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Fare Colliculus inferiore Sinir Hiicreleri Uzerine Asetilkolinin Etkileri

Ramazan BAL"  Hayrullah KOSE™

Gelis Tarihi: 16.09.2001

Ozet: Bu ¢alismada norotransmitterlerden asetilkolinin colliculus inferiore sinir hiicrelerini ne sekilde etkilediginin
belirlenmesi amaglandi. Fare colliculus inferiore’unda yer alan sinir hiicrelerinden tiim hiicre patch clamp teknigini
kullanilarak hiicre i¢i kayitlar alindi. Diizenli atesleme modeli olusturan sinir hiicrelerinin kendiliginden olusan akti-
viteleri ve katot ile anot akimlar1 uygulanarak uyarilan aktiviteleri kaydedildi. Kii¢iik miktardaki katot akim uygu-
lamalar1 (0.05-0.15 nA) ile ¢ok sayida aksiyon potansiyeli olusturuldu. Dinlenme zar potansiyelinin anot akimlarla
hiperpolarize edildikten sonra ayni miktarlarda katot akim uygulamalarina yanit olarak, ayni hiicrelerde uyarilan
aksiyon potansiyel sayisinin belirgin olarak azaldigi gozlendi. Perfiizyon solusyonu igerisinde uygulanan
asetilkolinin (0.05 mM), dinlenme zar potansiyelini 17 mV degerinde depolarize ettigi, kendiliginden olusan aksiyon
potansiyel sayisini belirgin olarak artirdigi, ve membran potansiyelinde dalgalanmalar meydana getirdigi gozlendi.
Sonug olarak, asetilkolinin colliculus inferiore’un sinir aktivitesini artirdig1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolin, colliculus inferiore, hiicre i¢i kayit

Effects of Acethylecholin on Mice Inferior Colliculus Neurons

Summary: In this study, it was aimed to study the effects of acethylcholine, a neurotransmitter, on neurons in the
inferior colliculus. Intracellular recordings using the whole cell patch clamp technique were made from neurons of
mice inferior colliculus. Spontaneous activity and the evoked responses elicited with depolarizing and
hyperpolarizing current pulses were recorded from neurons with regular firing pattern. Small amounts of current
injections (0.05-0.15 nA) caused the cells to fire many action potentials. The same amount of currents following the
preconditioning hyperpolarizing pulses ended up with less action potentials. The application of acetylcholine added
in the perfusing solution (0.05 mM) depolarized the resting potential by 17 mV, increased the number of action
potential occurred spontaneously and caused the membrane potential record to be uneven. In conclusion,
acethylcholine increased the activity of inferior colliculus.

Key Words: Acethylcholine, inferior colliculus, intracellular recording.

Giris lemniscus’ta yer alan sinir hiicrelerinin aksonal

uzantilar1 tarafindan meydana getirilen fibro-

Colliculus inferiore, memelilerin isitme sis- dendritik laminalardan olusmustur'***?*,

temi ile ilgili beyin korteksine giden ve beyin Asetilkolinin muskarinik reseptérler araci-
korteksinden alt ¢ekirdeklere giden iletim sistem- lig1 ile olusturdugu uyarim beyin fonksiyonunda
lerinin zorunlu gegis yaptig1 veya sinaps yaptigi 6nemli bir hiicresel olaydir. Asetilkolinin normal
bir gekirdektir”*'****"*. Colliculus inferio-re’nin colliculus inferiore’un fonksiyonunda da 6nemli
merkez ¢ekirdegi, buradaki disk sekilli sinir hiic- bir gorevi oldugu diisiiniilmektedir’?. Ciinkii
relerinin  akson ve dendritlerinden ve lateral collicular inferiore’un tiim bolgelerinde muskarin
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reseptorlerini boyayan quinuclidinyle benzilate’a
(QONB) kars1 yiiksek seviyede bir immuno-
reaksiyon belirtilmistir'>. IC’ya, cerebral kor-
teks’ten kaynaklanan descending baglantilarinin
oldugu bildirilmistir'2. Bu sekildeki isitme siste-
minin her seviyesinde, sinirsel geribildirim devre-
lerinin 6nemli oldugu bilinmektedir. Bununla bir-
likte kolinerjik eferent uyarilarmin IC’daki fonk-
siyonu tam olarak anlagilamamistir. Medial
olivokohlear sinir liflerinin (MOC), cochleanin
mekanigini degistirerek 8. sinir liflerinde aksiyon
potansiyeli olusumunu baskiladig1 ve ayrica direk
ve indirek olarak cochlear c¢ekirdekteki sinir
hiicrelerininde de aksiyon potansiyeli olusumunu
baskiladig1 bildirilmistir'>. Medial olivokohlea
araciligi ile olusan baskilamanin, cochlea’y1 gii-
riiltiiniin tahrip edici etkisinden korumaya yonelik
oldugu™~° ve giiriiltiide sinyallerin algilanabilme-
sine yardimci oldugu"’ bildirilmistir.
Asetilkolinin IC’da uyarim meydana getirmesi,
alt isitme yolu iizerinde bulunan ¢ekirdeklerinde
baskilanan uyarimin tekrar normal seviyeye ci-
kartilmast ile ilgili oldugu diisiiniilebilir'".

Omurgali hayvanlarin sinir hiicrelerinin
asetilkolin ile uyarilmasi ¢ogunlukla atropine du-
yarlt muskarinik reseptorler araciligi ile meydana
gelir. Muskarinik reseptorlerin araciligiyla uyari-
labilirligin degismesi G-protein ile baglantili ola-
rak gergeklesir. Bu tiir uyarim temelde nikotinik
reseptorlerin neden oldugu uyarimdan farklidir.
Muskarinik reseptorlerin G-protein ile baglantili
olarak uyarilabilirligi degistirmesi dolayli olarak
iyon kanallarmi etkilemesiyle meydana gelir.
Muskarinik reseptorler tarafindan degistirilen i-
yon akimlar1 arasinda, hippokampal ve neostrial
sinir hiicrelerinde A-akimi®®, strial spinny sinir
hiicrelerinde siirekli potasyum akimi, dorsolateral
septal c¢ekirdegi ve asosiyasyon korteksin sinir
hiicrelerinde secici olmayan katyon akimi yer
almaktadir'*"®. Nikotinik reseptorler, voltaj kapili
iyon kanallan ile etkilesime girerek uyarilabilir-
likte degisiklige neden olurlar'®. Collicular
inferiore sinir hiicre membranlarinin 6zelliklerin-
den dolay1, iyon akimlarindaki kiigiik degisiklik-
ler hiicrenin aksiyon potansiyeli uyarilma frekan-
sinda biiyiik degisikliklere neden olmaktadir”,
Colliculus inferiore, isitme ile ilgili duyu sistemi-
nin ilk isleme istasyonu oldugundan sinir hiicrele-
rinin uyarilabilirligindeki degisimler duyu bilgile-
rinin iglenmesinde de etkili olacaktir.

Bu c¢alismada colliculus inferiore’deki
kolinerjik uyarimlarin colliculus inferiore’un
merkez ¢ekirdegindeki sinir hiicreleri iizerinde

meydana getirdigi etkilerini arastirilmasi amag-
land1.

Gere¢ ve Yontem

Tiim deneyler, Wisconsin-Madison Uni-
versitesinin ‘Hayvan kullanim komitesinin kural-
larina uygun sekilde yapilmistir.

Kesitlerin hazirlanmasi:

Bu calismada 18-21 giinliik bes adet ICR
cinsi fare kullanildi. Hayvanlar dekapite edildik-
ten sonra baslari, 130 mM NaCl, 3 mM KCI, 1.2
mM KH,POy4, 2.4 mM CaCl,, 1.3 mM MgSOs, 3
mM HEPES ve 10 mM glukoz (%95 O2 ve %5
CO2 ile doyurulan) igeren yapay beyin omurilik
stvist (aCSF) igerisine kondu (31°C). Colliculus
inferiore’nin colliculus superiore ile birlikte
diseksiyonu yapildi ve vibrotom ile 175 pum ka-
linlikta kesitler alindi. Kesitler bir saklama kabina
konarak 95% O, ve 5% CO, iceren gazla siirekli
olarak oksijenlendi. Kesitler kayit odasina alin-
diktan sonra inverted mikroskop (Zeiss, X63 suya
girebilen lens kullanarak) ile incelendi. Kesitler
kayit odasinda da stirekli olarak ayni igerikli gaz
ile oksijenlenmis aCSF ile beslendi. Yapay beyin
omurilik sivisinin dakika akis hizi 7 ml ve sicak-
l1g1 ise 33°C olarak ayarlandi. Oksijenlemenin iki
temel nedeni; sinir hiicrelerinin siirekli ihtiyaci
olan oksijen saglanmasi ve aCSF solusyonunun
pH’sin1 7.3 degerinde dengede tutmak igin bikar-
bonat tampon  sisteminin  kullanilmasidir.
Asetilkolinin  sinir hiicrelerine uygulanmasi
perfiizyon solusyonun i¢ine katilarak yapildi.

Elektrofizyoloji:

Tiim hiicre patch clamp kayitlari, 200A
amplifier (Axon instruments) hizli akim clamp’ina
ayarlanarak yapildi. Patch mikroelektrotlari, dis
caplari 1 mm ve i¢ ¢aplar1 0.58 mm olan ve i¢
ylizeyinde bir flaman bulunan borosilikat
kapillarlardan (World Precision Instruments,
Sarasota, FL., USA) yapildi. Mikroelektrot, iceri-
g1 108 mM K-gluconate, 4.5 mM MgCl,, 14 tris2-
fosfokreatinin, 9 mM HEPES, 9 mM EGTA, 4
mM Na,-ATP ve 0.3 mM tris-GTP (pH’1 7.4)
olan pipet solusyonu ile dolduruldugunda
mikroelektrodun u¢ direnci, 5-8 MQ olarak 6l-
¢uldi. Olusan kapasitansi azaltmak i¢in elektrot-
lar uclarma kadar Sylgard ile kaplandi. Tiim kim-
yasal maddeler Sigma’dan temin edildi.



Verilerin kaydedilmesi:

Hedef hiicre secildikten sonra hiicre i¢i ka-
yit almak i¢in, mikroelektrota negatif emme ba-
sinci uygulayarak tiim hiicre patch clamp
konfigiirasyonu elde edildi. Analog veriler, 5-10
KHz’de filtre edildikten sonra veriler pClamp
(versiyon 8, Axon instruments) ile idare edilen
Digidata 1320 doniistiiriici ile 10-40 KHz fre-
kanslarda dijital sisteme doniistiiriilerek bilgisa-
yarda kaydedildi. Uretilen veriler ayn1 zamanda
kayit kagitlarina yazdirildi. Pipet solusyonu ile
aCSF arasinda meydana gelen 12 mV degerindeki
kavsak(junction) potansiyelinden dolayi, voltaj
kayitlarinda ayni1 miktarda bir diizeltme yapildu.
Sonuglar, ortalama + standard hata (N) (x = Sx,
(N)) olarak verildi. N, analiz i¢in hesaba alinan
sinir hiicresi sayisini temsil etmektedir

Bulgular

Patch clamp tekniginde colliculus
inferiore sinir hiicrelerinin normal membran
ozellikleri:

Colliculus inferiore’nin merkez c¢ekirde-
ginde yer alan sinir hiicrelerinin hiicre i¢i kayitlar
ttim hiicre patch clamp teknigi kullanilarak alinda.
Sadece saglikli hiicrelerden kayit alindi. Bu ne-
denle yalnizca yirmi dakika veya daha uzun siireli
kayitlar elde edilebilen ve dinlenme potansiyeli —
50 mV ve daha negatif degerli olan sinir hiicreleri
degerlendirmeye alindi. Ortalama dinlenme zar
potansiyeli —56 £ 5 mV (n=5), membran zaman
sabitesi, 7 = 2 ms (n=5) ve membran direnci ise
150 £ 40 MQ (n=5) olarak hesaplandi. Bu deger-
ler, dinlenme zar potansiyeline ¢ok yakin negatif
potansiyellerde en az seviyede iyon kanallar aktif
oldugu i¢in kiiciik degerlikli anot akimlarina yanit
olarak olusan voltaj kayitlarindan elde edilmistir.

Bu kayitlarda sadece tek bir IC sinir hiicre-
sinde kendiliginden olusan aksiyon potansiyeli
meydana geldigi, digerlerinde ise engelleyici ve
uyaric1 sinaptik potansiyellerin olustugu, fakat
kendiliginden aksiyon potansiyeli olusmadigi
gozlendi. Sekil 1°de goriilecegi gibi, IC sinir hiic-
releri, ¢ok kiiclik miktarlardaki katot akim uygu-
lamalarma c¢ok sayida aksiyon potansiyeli olustu-
rarak cevap vermistir. Uygulanan akim miktar
artirildik¢a dogru orantili olarak aksiyon potansi-
yeli sayisinin da arttigr gézlendi. Anot akim uy-
gulandiginda ise, membran potansiyeli negatif
degerler kazand1 ve negatifligin derecesi ise anot
akiminin miktar1 ile orantili olarak bulundu(Sekil
1 B). Membran katot akimlar1 dncesinde anot a-
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kimlarla hiperpolarize edildiginde yani negatifles-
tirildiginde aym miktarlardaki katot akimlara ya-
nit olarak meydana getirdigi aksiyon potansiyeli
sayisinin belirgin sekilde azaldig1 gozlendi (Sekil

1C)
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ﬂmw \—/' \I
005nA | -0.15nA
c1

oam [ [o5m

Sekil 1:
Colliculus inferiore sinir hiicrelerinin normal
membran ozellikleri. A: Sinir hiicresinde +0.05
(A1), +0.1 (A2) ve +0.15 nA (43) miktarlarda
dogru akim enjeksiyonlarina yanit olarak olusan
voltaj cevaplar: goriilmektedir. B: Ayni sinir hiic-
resine ayni miktarlarda fakat anot yapida akimlar
verildi. C: Ayni sinir hiicresi anot akimlarla,
normal dinlenme zar potansiyeli daha negatif
degerlere kaydirildiktan sonra ayni miktarlarda
(+0.05 (Cl), +0.1 (C2) ve +0.15 nA (C3)) katot
akimlart uygulandiginda aksiyon potansiyel sayi-
smin azaldigi gozlendi.

00

Asetilkolinin sinir hiicresinin kendiliginden
olusan aktivitesi Tlizerine etkisi Asetilkolin,
perfiizyon ¢ozeltisi igerisine katilarak sinir hiicre-
lerine uygulandi. Uygulanmasimdan yaklagik iki
dakika sonra kademeli olarak dinlenme zar potan-
siyelinin daha pozitif degerlere kaydig1 gozlendi.
Asetilkolinin (0.05 mM) varliginda dinlenme zar
potansiyeli =39 + 3 ms (n=5) olarak hesaplandi.
Dinlenme zar potansiyelindeki artisin miktarinin,
hiicreden hiicreye degistigi gibi ayni hiicrede de
zamana bagl olarak degistigi gozlendi. Dinlenme
zar potansiyelindeki depolarizasyonun miktari
istatistiki olarak onemli (P< 0.001, n=5) olarak
bulundu. Kontrol sartlarinda sadece tek bir sinir
hiicresinde kendiliginden aksiyon potansiyeli o-
lustugu gozlendi. Bu sinir hiicresinde asetilko-
linin uygulanmasiyla, kendiliginden olusan aksi-
yon potansiyeli sayisinda bir artis gorildi
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Asetilkolin, diger colliculus inferiore hiicrelerinde
cok sayida kendiliginden olusan aksiyon potansi-
yellerinin goriilmesine neden oldu. (Sekil 2).

A B c
Kontrol Asetilkolin (0.05 mM) Kontrol

S1tmV — =50 MV e

Sekil 2:
Asetilkolin, perfuzyon solusyonu ile hiicreye uy-
gulandiginda kendiliginden aksiyon potansiyeli
olusturmayan colliculus inferiore sinir hiicresi
(A) ¢cok sayida aksiyon potansiyeli olusturdu (B).
Asetilkolin hiicre ortamindan uzaklastirildiginda
sinir hiicresi tekrar normale déndii.

A1 A2 A3
i | lwm\r‘
J T5ms
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B1 B2 B3
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Sekil 3:

Asetilkolinin katot (A) ve anot (B) akimlart ile
olusan voltaj cevaplarinda meydana getirdigi
etki. Akam biiyiikliikleri akim protokoliiniin yanin-
da gosterilmistir. C: Asetilkolinin perfuzyon ile
hiicre ortamindan uzaklastiriimasindan sonra
elde edilen hiicre i¢i kayitlar. Asetilkolin varli-
ginda (A ve B) membran voltajinin zaman zaman
dalgalandigi ve asetilkolinin ortamdan uzaklasti-
rimasi ile bu dalgalanmalarin kayboldugu go-
riilmektedir.

Asetilkolinin akimlara yamt olarak olu-
san aktivite iizerine etkisi:

Asetilkolinin, katot akimlarina yanit olarak
meydana gelen aksiyon potansiyeli sayisi ilizerine
etkisinin degisken oldugu gozlendi. Bazi hiicre-
lerde, asetilkolinin aksiyon potansiyeli sayisini
belirgin olarak artirdigi, bazi hiicrelerde ise degis-
tirmedigi gobzlendi. Buna baglh olarak da
membran voltajinin dalgalandig tespit edildi. Bu
dalgalanmalar Sekil 3 B’de belirgin olarak go-
rilmektedir (oklarla gdsterilmistir). Aymi hiicre
daha sonra perfiizyon sivisiyla yikanarak
asetilkolinden arindirildiginda membran voltaj
kayitlarinin normallestigi, dalgalanmalarn kay-
boldugu, membran potansiyelinin negatiflestigi
belirlendi (Sekil 3 C).

Tartisma ve Sonug¢

Bu calisma, colliculus inferiore’nin sinir
hiicrelerinin kendiliginden olusan ve uyarilan ak-
tivitelerinin in vitro sartlarda asetilkolin tarafin-
dan degistirildigini gdsteren ilk sistematik c¢alis-
madir. Le Beau ve ark® in vivo sartlarda hiicre
dis1 kayit teknigini kullanarak colliculus inferiore
sinir hiicrelerinin yanitlarin1 iyontoferik olarak
uygulanan GABA ve glisine yanit olarak degisti-
gini gostermislerdir’’. Bu ¢alismada deneylerin
diizenli uyarilma modeline sahip hiicre tiplerinde
yapilmasi (Sekil 1) Le Beau ve arkadaslarinin®
sonuclart ile karsilagtirma agisindan Onemlidir.
GABA ve glisin, colliculus inferiore hiicrelerinde
baskilayict etki olusturarak, sinir hiicrelerinin u-
yartlma yetenegini azaltmiglardir. Bunun temel
nedeni, engelleyici sinaps sonrasi potansiyellerin
(IPSP) artmasiyla zar dinlenme potansiyelinin
daha negatif degerler kazanmasi ve boylece sinir
hiicrelerinin daha az sayida aksiyon potansiyeli
olusturmasidir. Yapilan ¢alismada, anot akimlari
ile negatiflestirilen zar dinlenme potansiyelinin,
olusan aksiyon potansiyeli miktarmi azalttig1 an-
lasilmistir (Sekil 1 C). Bu bulgu, Le Beau ve ar-
kadaslarmin® verilerini destekler niteliktedir.
Hiicre zarmin dinlenme potansiyelinden daha ne-
gatif voltajlarda, aksiyon potansiyeli olusumunun
azalmasinda, potasyum A-akimmin biiyiik rol
oynadigi  bilinmektedir'®'®*  Potasyum A-
kanallar1 dinlenme zar potansiyelinden daha ne-
gatif degerlerde oldugunda etkin hale gecerler'>*.
Potasyum akimlari, sinir hiicrelerinin uyarilabilir-
liginde baskilayici nitelikte bir etki olusturdukla-
rindan, bu etkinin sinir hiicresinin uyarilma yete-



negini degistirdigi ve aksiyon potansiyel olustur-
ma yetenegini belirgin olarak azalttig1 bildirilmis-

tir’,

Bu calismada, asetilkolinin kendiliginden
aksiyon potansiyeli olusturmayan sinir hiicrele-
rinde ¢ok sayida aksiyon potansiyeli olusturmasi-
na neden oldugu ve normalde kendiliginden aksi-
yon potansiyeli olusturan tek sinir hiicresinde ise
ortaya c¢ikan aksiyon potansiyeli sayisinda belir-
gin bir artisa neden oldugu belirlendi. Dinlenme
zar potansiyelinin 17 mV depolarize voltajlara
kaydigi gozlendi. Bu iki gozlemin birbiri ile ilig-
kili oldugu bu konuda galisan diger arastiricilar
tarafindan da'' vurgulanmaktadir. Dinlenme zar
potansiyeli 17 mV kadar depolarize oldugunda,
sodyum kanallar1 aktivasyon esik degerine ¢ok
yakinlastigindan, az miktarda olusan uyarict
sinaps sonrast potansiyellerle (EPSP), aksiyon
potansiyelleri daha kolay ortaya ¢ikmakta-
dir*'?'%28 By calismada, kendiliginden olusan
aksiyon potansiyeli miktarinin artti§1 gézlenmistir
(Sekil 2).

Asetilkolinin, zar potansiyelinde dalgalan-
malar olusturdugu belirlendi (Sekil 2 B ve Sekil 3
A ve B). Voltaj kayitlarindaki bu tiir dalgalanma-
larin anterioventral kohlear cekirdekte bulunan
stellate hiicrelerinde de asetilkolin uygulamasina
bagl olarak gelistigi bildirilmistir''. Asetilkoli-
nin, muskarinik ve nikotinik reseptorlerin her iki-
sini de etkiledigini bildirenlerin yanisira'*"®,
Fujino ve Oertel'' boyle bir etkinin nikotinik re-
septorlerden ileri geldigini 6ne siirmektedir. Di-
ger taraftan nikotinle iliskilendirilen boyle bir
etkinin yani sira muskarinik reseptorlerden kay-
naklanan ayr bir etkinin de gozlendigi bildiril-
mistir'’. Bu c¢alismada colliculus inferiore sinir
hiicrelerinde  ortaya ¢ikan  dalgalanmalar,
muskarinik ve nikotinik reseptorlerin birlikte ca-
lismastyla bu dalgalanmalarin olustugunu bildiren
arastiricilarin verileriyle benzerlik gostermekte-
dir. Asetilkolin, G-proteinle iligkili olarak
muskarinik reseptorler lizerinden etkisini baslata-
rak, basta potasyum kanallar1 olmak iizere bir ¢ok
iyon kanallariin etkinlesmesine neden olur.
Muskarinik reseptorlerin aktivasyonuyla, kalsi-
yum ile aktiflesen potasyum akiminin, M-
akiminin ve hiicre i¢ine dogru akan diizeltici po-
tasyum akimunin baskilandigi bildirilmistir’ >3,
Nakajima ve arkadaslari®® colliculus inferiore si-
nir hiicrelerinde asetilkolinin fizyolojik olarak
islev gordiigiinii belirlemislerdir. Bununla birlikte
asetilkolinin ndrotransmitter olarak roliiniin ne
oldugu hakkinda kesin bir bilgi elde edilememis-
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tir. Sonug olarak, bu c¢alisma asetilkolinin,
membran kanallar1 tizerine etkiyerek IC sinir hiic-
relerinin elektrisel davranislarinin etkinlesmesine
neden oldugunu gostermistir. Bunun fizyolojik
olarak isitme sistemi ile ilgili bilgilerin kodlan-
masinda ne sekilde etkili olacagi hakkinda var
olan bilgiler 1s1ginda kesin bir sey soylemek
miimkiin degildir. Medial olivokohlear sinir hiic-
relerinin, asir1 giiriiltiili bir ortamda kulaklar1 ko-
rumak i¢in kohlea’da baskilayict bir etki olustur-
dugu buna karsin, isitme sistemiyle ilgili beyin
korteksinden gelen, beyinden ¢ikan yollarla
kohlear c¢ekirdekte wve colliculus inferiore’de
muskarinik ve nikotinik reseptorler araciligiyla
s0z konusu baskilamayi telafi etmek igin tersi bir
etki olusturdugu kanisma varilmstir'".
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