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Helix aspersa Sag Pariyetal Gangliyon
Noronlarinin Elektrofizyolojik Ozellikleri
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¢’ Noronlarin elektrofizyolojik 6ézelliklerinin tanimlanmasi ve bu ézelliklerin altinda yatan iyo-
nik mekanizmanin arastirimas: giderek énem kazanmaktadir. Helix aspersa'nin
subézofagial gangliyonu, icerisinde ringer solusyonu bulunan organ banyosuna tespit edi-
lerek sag pariyetal gangliyon néronlarindan in vitro sartlarda akim kiskac: {current clamp)
melodu kullanilarak hticre ici kayitlar alindi.
Sag pariyelal boélgenin medyal kisminda bulunan ve aym elekirofizyolojik ¢zelliklere sahip
4 hiicreden stiresi (duration) 5.1+1.8 msn olan, biiytik ampliltide sahip (80~100 mV) ak-
siyon polansiyelleri kaydedildi. Bu aksiyon potansiyellerinde overshoot (asma) gértiltirken,
undershool (sonraki hiperpolarizasyon) yok denecek kadar ktigtiktti. Bu hiicrelerde istira-
hat membran potansiyeli -52.8+7.56mV'du. Akim ile vollaj arasinda dogrusal bir iligki
goézlendi. Aksiyon polansiyeli (AP) diizenli (regular) ve {rekansi da 1.5 Hz'di. Sag pariyetal
gangliyonun lateral kisminda bulunan ikinei lip néronlardan alinan kayitlarda ise AP'nin
iki ayrt [rekans ve farkli biyofiziksel 6zelliklere sahip oldugu tespit edildi. Birinci dénemde
frekans 3.5 Hz, ikinci dénemde ise bu deger 0.5 Hz'den daha azdi Birinci dénemde
hticrenin istirahat membran potansiyeli -38mV, AP amplitida ise 40 mV'du. lkinci
doénemde huicre hiperpolarize olarak istirahat membran potansiyeli -65 mV'a dustil, AP
amplitudi ise 80-100 mV'a ytikseldi. Birinci dénemde dtizenli olan AP'leri ikinci dénemde
diizensiz hale geldi. Bu durum, hticrenin baska bir nérondan spontan olarak ya eksilatér
veya inhibilér uyaran aldiginin delili sayilabilir. Spontan olarak aktif olan bu hiticrede ka-
rarh durum (steady stale} olugsmadifindan akim-vollaj (I-V)) iliskisi fespit edilemedi.

Anahtar Kelimeler: Helix aspersa, aksiyon potansiyeli, hticre ici kayit, akim kiskaci, sag
pariyetal gangliyon.

¢’ It becomes so important to understand the ionic mechanisms and intrinsic electrical pro-
perties of neurones. In this study, suboesophageal ganglia of Helix aspersa was just sub-
merged in the organ bath with ringer solution and intracellular recordings were made
from the right parietal ganglia neurones by using current clamp lechnique in vitro.
Action polentials (APs) were recorded {rom four cells having same electrophysiological
properties and placed in the medial part of right parielal ganglia. The duration and ampli-
tude were 5.1+1.8 ms and 80-100 mV respectively. All action potentials overshooted and
had a small hyperpolarization after AP (undershoot). Resling membrane potential of these
cells was -52.847.5 mV. The current-voltage (I-V) relalionship was linear and the cell fired
regularly with a frequency of 1.5 Hz. The APs of second type of neurones, placed in the
lateral part of right parietal ganglia had different biophysical properties with two frequen-
cies. In the [irsi term, the frequency was 3.5 Hz and the resting membrane potential was
-38 mV. The AP amplitude was 40mV. In the second term, the frequency was less than
0.5 Hz. The cell was hyperpolarized up to -65 mV and the amplitude of AP was increased
up to 80-100 mV. The AP firing was regular in the f{irst term and it became irregular in
the second term. This may account for the evidence that the cell receive either excitatory
or inhibitory signals spontaneously. The I-V relationship could not be determined due to
the unsteady state in these cells.

Key words: Helix aspersa, action potential, intracellular recording, current clamp, right
parietal ganglia

N(’iron membranlanimin elektrolizyolo- gelisen kayit metodlariyla buytuk bir hiz
jik ozelliklerinin arastirilmas: son yillarda kazanmistir. Bu noronlarin elektrofizyolo-
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jik 6zelliklerinin altinda yatan iyonik me-
kanizmanin tesbit edilmesi bilgisayarda
ndron modellerinin hizla gelismesini sag-
lamaktadir.

Helix aspersamin subdzolagial gangliyo-
nunda bulunan baz: néronlar elektrofizyo-
lojik ve histolojik metodlar kullanilarak
tanimlanmistir(!-3), Bu cahismalarda, htic-
relerin histolojik 6zellikleri iyi calisildig:
halde elektrofizyolojik ozellikleri detayl
calisilmamustir. Blyik ve gozle gorlilebilen
néronlarin asafida belirtilen elektrolizyo-
lojik dzellikleri tesbit edilmistir. Taylor,
Helix aspersa subodzofagial gangliyon-
larinda bulunan biaytk néronlarin akim
ozelliklerini patch metodu kullanarak in-
celedi ve A tipi K* akimmm oldugunu tespit
etti®). Meech yaptifi calismalarmmda Ca*?
iyonunun aksiyon potansiyeli olusumunu
etkiledigini ileri surdi(® Akaike ve arka-
daslarinin yaptigi calismalarda Helix
noronlarmm Ca*? akim icerdigi ve bu
akimin ekstraseliiler sivida Ni*2, La*S, cd*?
ve Co*? kullanilarak bloklanabilecegi bildi-
rilmistir®). Ayrica Kerkut ve arkadaslan
pariyetal siniri uyararak pariyetal gang-
liyon néronlarindan kayitlar almiglardir
6), Alinan kayitlarda inhibitér ve eksitatér
bazi noéronlar tanimlanmis ve bu
noronlarin elektrofizyolojik o¢zelliklerinin
birbirinden fazlaca farkl: olmadiklar1 be-
lirtilmistir. Ancak, isaretleme yéntemi
kullanilarak  yapilan histolojik
calismalarda c¢ok daha fazla sayida hcre
tipi ve bunlanin morfolojik &zellikleri
tamimlanmistir(®),

Bu btytk néronlarla baglanti kurmasi
muhtemel olan ara veya kictk temel no-
ronlar elektrofizyolojik olarak calisilma-
mistir. Bu ndronlarin elektrolizyolojik
ozelliklerinin tespit edilmesi amaciyla bu
calisma yapilmis ve elektrofizyolojik ba-
kimdan birbirinden farkhh olan ndéronlar
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ayn tip olarak tammmlanmistir. Noronlarin
elektro [fizloyojik ozelliklerine gore tanim-
lanmas1 elekirofizyolojide oldukc¢a sik kul-
lanilan metodlardan biridir(1.7.8),

MATERYAL VE METOD

Yapilan c¢alismada deney hayvan ola-
rak Helix aspersa (Kara Salyangozu) kul-
lanildi. Salyangoz kabugundan cikarnlip
tespit edildikten sonra bas kismundan ge-
riye dogru ince makasla diseksiyon
yapilarak subdzofagial gangliyvon aciga
cikarildi. Noronlar zedelenmeden gang-
livonla birlikte c¢ikarilarak ©6nceden
hazirlanan ringer soltisyonu (80 mM NacCl,
4 mM KCIl, 10mM CaCl,. H,0. 5 mM MgCl,
6H,0, pH 7.8) icerisinde 30 dakika streyle
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
subdzofagial gangliyon, icerisinde 3 mi rin-
ger soliisyonu bulunan organ banyosuna
nakledildi®.9). Gangliyonun dis ve i¢ memb-
ram mikroskop altinda acild

Tam deneylerde Helix aspersa'nin
subdzofagial gangliyonundaki sag pariyetal
bolgenin medyal (4 adet) ve lateral (2 adet)
kisminda bulunan 2 ayn tip, toplam 6
hiicreden, akim kiskac: {current clamp) me-
toduyla, intraseltiler kayitlar alindi( Axoc-
lamp-2B)(7:10), Kayit icin, icleri 4mM KCI ile
doldurulan filamentli cam mikroelekirod-
lar kullanildi. Mikroelektirodlarin rezis-
tans: 20-80 MQ arasindayda.

Hiicre icerisine depolarize ve hiperpola-
rize edici akimlar verilerek I-V iligkisi tes-
pit edildi.

BULGULAR

Alinan kayitlardan, uzun streli ol-
mayan ve ¢ok kiiclik potansiyeller (dikensi
potansiyeller) hiicre zedelenmesi ve/veya
dendrit potansiyeli olabilecegi icin
sonuclara dahil edilmedi. Uzun sireli ali-
nan kayillarda sag pariyetal gangliyonun
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farkl yerlerinde bulunan ndéronlarin elekt-
rofizyolojik ozellikleri tespit edildi.

Sag pariyetal gangliyonun medyal
kisminda bulunan ve aym elektrolizyolojik
ozelliklere sahip 4 hiicreden, suresi (dura-
tion) 5.1+1.8 msn olan buytk amplitide
sahip (80-100mV) aksiyon potansiyelleri
kaydedildi (Sekil 1A). Spontan olarak aktif
olan bu hucrelerin aksiyon potansiyelleri
overshoot yapmaktayd: (Sekil 1B). Bu
hiicrelerde istirahat membran potansiyeli
ortalama -52.8+7.5 mV'du (ortalama = stan-
dart sapma). Aksiyon potansiyelinden
sonra olusan hiperpolarizasyon {unders-
hoot) yok denecek kadar kiiciikii ve tek bir
faz icermekteydi. Hlecre icerisine verilen
pozitif akim hitcrenin daha fazla AP
olusturmasma neden olmaktaydi. Akim ile
voltaj arasinda anlaml bir dogrusal (r=
0.97 df= 4) iliski gozlendi (Sekil 2). AP'lerd,
diizenli (regular) ve [rekans: da 1.5 Hz'di
(Sekil 1B).

Sag pariyetal gangliyonun lateral
kisminda bulunan noéronlarin desarj
bicimi, medyalde bulunanlardakinden ta-
mamen farkliydi. Bu htecrelerde iki ayn
donemde olusan iki farklh desarj sekli
vard: {Sekil 3). Birinci dénemde hulcrenin
AP'lerinin [rekans: 3.5 Hz, ikinci doénemde
ise bu deger 0.5 Hz'den daha azd:. Birinci
dénemde htiicrenin istirahat membran po-
tansiyeli -38 mV, AP amplitida ise 40
mV'du. Ikinci dénemde hiicre hiperpolarize
olarak istirahat membran potansiyeli -65
mV'a diismekte, AP amplitadi ise 80-100
mV'a yukselmekteydi. Birinci doénemde
diizenli olan AP'leri ikinci dénemde diizen-
siz hale gelmekteydi. Her iki dénemde de
hiicreler spontan aktivite gdstermekteydi.
Bu durum, hiicrenin baska bir ndérondan
spontan olarak ya eksitatdr veya inhibitor
uyaran aldiginin delili sayilabilir. Spontan
olarak aktif olan bu hicrelerde kararh
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durum olusmadigindan I-V iligkisi tespit
edilemedi.

TARTISMA

Mevcut literatirler 1518inda elde edilen
bulgular tartisildi. Kerkut ve arka-
daslarinin yapmis oldugu ¢alismada sag pa-
riyetal bolgedeki 6. ve 7. hiicrelerin
stiresinin (duration) 5 msn oldugu tespit
edilmistir()), Bu calismada AP siiresi olarak
bulunan 5.1+1.8 msn slire yazarlann bul-
gulanyla paralellik arzetmektedir. Kerkut
ve arkadaslari hicrelerin istirahat memb-
ran potansiyelini -58 mV olarak bulmus-
lardill).  Bu deger bizim calismalarimizda
-52.8+7.5 mV'"du. Bu yakin deger bize Helix
aspersa noronlarimn birbirine yakin isti-
rahat membran potansiyeline sahip oldugu
konusunda ipucu vermektedir. Kerkut ve ar-
kadaslanimin yaptiklar: deneylerde ise bu
huicrelerden kaydedilen AP'lerinin amp-
lititdii 55 mV olarak bulunmustur(l),
Yapilan bu calismada ise amplitid 80-100'
mV olarak bulundu. Her iki arastirma bul-
gulan arasinda, AP amplitiidii bakimindan
yaklasik iki kat kadar fark vardir. Bu
farklihk noronlarin membraninda bulu-
nan iyon kanal tipi ve sayisimin farkh
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak
ayni néronlarin bu kadar genisg varyasyon
gosterip gostermeyecegi gelecek g¢alismala-
rin arastirma konusudur. Her nedense
simdiye kadar yapilan calismalarda mik-
roskop altinda rahatca gdzlenebilen bu no-
ronlarmm I-V iliskisi tespit edilmemistir.
ilk defa bu calismada I-V iliskisinin dogru-
sal oldugu tespit edildi. Néronlarin tamm-
lanmasimda I~V iligkisi énemli bir elektro-
fizyolojik o©zellik olarak kullamlmakta-
dir(10.11) Ngronlarin bu elektiro fizloyojik
dzelliklerinin hangi iyonik mekanizma ile
olustugu ise ayn bir arastirma konusudur.
Bu hiucrelerin aksiyon potansiyelleri
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Sekil: 1. Medialdeki hiicrelerden alinan spontan aktiviteler.
A. 25 msn'de; 5.1x1.8 msn duration'a ve 80-100mV'luk amplitiide sahip aksiyon
potansiyeli.
B. 2 sn'de; dizenli (regular) aksiyon potansiyelleri gdsteren érnek bir kayit.
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Sekil: 2. Sag pariyetal gangliyonun medial kisminda bulunan ve ayni elektrofizyolo-
jik oOzelliklere sahip hicrelerin dogrusal (linear) akim-voltaj iligkileri
(r=0.97, d[=4). (I; akum, V; Voltaj)
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Sekil:3. Sag pariyetal gangliyonun lateral kismmdaki ikinci tip noronlardan
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alinan; iki ayri [rekans ve farkli biyofiziksel ozelliklere sahip potansiyelle-
rin kayitlar.
A. 5mm/sn'de alinan iki farkh tip frekansa sahip potansiyeller.
B. 2.5mm/sn'de alman iki farkli tip frekansa sahip potansiyeller.
Birinci donemde (L) frekansin 3.5 Hz, istirahat membran potansiyelinin -38 mV
ve AP amplitidiiniin 40 mV oldugu; ikinci dénemde (II.) frekansin 0.5 Hz'den
daha aza indigi, hiperpolarizasyon sonucu istirahat membran potansiyelinin -65
mV'a dustiigii ve AP amplitiidinin ise 80-100 mV'a yukseldigi gortlmektedir.
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dazenli (regular} ve {rekansi ise 1.5 Hz'di.
Diizenli AP olusturmanin A tipi K* iyon ka-
nallart tarafindan kontrol edildigi bilin-
mektedir(8:12) Muhtemelen bu hiicrelerde de
A tipi K* iyon kanallarnt bulunmaktadir.

Sag pariyetal gangliyonun lateral kis-
minda bulunan ikinci tip néronlarin elek-
trolizyolojik o6zelliklerine benzer ozellik
gosteren noronlara literatiirde rastlanmada.
Bu noéronlardan alinan kayitlarda AP'nin
iki ayrn1 frekans ve farkli biyofiziksel
Ozellikleri tespit edildi. Birinci donemde
frekans: 3.5 Hz, ikinci dénemde ise bu deger
0.5 Hz'den daha azdi. Birinci dénemde hiic-
renin istirahat membran potansiyeli -38
mV, AP amplitiidi ise 40 mV'du. Ikinci
ddonemde hticre hiperpolarize olarak istira-
hat membran potansiyeli -65mV'a dismek-
te. AP amplitida ise 80-100 mV'a yiiksel-
mekileydi. Birinci dénemde diizenli olan
AP'leri ikinci ddnemde diizensiz hale gel-
mekieydi. Bu durum, hicrenin baska bir
norondan spontan olarak ya eksitatér veya
inhibitér uyaran aldigimin delili sayilabi-
lir. Eger hiicrenin kararli durumu -65 mV
olarak kabul edilirse, hiicre spontan eksi-
tator uyaran ahyor demektir. Kesin olarak
hangi tipte uyaran aldiginin belirlenmesi
ve bunun f[onksiyonel éneminin ne oldugu
sinaptik blokerler kullanilarak arastinla-
bilir.

Helix aspersamm beyni olarak kabul
edilen gangliyonlarda bulunan néronlarin
farkli elektrolizyolojik ozelliklere sahip
oldugu bu galismayla da anlasilmistir. Oy-
sa, Kerkut ve arkadaslari, alinan kayitlar-
da inhibitdr ve eksitaldr bazi néronlan ta-
mimlamig ve bu néronlann elektrofizyolo-
jik ozelliklerinin birbirinden fazlaca farkh
olmadiklarini belirtmislerdir®). Sunulan
calismada kayit alinan néronlar arasimn-
daki elektrofizyolojik farklilik hi¢ stphes-
iz ki cesitli iyonik mekanizmalarla kont-
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rol edilmekte ve nérona farkli gérev yapma
sansimm vermekledir. Bu iyonik mekaniz-
manim ne oldugu ve ndrona nasil bir gorev
yukledigi gelecek ¢ahsmalarda arastirila-
caktir.
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