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Bu calismamn amaa sican dorsal kok gangliyvon (DKG) sinir hiicre ktlttrlerinde kafeinin
htiicre i¢i kalsiyum depolarma etkisini tim hticre diyaliz patch kenetleme ve kalsiyum
goruntileme teknikleri kullamlarak arastirmaktir. Kafein (1mM) uygulamas: hem eks-
traselliiler kalsiyum varhiinda hem de kalsiyumsuz ekstraselliiler kayit solitsyonu kul-
lamldiginda ice ydnelik membran akimlanm aktive etti. Hiacre ici kalsiyum baglama ka-
pasitesinin 20 mM EGTA kullamilarak artinlmasi, dantrolen veya ryanodinin hiicre icine
uygulanmas: ile kafeinin etkisi ¢nlendi. Fura-2 kullamlarak gerceklestirilen kalsiyum
gérmintilleme deneyleri elektrofizyolojik bulgularla uyumlu olarak kafeinin bu hiicrelerde
hiicre ici ryanodin/dantrolene duyarh Ca?* depolarndan kalsiyum salverilmesine yol
actigim gosterdi. Sonug olarak kafein sican DKG sinir hiicrelerinde hticre ici depolardan
kalsiyum salivermektedir ve kafeinin bu etkisi dantrolene duyarhdir.

Anahtar kelimeler: Kafein, kalsiyum, patch kenetleme, duyusal néron, hiicre Ietilttirit

Electrophysiological and Pharmacological Investigation of Caffeine-Sensitive
Calcium Release From Intracellular Calcium Stores in Cultured Rat Dorsal Root
Ganglion Neurones

The aim of this study was to investigate the actions of caffeine on intracellular calcium
stores in cultured rat dorsal root ganglion (DRG) neurcones using whole cell variant of the
patch clamp and calcium imaging techniques. Extracellular caffeine (1mM) application
activated inward currents in the presence and absence of extracellular Ca?* but fail to
activate any current when intraceliular Ca?* buffering capacity increased {using 20 mM
EGTA), dantrolen or ryanodine was applied to the cells by the patch pipette solution.
Calcium imaging studies using fura-2 confirmed the electrophysiological findings and
provided further piece of evidence for’ caffeine-induced Ca2* calcium release from
ryanodine/dantrolene-sensitive intracellular Ca?t stores. In conclusion calfeine releases
Ca?* from intracellular stores in DRG neurones and this effect of calfeine is sensitive to
dantrolene.

Key words: Caffeine, calcium, patch-clamp, sensory neurone, cell culture

GIRIS transmitter saliverilmesi, sinaptik plastisite,
Noronal hiicrelerde hiicre ici serbest Ca?* enzim aklivasyonu, uyarilabilmenin kontrolti,
[Ca?*], miktarindaki artis, vezikiler noéro- gen ekspresyonu, programlanmis hiicre 6lu-

* Bu caligsmanmn bir kisim verileri Tiirk Farmalkoloji Derneginin XV. Ulusal Farmakoloji Kongresinde (1-5 Kasim 1999,
Antalya)} bildiri olarak sunulmustur.
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mti ve belli iyon kanallarimin aktivasyonu gibi
bir ¢ok hticresel fizyolojik ve fizyopatolojik
olaylarmm kontroliinde énemli rol oynar{.

Ca?* [Ca?'];, artislann ya hiicre disimndan
voltaj ve/veya ligand kapih Ca?t kanallan
araciligi®? ile Ca?+ girisi ya da hticre ici Ca2*
depolarindan Ca?* saliverilmesi®¥ ile gercek-
lesir. Bashca iki tip hticre ici Ca?* deposu
mevcuttur, bunlar inozitol 1,4,5-trifosfat
(IP,)-'e duyarh® ve ryanodine® duyarli kal-
siyum depolandir. Bu depolar kalsiyumu
aktif olarak depolayabilir ve uygun uyaran
geldiginde IP3 veya ryanodin reseptérleri ile
iliskili olan Ca?* saliverilme kanallarinin acil-
masi ile bu kalsiyumu hiicre icine salivere-
bilirler™. [Ca?*], diizeyleri ATP'ye bagmh
pompalarla hticre ici Ca?* havuzlarnna geri
alinmasi1 ve/veya Na /Ca; degis-tokus ve
Ca?*/Mg2?+-ATPaz pompasi ile hiicre disina
atilmas1 gibi mekanizmalarla diizenlenmek-
tedir®. Sican dorsal kék gangliyon (DKG)
hiicrelerinde ryanodin duyarh depolarin aym
zamanda kalein, sifingolipidler ve siklikADP-
riboza da duyarli oldugu belirlenmistir®,

Kafeine duyarh kalsiyum saliverilmesi
sempatik ve duyusal néronlarda bildirilmis-
tir10.11 Kafein duyarh kalsiyum saliverilme-
sinin duyusal néronlarda kalsiyum bagimh
klor kanallarimi ve potasyum kanallarini ak-
tive ettigi daha onceki calismalarda géste-
rilmistir, fakat bu calismalarda kalsiyum
bagiml olarak aktive olan non-selektif katyon
kanallariyla iliskisi ortaya konmamistir(12.13),

Bu gah@manin amaci kafeinin sican DKG
hticresi hiicre i¢i Ca?* depolarindan kalsiyum
saliverilmesi tzerine etkilerini farmakolojik
ve elektrofizyolojik yaklasimlarla arastirmak-
tir.

Hiucre ici depolaxdan kafein etkisiyle Ca2+
saliverilmesine bagh olarak kalsiyum bagimh
klor kanallarinin yaninda kalsiyum bagimh
secici olmayan katyon kanallarimin da aktive
oldugu ilk defa bu calismayla belirlendi.
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GEREC VE YONTEM

Primer Hiicre Kulturt: Bu amacla, 1-2
gunliik Wistar siganlari Laminar Flow ice-
risinde steril bir ortamda dekapite edilerek
spinal kolon ayrildi ve dorsal kék gangliyon-
lar1 diseksiyon mikroskobu altinda ayrilarak
tamponlanmis fosfat soliisyonu {PBS) iceren
bir petri kutusunda toplandi. Gangliyonlar
enzimsel {(%0.125 kollagenaz (Sigma) 13 da-
kika stireyle, %0.25 tripsin (Sigma) 6 dakika
stire ile 37 °C'de inktibe edilerek( ve mekanik
(ucu daraltilmis bir pastér pipetine cekerek)
muamelelerle tek htcrelere aynstinildi. Bu
hiicre stispansiyonu Poly-L-ornitin (Sigma) ve
lamininle (Sigma) steril lameller tizerine ekil-
di. Bu sinir hticreleri 37 °C'de %5 CO, ve
nemli hava iceren inkiibatérde kiiltiir vasat:
[F 14 Ham's Nutrient {Gibco) + at serumu
(Gibco) + sinir baytitme faktérii (Sigma) + pe-
nisilin/streptomisin (ICN)] inkiibe edildi ve 7
giinde bir taze kiltiir vasati ile beslendi.

Elektrofizyolojik kayitlar 2-14
hiicre kulttrlerini kullanarak gerceklestirildi.

gunliik

Hucre ici kalsi.yurn konsantrasyonunun
dlctilmesi: DKG hiicreleri kuilttire edilmis bir
lamel 35 mm capindaki bir petri kutusu
tabamna sikica yerlestirildi. Hiicreler 1 mik-
romolar fura-2'nin asetoksimetil ester formu
(fura-2/AM; Molecular Probes) ile 1 saatl oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Daha sonra kal-
siyum goruntileme sistemi icerisinde [faz
kontrast optiklerle donatilmis ve bilgisayar
kontrolli kamera baglantili ters mikroskobun
(Olympus BX50WI mikroskop, KAI-1001 S/N
5B7890-4201 Olimpus kamera)
yerlestirildi. Hucre ic¢i kalsiyum diizeyleri
mikroskop aracilifi ile gonderilen 340-380
nm arasmda Xenon 1sik kaynagindan bil-
gisayar kontrolli 1sik génderilmesi ve
lérasan dtizeylerinin 6l¢tilmesi ile belirlendi.
Flérasan imajlann OraCal Pro (Life Sciences
Resources, v 1.20) yazihm programu ile analiz
edildi.

tablasima
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Kafeinin [Ca?*]; dlizeylerine etkisinin aras-
tirddigr kalsiyum goértnttleme calismalarmda
kafein uygulamasindan sonra depolarm
tiikeniminin 6nlenmesi ve yeniden dolmasi-
nin saglanmasi amaciyla hticreler her kafein
uygulamasindan 6nce 30 mM KCI soltisyonu
ile 6n depolarizasyona tabi tutularak hiticre
ici Ca?* depolarin yeniden dolmasi ve kafeine
yanitlarin senkronizasyonu saglandi. KCl uy-
gulamasimndan sonra [Ca?*], dlizeylerinin ta-
mamen istirahat dazeylerine dénmesine
kadar beklendikten sonra kafein uygulama-
lar yapild

Elektrofizyoloji: Elektrofizyolojik kayitlar
tiim hiicre patch kenetleme teknigi'¥ kul-
lanmilarak, oda sicakhgimda gerceklestirildi.
Dtuistik rezistansli cam mikropipetler (3-7
MQ)} kullanilarak hiicrelere Axoclamp 2A
patch kenetleme amplifikatért ile (Axon Inst.,
ABD) -90 mV'da devamh olmayan tek elektrot
voltaj keneli uygulandi. Tetrodotoksin (TTX)
kullanilarak sodyum kanallar, ekstraselltiler
TEA ve intraselliler sezyum kullanilarak po-
tasyum akimlar1 blokland: ve boylece kal-
siyum ile kalsiyum bagimh akimlar far-
makolojik olarak izole edildi.

Flas fotosaliverilme calismalarn karanhk
ortamda 11182 duyarh kalsiyum selatéri
"diazo-2" ve kalsiyum baglama kapasitesi ol-
mayan diazo-3'tin Xenon XF-10 {Hi Tech Sci.,
Almanya) flas kaynagindan elde edilen kisa
dalga boyuna sahip UV 1smlan (>300 nm) ile
gerceklestirildi. Kimyasal olarak kafeslenmis
("caged compound") ve 1s18a duyarl ajanlarin
pipetten hiicreye gecisini saglamak amaciyla,
flas aktivasyonu téim hiicre diyaliz patch ke-
netleme modulunun ger¢eklestirilmesinden 5
dakika sonra yapildi. Aymi protokol patch pi-
peti soliisyonuyla hiicre icine uygulanan
dantrolen ve ryanodin icin de takip edile-
rek bu ajanlarin hiicre icine perfiizyonu
sagland:.

Ekstraselliiler kayit soltisyonunun igerigi

Duyusal Sinir Hucre Kalttiriinde Kafeine Duyarh
Kalsiyum Saliverilmesi

(mM): ChCl, 130; KCI, 3.0; MgCl,, 0.6; CaCl,,
2.0; NaHCO;,, 1.0; HEPES, 10.0., glukoz, 4.0;
TEA bromid, 25.0; tetrodotoksin (TTX, Sigma),
0.00125; Soliisyonun pH's1 NaOH ile 7.4; os-
molaritesi ise sukroz kullamlarak 320 mOsm'a
ayarlandi. Kafeinin aktive ettifi membran
akimlarnnm iyonik temelinin belirlenmesine
yonelik 9 deneyde ekstraselliiler kayit soliisyo-
nunda ChCl yerine esit molar N-metil-D-
Glukamin klérir (NMDG-Cl, Sigma) kullanildi.

Kalsiyum goruntiilleme deneylerinde NacCl
esash ekstraselliiler kayit soliisyonu Kkul-
lanildi. Bu soliisyonun icerigi (mM): NacCl,
130.0; KCl, 3.0; CaCl, 2.0; MgCl,, 0.6;
NaHCO,, 1.0; HEPES, 10.0 ve glukoz, 4.0
seklindedir.

Patch pipeti soltisyonu igerigi (mM): CsCl,
140.0; CaCl,, 0.1; EGTA, 1.1 veya 20.0 mM;
MgCl,, 2.0; ATP, 2.0 ve HEPES 10.0. Solis-
yonun pH's1 Tris kullamlarak 7.2'ye; osmola-
litesi ise sukroz ile 310 mOsm'a ayarlandi.

Ekstrasellitler olarak uygulanan ilacglar
hiicre dist kayit sollisyonunda, patch pipeti
aracilift ile dogrudan hiicre igine uygulanan
ajanlar ise patch pipeti soliisyonunda hazir-
landi. Kafein, ryanodin ve diger farmakolojik
ajanlar genis uclu (u¢ ¢ap: yaklasik 10 pm)
bir pipet aracilii ile mikro injeksiyonla hticre
disina uygulandi.

Elektirofizyolojik veriler dijital teyp (DTR
1200, Intracel, UK) ile kasetlere kayit edildi
ve 1404 veri gorur (dijital/analog doéniis-
turtiictl) aracilifn  ile kisisel  Dbilgisayara
aktarildi ve 6zel bilgisayar yazilum programi
ile (Cambridge Electronic Design) analiz edil-
di, gerektiginde stirekli olarak grafik kagidina
yazdirldi (Gould Recorder 2200S). Buattn
veriler ortalama * standart hata olarak verildi.
Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde
Mann Whitney U Testi (Abstat, Biosoft, UK)
ve tek yonlu varyans analizi (Microgal Origin,
ABD) kullaruldi, p<0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Kafeinin membran alkimlart iizerine

etkileri:

Ekstraselliler kafein (1 mM) uygulamasi
2 mM ekstraselliller kalsiyum igeren kayit
solisyonu  kullanildiginda uygulanan 40
hticrenin 33 tanesinde membrandan ice
yonelik iyon akimni aktive etti. Kafein uy-
gulamasim takiben ilk akim aktivasyonuna
kadar gegen stre ortalama 252+41 saniye,
aktive olan ige yonelik akimlarin ortalama pik
amplitadt ise -1.57+0.13 nA idi, (n=33). Ka-
feinin indtkledigi ice dogru membran
akimlart kalhc (Sekil 4B) ya da transient
(Sekil 14) tipte idi, bazilarinda ise kalic1 akim
tizerinde ossilasyonlar (Sekil 4B) vards.

Kafeinin altive ettigi membran

alcimlarimin iyonik temeli:

Kafeinin aktive ettigi ice yonelik akimlarin
hangi iyon kanallarimin aktivasyonu sonucu
ortaya ciktigimi belirlemek icin membranda
voltaj bagumh iyon kanallarini etkilemeyecek
dilstik amplititli depolarizasyonlar (-60 ile
+40 mV arasinda) kafein uygulamasmdan
oénce ve Kkafeinin indtikledigi ice dogru
akimlar esnasinda aktive edilerek fark akimm
hesaplamasi yapild: (Sekil 14). Fark akimlan
ilgili potansiyeli eslestirilerek
elde edilen bu akimlarin zitlanma potan-
siyeli belirlendi (Sekil 1B). Elde edilen or-
talama zitlanma potansiyeli -1.9+1.6 mV
{(n=>5) bizim deney kosullarinda aktif olan kal-
siyum bagmh klor (ICq;,) ve kalsiyum
bagimh secici olmayan (non-selektif) katyon
INSK(Ca) icin Nernst denkleminden he-
saplanan zitlanma potansiyeline oldukg¢a
yakindi.

Bu akimlarin daha ayrmtili arastinimasi
icin ekstraselltiler katyonlar non-permeabil
katyon olan N- metil D- glukamin (NMDG) ile
yer degistirilerek elde edilen soliisyon ka-
feinin indikledigi ice yonelik akim esnasinda

membran
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uygulanmasi ile bu akimlar ortalama %78.6
(0.8 oraninda inhibe edildi (n=9, Sekil 2A).
NMDG ihtiva eden ekstraselliiler soliisyona
niflumik asit (10 pM) ilave edildiginde bu
blok %954 (n=4) oranma kadar yiikseldi,
(Sekil 2B). NMDG ihtiva eden soliisyonun
bloklayict etkisi geri
rarlanabilirdi (Sekil 2).
Kafeinin indiikledigi ice yénelik
membran alcemlarinin Ca?*
bagimliligu:
Kafeinin indtikledigi ice ydnelik membran

déntistmlit ve tek-

akimlarmin Ca?* bagimhhg, Ca?* duyarh
{lérasan boya fura-2 ile direk gértntileme ve
elekirofizyolojik deneylerde intraselltiler Ca?*
baglama kapasitesi artinlarak ve ekstra-
selliiler Ca?* uzaklastirilarak indirekt olarak
belirlendi.

Kalsiyum gériinttleme deneylerinde ka-
fein (1 mM) uygulamasindan sonra [CaQ*]i
duizeylerinde artis kalsiyum duyarh florasan
boya fura-2 kullanilarak tespit edildi. Hiicre
ici Ca?* deposu blokérit dantrolen varlifinda
(10 mikromolar} kafein uygulamasim takiben
[Ca?], duzeylerinde artis gézlenmedi (n=24,
Sekil 3). Elektrofizyoloji deneylerinde hticre
ici EGTA konsantrasyonu 20 mM'a cika-
rildiginda kafein hichir membran alam ak-
tive edemedi, (n=3; Sekil 4A).

Fakat hticreler kalsiyumsuz ekstrasel-
ldler kayit soliisyonunda tutuldugunda ka-
fein uygulanan hticrelerin tamaminda (n=6)
ice yoénelik membran akimlarnm aktive etti
(Sekil 4B). Kafeinin kalsiyumsuz ortamda ak-
tive ettigi ice yonelik akimlarin ortalama pik
amplitiida -1.15+0.15 nA, kafein uygulama-
smdan akimlarn aktivasyonuna kadar gegen
ortalama stire ise 370+75 s olarak belirlendi,
(n=6). Bu ice yonelik akimlann pik amplitiit
degerleri ile 2 mM ekstraselliiler kalsiyum
mevcudiyetinde elde edilen ice yonelik akim-
larin pik amplitiit degerleri arasinda anlamlh
bir fark yoktu (p>0.05).
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_ Sekil 1. Kafeinin aktive ettigi ie ydnelik membran akimlarinin zitlanma potansiyelinin hesaplanmasi.
Hicreler -90 milivoltta voltaj kenetlendi. Kafein uygulamasindan énce -60/40 mV arasinda depolarize edici voltaj
dalgolcn uygu‘andl, bu protokol kafeinin indﬂklediéi ice deru akim esnasinda tekrarlanarak (A} elde edilen fark
akimlari membran voltaj degerleri ile eslestirilerek (B) zitlanim potansiyeli hesaplandi, sekilde bir rnek hiicreye ait
veriler sunulmustur. Akim ve voltaj traselerindeki defleksiyonlar aktive edilen voltaj dalgalar ve meydana ge-
tirdikleri membran akimlarini géstermektedir..
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Sekil 2. NMDG ve niflumik asidin (10 (M) kafeinin indikledigi ice ysnelik membran akimlarina etkileri.
Hicreler -90 milivoltta voltaj kenetlendi. Kafein uygulamasindan sonra baslayan ice dogru akimlar esnasinda
NMDG (A) ve NMDG + niflumik asit (B) uygulandi ve akimlarin bloklandigi gézlendi. NMDG ve niflumik asit

sekilde belirtilen siire boyunca hiicre disina uyguland:. Sekilde her protokole ait birer érnek hiicreden elde edilen

kayitlar gésterilmistir. Sekil B'de kafein uygulamasi gésterilen kisimdan &nce yapilmishir.

llave olarak kafeinin indiikledigi ice
yonelik membran akimlarinin kalsiyum du-
yarhiligi fotosensitif kalsiyum selatorii "diazo-
2" ve onnun kontroldi olan diazo-3 kullanilarak
belirlendi. Patch pipeti icerisinde diazo-2 ve
diazo-3 yuklenen hiicrelere ekstraselliler ka-
fein uygulamasi sirasiyla -0.77+0.25 nA (n=3)
ve -1.47+0.34 nA (n=4) amplitidinde ice
yonelik akimlar aktive etti. 200 volt siddetin-
deki flasla bu 1si8a duyarl bilé@iklerin fo-
tosaliverilmesi gerceklestirildiginde diazo-2
akimi tamamen inhibe ederken (n=3, p<0.001,
veri gosterilmedi) diazo-3 hicbir etki etmedi.

Kafeinin indiikledigi ice yonelik membran
akimlarinin farmakolojisi:
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Kafeinin indukledigi ice yonelik membran

akimlarnmmm farmakolojisi  incelenerek bu
ajamin da ryanodin ile ayru hticre ici de-
posunu etkileyip etkilemedigi arastinidi.
Patch pipeti icerisinde hiicre i¢ine uygulanan
ryanodin (10 pM) bu hticrelere ekstraselltiler
uygulanan kafeininin {1 mM) membran akimi
aktive etmesini dnledi (n=5, Sekil 5A). Ayrica
hiicre ici kalsiyum deposu saliverilme kanal
blokérii dantrolen-sodyum (10 (M); hiicre
icine uygulandiginda kaleine (1 mM) cevab:

onledi (n=3, Sekil 5B).

TARTISMA VE SONUC
Kafein, hiicre i¢i depolardan Ca2* salve-
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Duyusal Sinir Hiicre Kaltiirinde Kafeine Duyarh
Kalsiyum Saliverilmesi
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Sekil 3. Kafein uygulamasinin hiicre ici serbest kalsiyum diizeyini belirten fura-2 fldrasan oranina konirol kosullarinda ve

dantrolen varliginda etkileri. Toplam 24 hiicreden elde edilen kalsiyum grintileme deney verilerinin ortalamalari

_gosterildi. Solda ilk kafein uygulamasina ait veriler, ortada kafein + dantrolen uygulamasi, sagda ise ayni

hiicrelere kafein+ dantrolen uygulamasini takiben ikinci kafein uygulamasina ait veriler gdriimektedir.

rilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan ve
ryanodin reseptérii/Ca?*-saliverilme kanalini
aklive eden onemli bir farmakolojik ajandir
(7.15.16)  Kafeinin hiicre ici kalsiyum deposu
kalsiyum saliverilme kanallarimin kalsiyuma
duyarlihgm artirdigy ve kafein etkisinden
sonra istirahat durumundaki hiicre i¢i ser-
best Ca2+ diizeylerinin bile kalsiyum-tetik-
lemeli kalsiyum saliverilmesi mekanizmalar:
ile Ca?t saliverilmesine yol acabildigi bilin-
mektedir16),

Bu calismada, kalsiyum gortintileme
teknigi ile kafeinin hticre i¢i kalsiyum
diizeyini artirdig1 fakat bu etkinin dantrolen
uygulamasi ile onlenebilmesi bulgusu ka-
feinin hticre i¢i depolardan kalsiyum salive-
rici etkisini dogrudan ortaya koymasimn
yaninda elektrofizyolojik bulgularla tam pa-
ralellik gostererek bu bulgulann givenilir-
liklerini artirmaktadir. Kalsiyum goértintile-

me deneylerinde Thucrelere kafein uy-
gulamasindan 6nce KCl (30 mM) uygularak
hiticre ici kalsiyum depolarin yeniden dolmas:
saglandigindan dantrolen uygulamasmdan
sonra kafeine yamt elde edilmemesi onceki
kafein uygulamasma bagh olarak hucre ici
Ca?* depolarinin bosalmas:1 sonucu degil, bu
ajanin hticre ici kalsiyum depolarim blok-
lamasina bagl olarak ortaya ¢ikhifini goster-
mektedir. Ilave olarak, kafeirtin indtikledigi
ice yonelik membran akimlarnn htcre ici
kalsiyum baglama kapasitesi artirildiginda
fakat

siyumsuz soltisyon kullanildiginda gozlene-

gdzlenmemesi ekstraselltiler kal-
bilmesi kafeinin bu akimlarnn hiicre igi de-
polardan kalsiyum saliverilmesine yol acarak
aktive ettigini ortaya koymaktadwr. Hricre
icine foto-saliverilen diazo-2 ile bloklanabilme
bulgusu da bu akimlarin Ca?* bagimh olarak

ortaya ciktigina ilave kamt teskil etmektedir.
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A 20 mM EGTA -90 mV
Kafein
d
0.5nA
60s
B -90 mV
Kafein Ca*free

05 nA‘ 60 s

Sekil 4. Kafeinin akfive eftigi membran akimlarinin kalsiyum bagimlilig.
Hicreler -90 milivolita voltaj kenetlendi. Hicre icine patch pipeti icerisinde 20 mM EGTA uyguland, tim hicre di-
yaliz kayit formunun gergeklestirilmesinden sonra EGTA'min hicre icerisine diffizyonu icin 5 dakika beklendi,
ardindan yapilan kafein uygulamasi membran akimi aktive edemedi {A) fakat ekstraselliler kalsiyumsuz kary!t

solisyonu kullanildiginda kafein ice dogru membran akimlar akfive etti (B). Sekilde 2 ayri hiicreden elde edilen

kayilar gosterilmistir.

Diazo-2, kalsiyum selat6érii olan BAPTA'ya
1s1ga duyarh bir halka eklenerek elde edilen
ve bu halka uygun bir 1sikla kirlmadikca bi-
yolojik olarak etkisiz olan bir bilesiktir.
Diazo-3 ise kimyasal yapi olarak BAPTA'ya
benzer fakat 1sifa maruz kaldiktan sonra
diazo-2 ile aym yan urunii serbest birak-
masina ragmen kalsiyum baglama kapasitesi
olmayan ve bu 6zelligi ile diazo-2 deneyleri
icin kontrol modeli olusturan bir bilesiktir.

Kafeinin indikledigi bu akimlarin bitkisel
alkaloit ryanodin ve anti malini hipertermik
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ila¢ dantrolenle bloklanmas1 bu gériisii des-
tekleyen farmakolojik bulgulardir. Ryanodinin
hticre i¢ci Ca?* depolarim diistik iletkenlik du-
rumunda kilitleyerek kalsiyum tiitkenisine yol
actigt ve bdylece agonistlerle Ca?* salveril-
mesini blokladig: bilinmektedirt!?),

[Ca?*], artist sonucu aktive olan bu ice
yonelik membran akimlarnm tasiyan iyon ka-
nallarnin ise farmakolojik ve biyofiziksel
yaklagimlar sonucu Iy, Ve Iygyc, kanallan
oldugu anlasilmaktadir. NMDG uygulamalan
sonucu elde edilen blogun bu akimlarin
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Duyusal Sinir Hiicre Kiiltiirinde Kafeine Duyarh
Kalsiyum Saliverilmesi

A ‘ S0 mV
T
Kafein 0.5 nA 60 sec
I T
R
Ryanodin (10 uM)
B 50 mV
Kafein
1 DR A - ainanant SON - e S—— .
j 0.5 nA
Dantrolen (10pM) : 60 sec

Sekil 5. intraselliler uygulcncn rycnodin {A) ve dantrolenin (B} kafeinin membran akimi aktive etmesini 6nledi. Tom hicre

diyaliz formunun gergekiestirﬂmesinden sonra rycmodin (A} ve dantrolenin {B) pcfch pipeﬁnden hicreye

perfizyonu icin 5 dakika beklendi ve ardindan kafein uygulamast yapild:. Hiicreler -90 milivoltta voltaj kenetlendi.

Akim ve volta] traselerinde gérillen defleksiyonlar aktive edilen voltaj bagimli kalsiyum akimlarini géstermektedir.

(4) kafein uygulamaya baslama noktasi, (1) kafein uygulamasinin sonlandig nokta.

bliytik oranda Iygkc, kanallan ile ve spesifik
klor kanali blokérti niflumik asit + NMDG
kombinasyonunun daha gii¢lii bir inhibisyo-
na yol a¢gmasi bu akimlardan kismen de olsa
leica kanallarimin da sorumlu oldugunu or-
taya koymaktadir. Kafein etkisiyle Ca2*
saliverilmesine bagh olarak non-selektif kat-
yon kanallarmmn aktive olmasi ve bu ka-
nallarin aktivasyonunun baskin olarak ice

yonelik membran akimlarimi aktive elmesi
bulgusu sican DKG hiicrelerinde ilk defa bu
calismayla ortaya konmus ve kafein etkisiyle
kalsiyum salwverilmesinin non-selektif katyon
kanallarimin aktivasyonuna bagh hiicresel fiz-
yolojik olaylarda da rol oynayabilecegini
dustindiirmektedir. Deneylerin gerceklestiril-
digi kayit kosullarinda sodyum ve potasyum
kanallar1 farmakolojik olarak bloklandigmn-
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dan bu kanallann rol alma olasiligl yoktur
(bkz. ekstraselliiler kayit ce hticre i¢i patch
pipet soliisyonlari).

Sonuc¢ olarak, kafeinin sican DKG
hticrelerinde ryanodin ve dantrolene de du-
yarh olan hucre ic¢i kalsiyum depolarindan
kalsiyum tetiklemeli kalsiyum saliverilmesine
yol actigr elektrofizyolojik ve direkt kalsiyum
goruintileme teknigi ile uyumlu bir sekilde
ortaya konmustur.
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