gosteren K" kanallarmi spesifik
olarak bloklamaktadir (7-10). Yapmis oldugumuz deneylerde ve literatiirde in vitro yapilan
caligmalarda 4-AP’in kutandz ve dorsal kok aksonlarinda aksiyon potansiyeli sonrast hump
denen bir gecikmis depolarizasyona neden olmaktadir (11-13). Gecikmis depolarizasyon,
depolarizasyon sonrasi potansiyellerden farkli olup hizli K* kanallarmm 4-AP ile bloklanmasi
ile yavas kinetik gosteren Na' kanallarmin iizerindeki maskenin kalkmasi ile ortaya
cikmaktadir (14,15).

Her iki gruba da 4-AP uygulanmis olup dorsal kok aksonlarinda yukarida bahsedilen bir
gecikmis depolarizasyon genligi goriilmiistiir fakat bu fenomen ventral koklerde
goriilmemistir (Tablo 1). Baska bir deyisle dorsal kok akson zarlarinda yavas kinetik gosteren
Na’ kanal yogunlugunun basat olmasidir. Ventral kok akson zarlarinda ise aksine hizli kinetik
gosteren Na® kanal yogunlu basattir. Elde ettigimiz bu veriler literatiir ve daha onceki
calismalarimizla uyumludur (7,8,9,14-19).

Bu calismada sican motor ve duysal aksonlar1 iizerine 4-AP’nin ¢ok farkli etkilere sahip
oldugunu gosterdik. Motor (ventral) ve duysal (dorsal) sinir lifleri iizerine 4-AP’nin farkl
etkileri, bu sinirlerde bulunan miyelinli-myelinsiz akson oranlarinin ve akson c¢aplarimin farkli
olmalarindan kaynaklanabilir.

Elde ettigimiz bulgulardan da goriildiigii gibi (Tablo 1) BSAP parametreleri olan genlik,
yilikselme siiresi (YS), Yar1 Diisme siiresi (2FT) ve latansin ventral aksonlarda dorsal
aksonlara gore yaklasik iki kat daha hizli oldugu goriilmektedir. Bu durum dorsal kok
aksonlarinin ventrale goére daha yavas iletim hizina sahip oldugunu gostermektedir. Bilindigi
iizere sinirlerdeki iletim hizi aksonun myelizasyonuna, aksonun capina ve akson zarindaki
Na* kanal yogunlugu ile yakindan iliskilidir. Ek olarak ventral ve dorsal kok aksonlarinda
nodal veya paranodal bolgelerde bulunan potasyum-sodyum kanal farkliligindan
kaynaklanabilir (16-19). Her iki sinir demetinin icerdigi toplam lif sayis1 g6z Oniine
alindiginda ventral kok aksonlarmin kalin-myelinli-motor, dorsal kok aksonlarmin ise ince-
myelinli/siz-duysal oldugunu séylemek miimkiindiir.

Bu ¢alisma siyatik sinir demetleri tizerindeki daha dnceki ¢alismalarimizin devami niteliginde
olup aym1 zamanda da gelecekte yapilmasi planlanan c¢alismalara bilgi birikimi saglama
amacini tagimaktadir. Ayrica motor ve duysal aksonlarin elektrofizyolojik 6zelliklerini daha

iyi anlamak ag¢isindan yararli bir ¢aligma olarak degerlendirilebilinir.
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