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NORADRENALIN’IN FARE COCHLEAR CEKIRDEGINDEKIi STELLATE
HUCRELERININ AKTIVITELERI UZERINE ETKISI

Ramazan Bal! @
Effects of Noradrenalin on the Activity of Stellate cells in Mouse Cochlear Nucleus

Ozet: Bu galismada, noradrenalinin cochlear gekirdekteki stellate hiicrelerinin aktiviteleri Gzerine etkilerinin incelenmesi
amaglandi. Fare cochlear gekirdeginde yer alan stellate hiicrelerinden tim hiicre patch clamp teknigi ile hicre igi kayitiari in
vitro kogullarda alindi. Stellate sinir hiicrelerinin dinlenim zar potansiyeli —61.3 = 3.3 mV (n= 18) ve zar direnci 210 £ 21 MQ
(n=18) olarak 6l¢lda. Perfuzyon solisyonu igerisinde uygulanan noradrenalinin (100 uM), dinlenim zar potansiyelini 26.1 +
4.1 mV (n=5) degerinde depolarize ettigi gbzlendi. Bazi hilcrelerde dinlenim zar potansiyeli daha da depolanze olarak hiic-
renin tamamen sessiz kalmasina neden oldu. Ramp voltaj protokoll kullanarak yapilan ¢aligmalarda, noradrenalinin po-
tasyumn akimini azalttigi bulundu. Sonug olarak, noradrenalinin sinir hiicrelerinin potasyum akimlanni azalttigy ve dolayisiyla
hicrelerin kendiliginden olusan aklivitelerinin artmasina neden oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Noradrenalin, cochlear gekirdek, modulasyon, hiicre i¢i kaynt

Summary: In this study, it was aimed to assess the effects of noradrenalin on the stellate neuron. Intracellular recordings
were performed from stellate neurons of mice cochlear nucleus in vitro using the whole cell patch clamp technique. The
resting potential of stellate neurons was —61.3 + 3.3 milivolt (mV))-(n= 18) and input resistance was 210 + 21 megaOhm
(M£2) (n=18). Noradrenalin (100 mikro mol (uM)) applied in perfusion solution depolarized the resting potantial by 26.1 + 4.1
mV (n=5). In some cells, noradrenalin caused the resting potential to shift further in depolarized potentials. resulting in
being spontaneously silent. The study of voltage clamp using ramp voltage protocol indicated that potassium current dec-
reased. In conclusion, noradrenalin increases the spontaneously occurring activity, decreasing the potassium current amp-
litude.

Key Words: Noradrenalin, cochlear nucleus, modulation, intracellular recording

gekirdek hucrelerinin aktivitelen Uzerine baskilayici et-
kilerinin oldugu bildirimektedir (Kossl and Vater, 1989).
Ancak daha sonra siganlarda yapilan ¢alismalarda farkli
sonuglar elde edilmistir (Ebert, 1996). Ebert (1996)
iyontoferik olarak noradrenalin uygulamasi sirasinda ve
uyguladiktan kisa sure sonra cochlear cekirdek huc-
relerin aktivitesini baskiladigi ve belirli bir stre sonra ise
uzun sdren bir uyarcl etkinin gelistigini bildirmistir.
Stellate sinir hucresi cochlear cekirdegin an-
terioventral kisminda bushy sinir hucreleriyle birlikte ka-
nsik sekilde bulunurar (Oertel ve ark, 2001; Oertel ve
ark,, 1990; Oertel, 1983). Stellate sinir hlcresinin, de-
gisik yonlere uzanan ¢ok sayida dendritleri bulunur ve
aksonlarinin uzandigi anatomik yapilara bakilarak D ve
T-stellate hicre tipi belifenmigtir (Ferragoma ve ark.,
1998). Biyofiziksel olarak bu hicreler fazla komplike ol-
mayip konduktanslar, dinlenim zar potansiyelinde yok
denecek kadar azdir. Konduktans degerleri, depolarize

Giris

Memelilerde i¢ kulaktan isitme sistemiyle ilgili bil-
gilenn vardigi ilk htcreler, cochlear gekirdegindeki sinir
hucrelerdir. Beyne giden 8. sinir lifleri, cochlear ge-
kirdekte morfolojik ve biyofiziksel olarak birbirinden
farkll hucrelerle sinaps (kavsak) yapariar. Boylece
sesin frekans ve siddeti gibi degisik niteliklerinin is-
lenmesine olanak saglanir (Irvine, 1986). Im-
munohistokimyasal arastirmalaria, cochlear gekirdegin
bir ¢cok kKisminda ¢ok yogun bir sekilde noradrenerjik
uyarimiann bulundugu tespit ediimistir (Klepper and
Herbert, 1991; Kossl ve ark, 1988). Lezyon de-
neyleriyle, anterograde ve retrograde boyama me-
todlanyla yapilan galigmalaria, locus coeruleus sinir
hucrelennin bu uyanmlarin esas kaynag oldugu be-
lirenmistir (Klepper and Herbert, 1991; Kromer and
Moore, 1980; Fritschy and Grzanna, 1990). Cochlear
cekirdegin yogun sekilde noradrenarjik uyanmlara

maruz kalmasina kargin ses bilgisinin islenmesindeki
fizyolojik rolu tam olarak bilinmemektedir (Oertel ve
Fujino, 2001). Hicre disi kayit teknigi ile yapilan ¢a-
lismalarda, noradrenalinin kedi ve yarasalann cochlear

ve hiperpolatize zar potansiyellerinde de octopus ve
bushy gibi diger hicre tiplerine kiyasla ¢ok azdir (Bal ve
Oertel, 2000; Manis ve Marx, 1991). Zar kon-
duktanslannin az olmasi zar direnclerinin fazla olmasi
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demektir. Bunun biyofiziksel olarak sonucu, kiigiik mik-
tardaki akimlarla ¢ok sayida aksiyon potansiyeli (AP)
uyanimasidir (Manis, 1990). Aynca dinlenim po-
tansiyeline yakin potansiyellerde faaliyet gésteren iyon
kanallarinin sayilanndaki kugluk degisiklikler dinlenim
zar potansiyelinin degismesine neden olurlar. Boylece
hucrenin uyanlabilifik seviyesini degistirirler. Bu ne-
denle noradrenalin gibi norotransmitterlerin  olus-
turdugu modulasyon sinir hicresinin fonksiyonu agi-
sindan onemlidir (Oertel ve Fujino, 2001).

Bu ¢aligmada noradrenalinin, cochlear gekirdekte
bulunan sinir hlcreleri Uzerindeki nérokimyasal et-
kilerininin  elektrofizyolojik agidan incelenmesi amag-
lanmuigtir,

Materyal ve Metot

Bu makalede sunulan galigmalar, University of
Wisconsin-Madison, The Medical School, Department
of Neurophysiology (Amerika)'da yirutiimastar. Ca-
lismada kullanilan techizatlar, Finkel ve Gage (1985),
Finkel (1985) ve Auerbach ve Sachs (1985) tarafindan
aynntil olarak anlatilmistir. Tum kimyasal maddeler
Sigma'dan temin edildi (Noradrenalin, A-0937; tet-
raethyleammoniumion chloride, T-2265; 4-
aminopyndine, A-0152; K-gluconate, P-1847; MgCl,,
M-2670; tris2-phosphocreatinin, P-1937; HEPES, H-
4034; EGTA, E-8145; Na2-ATP, A-9062; tris-GTP, G-
8877, NaCl, S§7653; KCI, P9333; KH,PO,, P5379;
CaCl,, C5080; MgSQ,, M7506; ve glukoz, G7528).

Cochlear cekirdek kesitlerin hazirlanmasi: Ca-
lismada beg adet ICR cinsi fare (18-21 glnlik) kul-
lanildi. Hayvanlar dekapite edildikten sonra baglan, 130
mM NaCl, 3 mM KCl, 1.2 mM KH,PO,, 2.4 mM CaCl,,
1.3 mM MgS0O,, 3 mM HEPES ve 10 mM glukoz (%95
O, ve %5 CO, ile doyurulan) iceren 31 “C'deki yapay
peyin sivisi (aCSF) icerisine konuldu. Sinifler ge-
rnimeden kemiksel yapilardan uzaklastinlan beyin, col-
liculus inferiore seviyesinde transversal olarak kesildi
(Bal. 1998; Bal ve Oertel, 2000). On yiizeyi teflon bir
blok uzerine Cyanoacrylate ile yapistinlarak cochlear
¢ekirdek vibrotom ile 175 um kalinlikta kesildi. Kesitler
bir saklama kabina konarak 95% O2 ve 5% CO2 ige-
ren gazla surekli olarak oksijenlendi (Oertel, 1983).

Hlcrelerin  géruntilenmesi ve elektriksel kayit:
Kayit odasina alinan kesitler, dakikada akig hizi 7 ml ve
33 “C'deki aCSF igeren solusyon igerisine alinarak in-
verted mikroskop (Zeiss, X63 suya girebilen lens kul-
lanarak) ile incelendi. (Oertel, 1983). Tum hticre patch
clamp kayit teknigi, 200A amplifiernin (Axon ins-
truments) hizih akim clamp'i ve voltaj clampi ayariannda
yapildi (Bal ve Oertel, 2000). Patch mikroelektrodlan,
dis caplar 1 mm ve i¢ ¢aplan 0.58 mm olup, i¢ yi-
zeyinde bir flaman olan borosilikat kapillariardan
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(World Precision Instruments, Sarasota, FL., USA)
yatay puller kullanilarak deneyden kisa sure 6nce ha-
zirlandi (Golding ve ark. 1999). Mikroelektrodun uc di-
renci, icerigi 108 mM K-gluconate, 4.5 mM MgCl,, 14
mM tris2-phosphocreatinin, 9 mM HEPES, 9 mM
EGTA, 4 mM Nap-ATP ve 0.3 mM tris-GTP (pH'i 7.4)
olan pipet solusyonu ile dolduruldugunda 5-8 MW ola-
rak olguldi. Olusan kapasitansi azaltmak igin elekt-
rodlar uglarina kadar Sylgard ile kaplandi. Noradrenalin,
ayni hucrelerde degisik yogunluklarda direk olarak per-
fuzyon solusyonu igerisine konarak sinir hicrelerine uy-
gulandi (Wang ve Robertson, 1997).

Verilerin kaydedilmesi: Hedef hlcre secildikten
sonra hucre i¢i kayit almak icin, mikroelektroda negatif
emme basinci uygulayarak tum hucre patch clamp
(whole cell patch clamp) konfiglrasyonu elde edildi.
Tum hdcre patch clamp kayitlari, Auerbach ve Sachs'a
(1985) gore yapilmistir. Analog veriler, 5-10 KHz'de filt-
re edildikten sonra pClamp (versiyon 8, Axon ins-
truments) ile idare edilen Digidata 1320 dontsturtct ile
10-40 KHz frekanslarda dijital sisteme donlstrtlerek
bilgisayarda kaydedildi (Finkel, 1985). Elde edilen ve-
riler ayni zamanda kayit kagitlanna (chart paper) yaz-
dirildi. Pipet solisyonu ile aCSF arasinda meydana
gelen 12 mV degerindeki junction potansiyelinden do-
layl, voltaj kayitlaninda ayni miktarda bir duzeltme ya-
pildi (Auerbach ve Sachs, 1985). Pozitif degerlikli iyon-
lann, hicre digina ¢tkmasi ile olusan iyon akimiari,
daima pozitif de@erlikli (+) olarak (Sekil 3 A) ve hiicre
icine girmesiyle olusan akimlar ise negatit degerlikii ola-
rak gosterilir (Sekil 3 B) (Finkel ve Gage, 1985).

Morfolojik olarak stellate sinir hiicrelerinin genis bir
dendritik dallanmaya sahip olmasi, hicrelerin uzuniuk
sabitelerinin (1) buyUk olmasina neden olmaktadir. Bu
ise sinir hicrelerinin soma'sindan uzak bolgelerdeki
dendritierde voltaj kontrolinun imkansiz olmasiyla ne-
ticelenir (space clamp). Dinlenim zar potansiyelinden
30 mV'dan daha depolarize voltajlarda space clamp so-
runu (Rall ve Segev, 1985), deneylenn guvenilifigini
azaltigindan dolay: voltaj kayitlan alinmadi.

Calismadan elde edilen sonuclar, Student’s t testi
ile degerlendirildi.

Bulgular

Stellate sinir hucrelerinin zar 6zellikleri: Bu ma-
kalede yer alan sonuclar, 18 stellate sinir hiicresinden
tum hicre patch clamp teknigi ile alinan akim ve volta
clamp kayitlanndan olusmustur.  Stellate sinir hiic-
relerinin dinlenim zar potansiyeli —61.3 + 3.3 mV (n=
18) olarak ¢lgu!du. Akim-voltaj iligkisini gosteren egrinin
egiminden (slope) Olgllen zar direnci, 210 + 21 MW
(n=18) olarak belirlendi. Stellate sinir hicrelerinin go-
gunlugu spontan olarak aksiyon potansiyeli atesledi
(11/18). Hicre ici kaydi alinan tum hiicreler katot akim-
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Sekil 1. Stellate sinir hiicrelerinin, akim enjeksiyonlanna yanit
olarak olugsan normal elektrofizyolojik yamtlan. Hicreye uy-
gulanan akimlar, voltaj kayitlaninin altinda gosteriimistir. En-
|ekte edilen depolanze akimlar +0.05 (A1), +0.1 (A2) ve
+0.15 nA (A3) ve hiperpolanize akimiar -0.05 (B1), -0.1 (B2)
ve -0.15 nA (B3)'dir. Kalibrasyon igin verilen uzunlamasina
(vertical) gubuk 30 milivolt degerini gdstermekte, enine (ho-
rizantal) gubuk ise 75 milisaniye streyi gostermektedir. A1,
A2 ve A3 igin gegerli olan —63 mV ise hicrenin dinlenim po-
tansiyel degerini gostermektedir. A1 igin venlen 0.05 nA (na-
noAmper); A2 igin verilen 0.1 nA ve A3 igin verilen 0.15 nA
degeren hucreye uygulanan akim miktadanni gos-
termektedir,

larina birden fazla AP ile yanit verdi (Sekil 1, A1, A2 ve
A3). Akim miktarinin artinimasiyla ateslenen AP sayisi
dogru oranth olarak artti. Anot akimlan ise zar po-
tansiyelinin hiperpolarize olmasiyla sonuglandi (Sekil
1. B1, B2 ve B3).

Noradrenalinin spontan aktivite (zerine etkisi:
Hucre i¢i kaydi alinan 18 stellate sinir hiicresinden sa-
dece 7 tanesi noradrenalin uygulamasina yanit ver-
medi. Diger hlcrelerde ise noradrenalin iceren per-
fuzyon solusyonunun verilmeye baslanmasiyla birlikte
kademeli olarak dinlenim zar potansiyeli depolarize ol-
maya basladi. Noradrenalin'in (100 uM) etkisinin iki
veya u¢ dakika igerisinde maksimum seviyeye ulag-
masiyla birlikte dinlenim zar potansiyelinin 26.1 + 4.1
mV (n=5) kadar depolarize oldugu gézlendi ve de-
polarizasyonun miktan noradrenalinin konsantrasyo-
nuna bagh olarak degistigi belirendi. Dinlenim zar po-
tansiyelindeki depolanzasyonun miktan istatistiki ola-
rak onemli bulundu (P< 0.001, n=5). Dinlenim zar po-
tansiyelinin depolarize voltajlara kaymasiyla birlikte
sinir_hucrelennde spontan olarak ateglenen AP sa-
yisinin belirgin olarak arttigi goziendi (Sekil 2, A1-A2).
Genye kalan 6 sinir hlcresinde oldugu gibi eger de-
polanzasyon miktant 30 mV veya daha fazla ise sinir
hucrelerinde meydana gelen AP ateslenmesinin dur-
dugu gozlendi (Sekil 2, A3). Noradrenalin'in hicre or-
tamindan uzaklagtinimasiyla hicre kontrol durumunda
sahip oldugu aktivite seviyesine ulagti. Katot akimian
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ile sinir hucrelen uyanidiginda 5 hucreden ugunde ak-
siyon potansiyeli olusmadi. Ancak uyannin baginda kisa
boylu osilasyonlar goziendi (Sekil 2, B1, B2 ve B3). Din-
lenim zar potansiyeli anot akimlaria normal dinlenim po-
tansiyeline yakin degerlere hiperpolanze edildikten
sonra katot akimlan verildiginde kontrol kosullarindak
aksiyon potansiyeli degerinin olustugu belirlendi.
Noradrenalinin iyon kanallan Gzerine etkileri: Din-
lenim zar potansiyelinde, voltaj clamp teknigi ile yapilan
kayitlarda, herhangi bir akimin aktivasyonuna rast-
laniimadi. Depolarize potansiyellerde ise hucre icine
dogru giden bir akim gozlendi. Tetrodotoxin (TTX) la-
rafindan durduruldugundan dolayi bu akimin sodyum
akimi oldugu anlasildi. Daha sonra ise hucre disina

A1 A2 A3 A4
=37 mV
-50 mv

Kontrol Noradrenalin Noradrenalin  Kontrol

(15uM) (100pM)
-
B B2 8
f rd ;
33mV } }——1._
]ootsm

woosea | [0t0m |

Sekil 2. Noradrenalinin, stellate sinir hucrelennde ken-
diliginden ve uyarilarak olusan aktiviteleri Gzerine etkisi. A:
Hicre, kontrol sartlarda kendiliginden AP olugturmazken
(A1), noradrenalin (15 mikromol, uM) uygulamasindan sonra
¢ok sayida kendiliginden AP olusturdu (A2). Noradrenalin
konsantrasyonun artinimasiyla (100 uM) dinlenim zar po-
tansiyeli =37 mV oldu ve kendiliginden olugan aksiyon po-
tansiyeli gbriimedi (A3). Noradrenalin, perfizyon ile or-
tamdan uzaklagtinidiginda dinlenim zar potansiyeli tekrar
nomale dondd. B: Noradrenalin uygulandiktan sonra 0.05
(B1), 0.1 (B2) ve 0.15 nA (B3) bliyukligtndeki katot akim-
larla sinir hiicresi uyanimasina kargin yanit olarak aksiyon po-
tansiyeli olugmadi ancak uyannin baginda voltaj dalgalandi
Sekil A1-Ad'de verilen =69, -50 mV, -37 mV ve —68 mV ve
Sekil B1'de verilen -33 mV, sekilde belitilen sarlarda sinir
hucresinin dinlenim potansiyelini géstermektedir. Kalibrasyon
icin verilen degerler (30 mV ve 300 ms) hem A hemde B igin
gecerlidir. Seklin alt kisminda verlen 0.05, 0.10 ve 0.15 nA
degerleri hem Sekil A ve hem de Sekil B'de verilen voltaj ka-
yitlannin olusumu igin hiicrelere uygulanan akim miktardarnini
gostermektedir.
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dogru giden potasyum akimi goziendi. Digan dogru
giden akim ise potasyum kanal Dblokerleri (tet-
raethyleammonium ion ve 4-aminopyridine) tarafindan
durduruimasi ise bu akimin potasyum akimi oldugunu
gostermektedir. Sodyum akiminin aktivasyon ve inak-
tivasyon kinetigi, sistemin hizini agacak kadar hizh ol-
dugundan (0.5 mili saniyede aklivasyon ve inak-
tivasyon tamamianir) ve sinir hicresinin  morfolo-
jisinden dolay: hucrenin dendrit ve aksonunun ¢odu ki-
simianinin voltaji kontrol edilemediginden sodyum aki-
mininin kayitlan alinamadi. Hlcre digina dogru akan
potasyum akimiannin kayitlan dinlenim zar po-
tansiyeline yakin voltajlarda yapildi. Potasyum akimi, —
45 mV'luk basamak voltajinda aktive olmaya basladi
ve daha depolarize voltajlarda aktivasyonun belirgin
olarak artig gbzlendi. Potasyum akimi, tet-
raethyleammonium (TEA) (20 mM) tarafindan ta-
mamen baskiland) ve bu nedenle de gecikmis di-
zeltici potasyumn akimi (delayed rectifier current, Kpg)
olarak tanmimiandi. Bu akimin bly(klGgu, -35 mV ba-
samak potansiyelinde +2.4 +0.4 nA (nanoAmper)
(n=5) olarak dlculdl. Hiperpolarize voltajlarda, ¢ok az
miklarlarda kansik katyon akiminin (inward rectifier
mixed-cation current, Ih) varig belidendi (-100 mV ba-
samak potansiyelinde akim buyuklagu —0.15 nA).

Noradrenalinin hangi akimi ne derece modile et-
tgini belifremek icin ramp voltaj clamp protokol uy-
gulandi (Finkel ve Gage, 1985). Diger ifade ile zar po-
tansiyeli -120 mV degerden -25 mV degere 25
saniyede tedricen degistiriidi, Bu nedenle hicre din-
lenim zar potansiyelinden -120 mV degerine anlik ola-
rak degistiriidi ve daha sonra 28 saniye icerisinde ka-
demeli olarak zar voltajj -20 mV'a kaydinidi. Bu
sekildeki voltaj protokolU ile zar potansiyeli zaman
gectikge depolarize olacak ve voltaj kapili zar kanallan
olan Kpg ve In'i aktive edecektir. Bu kanallann ak-
tivasyonu dedgisik voltajlarda birbirinden farkli ve de-
isik derecelerde olacaktir, Boylece hiperpolarize vol-
tajlarda daha ¢ok |h ve depolarize voltajlarda ise daha
cok Kpr aktive olacaktir. Noradrenalin  uy-
gulanmasindan once (Sekil 3, C1) ve sonra (Sekil 3,
C2) bu ramp voltaj protokolll uygulandi ve no-
radrenalin uygulamasindan sonra elde edilen akim on-
cekinden ¢ikartilarak farki bulundu ($ekil 3, C3). Bu
fark akimi, ilk 23 saniyelik surede sifir degerine yakindi
ve sadece -35 mV ve daha depolarize voltajlara kar-
silik gelen 23-28 saniyelik akim kayitiannin sifir giz-
gisinin Uzerinde pozitif degerlikli oldugu godziendi. Bu,
noradrenalin uygulamasinin potasyum akimini azalt-
tigina isaret eder.

Tartisma

Noradrenalin dinlenim zar potansiyelini de-

polanze eder. Cochlear cekirdekte bulunan stellate
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sinir hlcrelerinin in vitro kosullarda normal fizyolojik
ozellikleri ilk defa Oertel (1983) ve daha sonra Manis
ve Manx (1991), Golding ve ark. (1995; 1999) ve Gard-
ner ve ark. (1999) tarafindan kaydediimistir. Bu ca-
lismada belilenen dinlenim potansiyeli ve zar direnci
(-61.3 £ 3.3 mV ve 210 = 21 MQ (n=18)) yukardaki
arastirmacilar tarafindan Dbildirilen degerlerie  Or-
tusmektedir. Oertel ve Fujino’nun (2001) yaptikian ¢a-
lismada stellate sinir hiicreleninin D ve T olmak uzere
iki tipinin oldugunu gdstermiglerdir. Bu galismada no-
radrenalinin doza bagl olarak 18 stellate sinir hic-
resinden 11 hucrede dinlenim zar polansiyelini de-
polarize ettigi ve (Sekil 2, A1, A2 ve A3) yedi hicrede
ise noradrenaline Kkargl hi¢ bir degisiklk goz-
lenememesi sonucu sinir hlicrelerinde meydana gelen
bu farkliigin yukandaki arastirmacilann iki farkli hucre
tipi bulgularini dogrulamaktadir. Yapilan galigmada
disik dozlarda (15 uM) kendiliginden olusan AP sa-
yisinin belirgin sekilde arttigi ve ylksek dozlarda ise
(100 uM) zar potansiyeli agin depolarize oldugundan
kendiliginden AP olugmadidi gibi sinir hiicresi akim en-
jeksiyon uyanlanna da AP ateslemesiyle yanit ver-
medi. Noradrenalinin, beyin sapindaki trapezoid ci-
simde bulunan sinir hiicrelerinde de benzer sekilde
spontan aktiviteyi artirdigi rapor edilmistir (Wang ve
Robertson, 1997). Bu calismada ise yukardaki aras-
tirmalardaki bulgulardan farkl olarak, stellate sinir hic-
resinin yiksek noradrenalin konsantrasyonlarinda (100
uM) uyaniara cevap verememesi ve kendiliginden AP
olusturamamasi, dinlenim zar potansiyelinin =30 mV
gibi asin depolarize degerlere ulagmasina baglanabilir.
Zar potansiyelinin -30 mV degere kaymasi halinde ise
sodyum kanallan 6nce aktivasyona ve daha sonra da
inaktivasyona ugrar ve bundan dolayi AP olusmaz. Ay-
nca potasyum akimian da bu kadar depolarize po-
tansiyellerde aktif olacadl icin olusabilecek sodyum
akimlari potasyum akimlan tarafindan etkisiz bi-
rakilacaktir,

iyon akimlarinin belirenmesi; Yapilan calismada
stellate sinir hucrelerinin Kppg ve kansik katyon akim-
lanina sahip oldugu belirlendi. Bu Iki akimin varligi, Oer-
tel ve Fujino, (2001) ve Manis ve Marx (1991) ta-
rafindan da bildirimistir. Stellate sinir hucrelennin
bulundugu bdigede, Kpg kanallannin alt Unitelenne
karsi immunohistokimyasal olarak yogun boyanma be-
lirenmistir ve bu akimin stellate sinir hGcrelerinin yuk-
sek frekansta AP ateslemelerine olanak sagladigl
rapor edilmistir (Pemey ve Kaczmarek, 1997; Gan ve
Kaczmarek, 1998).

Noradrenalin potasyum akimini azaltir Bu ¢a-
lismada, Manis ve Marx (1991) tarafindan bildinimeyen
Ih akimi da tanimlanmigtir (Gekil 3, A ve B). Ayrica
ramp voltaj protokoliiyle yapilan voltaj clamp de-
neylerinde, noradrenalinin |h akimini etkilemedigi sa-
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Sekil 3. Stellate sinir hicresinin voltaj clamp'inda elde edilen akim kayitlan. A: Kiguk sekilde uygulanan volta) protokolu go-
rulmektedir. Voltaj protokoll,~75 ile 35 mV arasinda beger milivolt basamaklar halinde sinir hilcresinin potansiyeli degistirildi. Bu
volta) degisikliklerine yanit olarak sinir hiicresi zanindan biylk gekilde gosterildigi gibi akim Kpg akiminin kaydi yapidi. B: Kocik
sekilde uygulanan voltaj protokol( goriimektedir. Voltaj protokol,—35 ile =75 mV arasinda beser milivolt basamaklar halinde sinir
hicresinin potansiyeli degistirildi. Bu voltaj degisikliklerine yanit olarak sinir hiicresi zanndan blyik sekilde gosteriidigi gibi akim Ih
akiminin kayds yapildi. C: Sinir hiicresi =120 mV degerden -25 mV degerine 25 saniye sirede tedricen degistirilerek ramp volta)
protokoll uygulandi. Bu ramp voltaj protokoli geklin alt kisminda verilmigtir. Bu sekilde uygulanan voltaj degisikligine yanit olarak
kaydedilen akimlar belirtilen sartlarda gdsterilmektedir. Noradrenalin (100 uM) uygulanmasindan dnceki kayit (C1), noradrenalin
uygulamasindan sonra elde edilen akimdan (C2) farki Sekil C3'te gosteriimektedir.

dece Kpg'l azaltigr belidendi (Sekil 3, C1, C2 ve C3).
Bu Kpg akiminin azaimasi dinlenim potansiyelinin de-
polanze olmasina neden oldu. Potasyum akiminin
azalmasi halinde dinlenim potansiyelinin depolarize
potansiyellere kaymasina neden olur (Bal ve Oertel,
2000). Gunkd Ih akimin denge potansiyeli —40 mV'dan
daha az negatif potansiyellerde olup (Bal ve Oertel,
2000; Banks ve ark., 1993; Chen, 1997; Fu ve ark.,
1997) Kpp akiminin azalmasi halinde hiicre daha fazla
Ih akiminin etkisi altinda kalir ve dinlenim zar po-
lansiyelinin depolarize voltajlara kaymasini saglar.
Fonksiyonel énemi: Memelilerin isitme sistemi ile
iigih yapilannda noradrenerjik uyanmlann varh@ bi-
linmekle birlikte fonksiyonel rolleri bilinmemektedir
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(Oertel ve Fujino, 2001). Bu galismada noradrenalinin
Kpr potasyumn akimi araciligiyla, cochlear gekirdekteki
stellate sinir hticrelerinin modulasyonuna neden oldugu
ortaya konmustur. Medial olivocochlear sinir hc-
relerinin (MOC) cochlea ve cochlear gekirdek sinir huic-
relerinde baskilayici bir etkisinin oldugu bildinimektedir
(Guinan, 1996). Ozellikie MOC hicrelerinin cochlea
Uzerine olusturdugu bu baskilayici etkinin kulaga zararl
olabilecek duzeyde yuksek seslerden korumak ve gu-
riltdlo bir ortamda isitmeyi saglamaya yonellk oldugu
dusunulmektedir (Reiter ve Liberman, 1995). Diger ta-
raftan noradrenalinin, MOC sinir hicrelerinin  olus-
turdugu baskilayici etkiyi dengelemek icin potasyum
akimlanni baskilayarak (Bal ve ark.. 2001; Bal, 1998)
ateslenen aksiyon potansiyelini artirmak suretiyle Gst
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beyin yapilarina ses kaynagi hakkinda dogru bilgi ulas-
tirlmis olur (Oertel and Fujino, 2001).

Kaynaklar
Auerbach A, Sachs F. (1985). High resolution patch-clamp
techniques. In “Voltage and Patch Clamping with Mic-
roelectrodes”. Ed., T.G Smith, H. Lecar, S.J Redman, P.W
Gage. American Physiological Society, Bethesta, Maryland.
Bal R, Janahmadi M, Green GG, Sanders DJ. (2001). Two
kinds of transient outward currents, I{A) and I(Adepol), in
F76 and D1 soma membranes of the subesophageal gang-
lia of Helix aspersa. J Membr Biol.,179,71-8.
Bal R, Oertel D. (2000). Hyperpolarization-activated, mixed-
cation current (I(h)) in octopus cells of the mammalian coch-
lear nucleus. J Neurophysiol.,84,806-17.
Bal R. (1998). Potassium currents in identified Helix aspersa
neurones and in rat inferior colliculus neurones. Thesis, Uni-
versity of Newcastle,
Banks MI, Pearce RA, Smith PH. (1993). Hyperpolarization-
activated cation current (Ih) in neurons of the MNTB. J. Ne-
urophysiol.,70,1420-1432.
Chen C. (1997). Hypemolarization-activated current (Ih) in
primary auditory neurons. Hearing Research.,110,179-190.
Ebert U. (1996). Noradrenalin enhances the activity of coch-
lear nucleus neurons in the rat. Eur J Neurosci.,8,1306-14.
Ferragamo MJ, Golding NL, Oertel D. (1998). Synaptic in-
puts 1o stellate cells in the ventral cochlear nucleus. J Ne-
urophysiol,,79,51-63.
Fritschy JM, Grzanna R. (1990). Distribution of locus co-
eruleus axons within the rat brainstem. J Comp Ne-
urol..293,616-31.
Fu XW, Brezden BL, Wu SH. (1997). Hyperpolarization-
activated inward current in neurons of the rat's DNLL in vitro.
J Neurophysiol., 78,2235-2245,
Finkel A.S. (1985). Usetul circuits for voltage clamping with
microelectrodes. In “Voltage and Patch Clamping with Mic-
roelectrodes”, Ed., T.G Smith, H. Lecar, S.J Redman, P.W
Gage. American Physiological Society, Bethesta, Maryland.
Finkel A.S, Gage P.W. (1985). Conventional voltage clam-
ping. In “Voltage and Patch Clamping with Microelectrodes”,
Ed., T.G Smith, H. Lecar, S.J Redman, P.W Gage. Ame-
rican Physiological Society, Bethesta, Maryland.
Gan L, Kaczmarek LK. (1998). When, where, and how
much? Expression of the Kv3.1 potassium channel in high-
frequency firing neurons. J Neurobiol.,37,69-79.
Gardner SM, Trussell LO, Qertel D. (1999). Time course
and permeation of synaptic AMPA receptors in cochlear
nuclear neurons correlate with input. J Neurosci., 19,8721-9,
Golding NL, Ferragamo M, Oertel D. (1999). Role of intrinsic
conductances underlying transient responses of octopus
cells of the CN. J Neurosci., 19,2897-2905.
Golding NL, Robertson D, Oertel D. (1995). Recordings
from slices indicate that octopus cells of the cochlear nuc-
leus detect coincident firing of auditory nerve fibers with tem-

60

poral precision. J Neurosci., 15,3138-3153.

Guinan JJ. (1996). Physiology of olivocochlear efferents. In
Dallos P, et al, The cochlea. New York: Springer.,435-502.
Irvine DR. (1986). AnonymousThe Auditory Brainstem. Berlin:
Springer-Verlag..

Klepper A, Herbert H. (1991). Distribution and origin of no-
radrenergic and serotonergic fibers in the cochlear nucleus
and inferior colliculus of the rat. Brain-Res.,557,190-201.
Kossl M, Vater M, Schweizer H. {1988). Distribution of ca-
techolamine fibers in the cochlear nucleus of horseshoe bats
and mustache bats. J Comp Neurol..269,523-534.

Kossl M, Vater M. (1989). Noradrenaline enhances temporal
auditory contrast and neuronal timing precision in the CN of
the mustached bat. J Neurosci.,9,4169-4178.

Kromer LF, Moore RY. (1980). Norepinephrine innervation of
the cochlear nuclei by locus coeruleus neurons in the rat.
Anat Embryol.,158,227-244,

Manis PB, Marx SO. (1991). Outward currents in isolated
ventral cochlear nucleus neurons. J Neurosci., 11,2865-2880.
Manis PB. (1990). Membrane properties and discharge cha-
racteristics of guinea pig dorsal cochlear nucleus neurons stu-
died in vitro. J Neurosci.,10,2338-2351.

Oertel D, Bal R, Gardner SM. Smith PH, Joris PX. (2001).
Detection of synchrony in the activity of auditory nerve fibers
by octopus cells of the mammalian cochlear nucleus.
PNAS.97,11773-9.

Oertel D, Fujino K. (2001). Role of biophysical specialization
in cholinergic modulation in neurons of the ventral cochlear
nuclei. Audiol Neurootol., 6(4),161-6.

Oertel D, Wu SH, Garb MW, Dizack C. (1990). Morphology
and physiology of cells in slice preparations of the PVCN of
mice. J Comp Neurol.,295,136-154.

Qertel D. (1983). Synaptic responses and electrical properties
of cells in brain slices of the mouse anteroventral cochlear
nucleus. J Neurosci.,3,2043-2053.

Perney TM, Kaczmarek LK. (1997). Localization of a high
threshold potassium channel in the rat cochlear nucleus. J
Comp Neurol,,386,178-202.

Rall W, Segev |. (1985). Space clamp problems when voltage
clamping branched neurons with intracellular  mic-
roelectrodes. In “Voltage and Patch Clamping with Mic-
roelectrodes”. Ed., T.G Smith, H. Lecar, S.J Redman, P.W
Gage. American Physiclogical Society, Bethesta, Maryland.
Reiter ER, Liberman MC. (1995). Efferent-mediated pro-
tection from acoustic overexposure: relation to slow effects of
olivocochlear stimulation. J, Neurophysiol.,73,506-514.

Wang X, Robertson D. (1997). Two types of actions of no-
repinephrine on identified auditory efferent neurons in rat
brain stem slices. J. Neurophysiol.,78,1800-1810.



