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OZET

Amag: Elektrikle ya da yiiksek potasyumla uzun siireli uyarilmanin sican stria-
tal beyin dilimlerinde asetilkolin ve kolin metabolizmasina etkilerini belirlemek.

Yontemler: Striatal dilimler dinlenme durumunda, elektrikle uyanlarak ya
da yiiksek potasyumla depolarize edilerek 120-dakika perfiize edildi. Per-
fiizatta ve dokudaki asetilkolin ve kolin radioenzimatik yontemle olciildii.

Bulgular: Dinlenme kosullarindaki dilimlerden ortama 376+20 pmol/mg
protein/120 dakika asetilkolin ve 2375+85 pmol/mg protein/120 dakika
kolin saliverildi. Uyariima ile asetilkolin saliverilmesi 5-6 kat artarak elekt-
rikle uyariimada 2830+174 pmol/mg protein/120 dakika, potasyumla de-
polarizasyonda ise, 236085 pmol/mg protein/120 dakika diizeyine ulasti.
Kolin saliverilmesi elektrikle uyarimda degismedi. Potasyumla depolarizas-
yonda ise, kolin ¢ikist ilk 20 dakikalik donemde %50 artmakla (p<0,01) be-
raber, 120 dakikalik donemin toplaminda %25 kadar azaldi (p<0,05). Ba-
zal kosullarda perfiizyon ile doku asetilkolin ve kolin diizeyleri degisme-
di. Elektrikle uyanima doku kolin diizeyi degismedi. Doku asetilkolin diize-
yinde ise sinirl (%20; 485+25 pmol, P<0,05) bir azalma oldu. Potasyum-
la depolarizasyonda dokudan asetilkolin kaybi (1800+85 pmol/mg prote-
in) ve kolin kaybi (602+28 pmol/mg protein) daha yiiksekti. Dinlenmede
sartlarinda tutulan, elektrikle uyanlan ya da potasyumla depolarize edilen
dilimler 120 dakikalik siirede, sirayla, 390+21, 2345165 (p<0,001) ya da
96065 (p<0,001) pmol/mg protein asetilkolin ve 2335+170, 2203+95 ya
da 1241105 pmol/mg (p<0,001) kolin sentez etti. Toplam kolin olusumu
(asetilkolin-+kolin) bazala gére elektrikle uyariima ile %60 artti (p<0,001).
Potasyumla depolarizasyonda ise, %25 baskilandi (p<0,05).

Sonuglar: Bu bulgular elektrikle ve yiiksek potasyumla uyanlmanin stria-
tal dilimlerde asetilkolin ve kolin metabolizmasini farkl bir sekilde etkile-
digini gostermektedir. Elektrikle uyariima asetilkolin sentez ve saliverilme-
sini ve dokuda kolin olusumunu arttirmaktadir. Potasyumla depolarizyon-
da ise asetilkolin sentez ve saliverilmesi artarken yeni kolin olusumu bas-
kilanmaktadir.

Anahtar sozciikler: striatal dilimler, kolin, asetilkolin, elektriki uyariima,
K* depolarization
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EFFECTS OF ELECTRICAL STIMULATION AND K* DEPOLARIZATION ON THE
RELEASE AND CONTENTS OF ACETLCHOLINE AND CHOLINE IN SUPERFUSED
SLICES FROM RAT STRIATUM

ABSTRACT

Effects of electrical stimulation and potassium depolarization on acetylcho-
line and choline release and synthesis in rat brain striatal slices

Objective: The aim of the study was to determine effects of electrical stimu-
lation and potassium depolarization on acetylcholine and choline release
and synthesis in rat brain striatal slices

Methods: Striatal slices from rat brain were perfused with physiological me-
dium under basal and stimulated conditions, either with electrically or high
potassium medium, for 120 min. Acetylcholine and choline contents of the
perfusate and tissue were assayed radioenzymatically.

Results: Striatal slices released 37620 pmol/mg protein/120 min acetylcholine
and 237585 pmol/mg protein/120 min choline into the perfusate at rest. When
sliced stimulated by high potassium or electrically, acetylcholine release into the
perfusate were increased by 5-6 folds and reached to 2360+85 or 2830+174
pmol/mg protein/120 min, respectively. Choline release into perfusate was
not change during electrical stimulation. During high potassium depolariza-
tion, choline release increased by 50% at first 20-min period but decreased by
25% during the whole of 120-min period. The tissue contents of acetylcholine,
but not choline, decreased slightly (by 20%; p<0.05) during electrical stimula-
tion. While during high potassium depolarization the tissue acetylcholine and
choline contents were both decreased (p<0.001), by greater extend, by about
80% and 50%, respectively. Acetylcholine and choline synthesis were 391+21
and 2435170 pmol/mg protein, 2345165 and 2203+95 pmol/mg protein or
96065 and 1241105 pmol/mg protein at rest, during electrical stimulation or
high potassium depolarization, respectively.

Conclusion: These data show that electrical stimulation and potassium de-
polarization have different effect on acetylcholine and choline synthesis
and release in striatal slices. Electrical stimulation enhances synthesis and
release of acetylcholine and choline, while stimulation with high potassium
results with increase in acetylcholine synthesis and release and dedline in
choline release and production.

Key words: striatal slices, acetlcholine, choline, eletrical stimulation,
K* depolarization
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Giris

Beyin dilimleri teknigi tarif edildiginden (1) beri, 50 yili as-
kin bir stiredir, biyokimyasal, nérokimysal, norofizyolojik,
néroanatomik ve nérofarmakolojik calismalarda kullanil-
mistir ve glinimuzde de hala yaygin bir sekilde kullanil-
maktadir (1-5). Norofarmakoloji bakimindan ele alindi-
ginda beyin dilimleri yontemi arastiricilara ilaglarin nérot-
ransmitter sistemlerine fizyolojik ve nérokimyasal etkile-
rini incelemede genis imkanlar saglamaktadur. ilaclar per-
fiizyon ortamina fizyolojik ve farmakolojik konsantrasyon-
larda eklenebildiginden konsantrasyon yanit iliskileri, re-
septor ve reseptor lUzerinden olmayan etkiler, agonist, an-
tagonist etkilesimleri gibi klasik farmakoloji calismalar ko-
laylikla ve guvenilir bir sekilde yuritilebilmektedir. Beyin
dilimleri dinlenme kosullarinda tutulabilmekte ya da uya-
rilarak ilag etkileri bu kosullarda denenebilmektedir.

Beyin dilimleri teknigi laboratuarimizda da uzun bir si-
redir kullaniimakta olup agirlikh olarak sican striatal, kor-
tikal ve hippokampal dilimlerinde perfiizyon kosullari-
nin (uzun sureli uyarilma gibi) ve ilaglarin kolinerjik me-
kanizmalara, asetilkolin ve kolin metabolizmasina etkile-
ri incelenmektedir (6-11). Bu ¢alismalar sirasinda elektrik-
le uyarilan dilimlerde nérotransmitter asetilkolin saliveril-
mesinin sabite yakin bir sekilde sinirli azalmalarla strdi-
raldiigu (7,11), potasyumla uyarilmada ise asetilkolin sali-
verilmesinin baslangigtaki diizeyde surdirilemedigi (10,
11) ve dokudan da asetilkolin kaybi oldugu g6zlenilmistir.
Perfiizyon ortamina disardan kolin eklenmesi ile elektrik-
le ve yiiksek potasyumla uyarilmanin neden oldugu ase-
tilkolin saliverilmesinin belirgin bir sekilde arttigi (7,11,
12), potasyumla uyarilan dilimlerde asetilkolin saliveril-
mesindeki ve doku diizeyindeki azalmalarin kolin tarafin-
dan 6nlendigdi saptanmistir (10). Elektrikle uzun sireli uya-
rilan striatal dilimlerin asetilkolin sentezi ve saliverilmesi-
nin stirdurilmesinin membran fosfolipidlerinden yeni ser-
best kolin olugmasi ile baglantili oldugu ve bu kosullar-
da membran yikiminin ortaya c¢iktigi anlasiimistir (7,12).
Nitekim disardan kolin eklenmesi elektrikle uyarilmanin
neden oldugu asetilkolin sentez ve saliverilmesini artti-
rirken membran yikimini da 6nlemektedir (7). Yiksek po-
tasyumla uyarilma kosullarinda asetilkolin saliverilme hizi-
nin ve doku diizeyinin uzun sireli korunmasi bu kosullar-
da membran fosfolipidlerinden yeni kolin molekdili olu-
sumun elektrikle uyarilmaya gére daha yavas olmasi ya da
bu fenomenin yiiksek potasyumla dnlenmesi ile ilgili ola-
bilir. Ancak bu olasiliklar daha 6nceki ¢calismalarda detayli
bir sekilde incelenmemistir.

Bu calismada yukarda agiklanan bulgularin isiginda elekt-
rikle uyarilmanin ve yliksek potasyumla depolarizasyonun
asetilkolin ve kolin metabolizmasina etkileri sican striatal
dilimlerinde incelenmistir. Esas olarak dilimler 120 daki-
ka suireyle kesintisiz olarak ya elektrikle ya da yiiksek po-
tasyumla uyarilmiglar ve sire icinde; 1. Perfiizata saliveri-
len asetilkolin ve kolin, 2. Dokudan kaybedilen asetilkolin
ve kolin ve 3. Doku tarafindan sentez edilen yeni asetil-
kolin ve kolin miktarlari belirlenmistir. Bulgularimiz striatal
beyin dilimlerinde fosfolipidlerin yikimi ile yeni kolin olu-
sumun elektrikle uyarilmada arttigini yiiksek potasyumla
depolarizasyonda ise azaldigini gostermektedir.

Yontem ve geregler

Deney hayvani

Galismada 300-350 g agirliginda eriskin erkek Spraque-
Dawley sicanlar (Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlan Yetistirme ve Arastirma Merkezi, Bursa) kulla-
nildi. Sicanlar 4-5 tanesi bir kafeste olmak (izere, standart
kosullarda (18-22 °C, 12 saat karanlk ve 12 aydinlik) yem
ve su alimlan serbest tutularak ve evrensel etik kurallara
uyularak bakildilar.

Striatal beyim dilimlerin hazirlanmasi

Sicanlar beyin dilimleri daha 6nce tarif edildigi sekilde ha-
zirlandi (11). Takiben 7-8 dilim bir perflizyon odacigin-
da olacak sekilde 37 °C'deki metabolik su banyosundaki
3 odacikl perflizyon sistemine alindi. Dilimler bu perfiz-
yon sisteminde %95 O, + %5 CO, gaz karisimi ile devam-
I olarak havalandirilan Krebs soliisyonu [Bilesimi (mM ola-
rak): NaCl, 120; KCl, 3,5; CaCIZ, 1,3; MgsO,, 1,2; Na,HCO,,
25, D-Gliikoz, 10 ve fizostigmin, 0,02] ile 0,6 ml/dakika hiz-
la 8 kanalli peristaltik pompa aracihdi ile 60 dakika sire
ile denge ve toparlanma icin stiperperfiize edildi. Bu den-
ge periizyonu sirasinda 40.-60. dakika arasindaki donem-
de perfiizat 6rnekleri kolin ve asetilkolin 6l¢imi icin top-
landi.

Perftizyon kosullar

Denge donemi sonrasi her {i¢ perfiizyon odacigindan 2 di-
lim “baslangi¢ doku 6rnegdi” olarak alindi. Takiben (¢ fark-
Il perflizyon odacigindaki striatal dilimler 3 farkli deneysel
kosul altinda ikinci bir 120 dakikalik donem daha perfiize
edildi. Birinci perflizyon ¢cemberindeki dilimler denge do-
neminde oldugu gibi bilesimi yukarida belirtilen Krebs s6-
lisyonu ile perfiize edildiler (“bazal kosullar”). ikinci per-
fizyon ¢emberindeki dilimler ise yine ayni bilesimdeki
Krebs sollisyonu ile perfiize edildi. Ancak bu dilimler 120
dakikalik stire boyunca surekli elektrikle (15 Hz, 80 mA,
30 mV, 1 ms) uyarildi (“elektrikle uyarilma”). Uyarilma igin
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perflizyon odaciklarinin zemininde ve kapagina yerlesik
Ag/AgCl, elektrolar ve “Grass 88” model stimilatér kulla-
nildi. Uglindii perfiizyon odacigindaki dilimler ise potas-
yumu ylukseltilmis (50 mM) Krebs sollisyonu ile perfiize
edildiler (“yliksek potasyumla depolarizasyon”). Bu Krebs
sollisyonunda izotonisitesini muhafaza etmek icin artti-
rilan potasyum iyonu kadar sodyum iyonu azaltilmistir.
Buna gore normal Krebs sollisyonundaki 3,5 mM olan K*
46,5 mM daha arttirllarak 50 mM c¢ikarilmis, 120 mM olan
Na* konsantrasyonu ise, 46,5 mM daha azaltilarak 72,5
mM duzeyine indirilmistir. Bu degisikler disinda Krebs so-
[Gsyonun geri kalan icerigi aynen muhafaza edilmistir. Bu
120 dakikalik ti¢ farkli deneysel kosulda (bazal, elektrikle
uyarilma ve yiiksek potasyumla depolarizyon) perfiizyon
boyunca 20-dakikalik donemler halinde 6 ardisik perfiizat
ornegdi asetilkolin ve kolin iceriklerinin dlgtilmesi icin top-
lanmistir. Deneyin sonunda dilimler perfiizyon cemberle-
rinden alinmis (“son doku 6rnegi”).ve asetilkolin, kolin ice-
rikleri ve protein diizeyleri 6l¢cim yapilmistir.

Perfiizattan asetilkolin ve kolin él¢lim(i

Her biri 20 dakikalik doneme ait 7 perfiizat 6rnedinden
bulunan asetilkolin ve kolin silisik asit kolon teknigi (12)
kullanilarak daha 6nce tarif edildigi gibi (7, 11) silisik asit
(Bio-Sil, Bio-Rad firmasi, CA, ABD) kolonlar ile ekstrakte
edildi. Kolin ve asetilkolin iceren asidik kolon siziintdleri
cam tlpler (12x75 mm) icinde toplandi ve vakum santrifi-
junde kurutuldu. Kurutulmus orneklerdeki kolin ve asetil-
kolin miktarlar radioenzimatik yéntemle (13), daha 6nce
anlatildigi sekilde (7, 11), 6l¢lldi. Kolin ve asetilkolin stan-
dartlari tim asamalarda (ekstraksiyon, kurutma ve enzi-
matik reaksiyonlar) 6rneklerle beraber yani isleme tabi tu-
tuldular. Standartlara karsi elde edilen rakyoaktiviteden
yararlanarak orneklerdeki kolin ve asetilkolin miktarlari
belirlendi. Degerler dilimlerdeki proteine gore duzeltildi.

Doku kolin, asetilkolin ve protein miktari 6l¢iimdi
Perfiizyonun basinda uyarilmaya gecilmeden 6nce ve
perflizyon déneminin sonunda dilimler perfiizyon oda-
ciklarindan alindi. Dilimler 2-3 kez 0,02 mM fizostigmin
iceren soguk distile su ile yikandilar. Takiben 1 ml sogu-
tulmus su icinde cam-teflon doku 6gtiiciisii ile homoje-
nize edildiler. Doku homojenatinda 0, 2 ml, sogutulmus 1
ml metil alkol ile karistirildi ve vorteksle karistiridi. Takiben
bunun Uzerine sira ile 2 ml kloroform ve 0,8 ml soguk
distille su eklendi. Karisim glicli bir sekilde vortekslen-
di. Karisim 4 -6 saat kadar buzdolabinda tutuldu. Karisim
10 dakika sireyle santriflije edilerek (3000 g, 4 °C) iki faz
olusmasi saglandi. Ustteki sulu fazdan 0,4 ml alinarak va-
kum altinda kurutuldu. Kurutulmus 6rneklerdeki kolin ve

asetilkolin, yukarida perfiizatlar icin tarif edildi, 6l¢imle-
ri yapildi. Degerler doku protein diizeyine goére diizeltildi.

Doku homojenatlarindan protein 6lciimii fotometrik yon-
temle (14) daha once tarif edildigi sekilde (7, 11) yapild.
Standart icin sigir serum albumin solisyonu (1 mg/ml)
kullanildi

[statistik

Hesaplamalarda ve istatistik degerlendirmelerde
“Pharmacological Calculations, Version 2" ve “Sigmastat,
Version 11" bilgisayar yazimlari kullanilmistir. Degerler,
aksi belirtiimedikce, ortalama + ortalamanin standart ha-
tasi (SH) olarak verilmistir. Ortalamalar arasi farklarin ista-
tistiki olarak karsilastirlmasinda tek yonli varians anali-
zi (ANOVA) ve Tukey testi kullaniimistir. Ayni dilimlerden
ardisik olarak toplanan perfiizatlardaki asetilkolin ve ko-
lin duzey degisimlerinin karsilastinlmasinda ise tekrarla-
nan 6lcimli tek yonli ANOVA ve Tukey testi kullanilimis-
tir. Doku kolin ve asetilkolin diizeylerinde degisimlerde es-
lestirilmis (paired) t-testi kullaniimistir. P degeri 0,05'den
daha kiiglik oldugunda farkin anlamli oldugu kabul edil-
mistir.

Sonuclar

Striatal dilimlerden bazalve uyarilma kosullarinda asetilkolin
saliverilmesi

Denge periyodunun sonunda 40.-60. dakikalar arasindaki
20-dakikalik donemde dilimlerden ortama saliverilen ase-
tilkolin miktar1 72 + 2 pmol/mg/protein( n = 18) ve kadar-
di. Bazal kosullarda perfiizyon 120 dakika daha stirdirdl-
diginde asetilkolin saliverilmesi 20-dakikalik periyodlar-
da degismeden [F (6,35) = 1,98; p = 0,331] sabite yakin se-
kilde devam etti (Sekil 1A).

Dilimlerin elektrikle uyarilmasi ortama saliverilen asetilko-
lin duizeyini 6-10 kat kadar arttirdi (Sekil 1A) ve ilk 20-da-
kikalik uyarilma déneminde asetilkolin cikisini 565 + 28
pmol/mg protein/20 dakika diizeyine yukseltti (Sekil TA).
Uyarilma devam ettikce asetilkolin saliverilmesi zamanla
azaldi [F(5,30) = 7,53; p<0,001] ve son 20-dakikalik uyaril-
ma déneminde 308 + 24 pmol/mg protein/20 dakika di-
zeyine kadar dustu. Ancak, 20-dakikalik uyariima dénem-
lerinin tiimiinde de asetilkolin ¢ikisi bazala gore istatistik
olarak anlamli [F(6,35) = 21,08; p<0,001] bir sekilde yliksek
seyretti (Sekil 1 A).

Yuksek potasyumla perflizyon ortamina gecis ile dilim-
lerden asetilkolin saliverilmesi 15 kat kadar 1239 + 170
pmol/mg protein/20 dakika (n = 6) diizeyine cikti (Sekil
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1A). Yiiksek potasyumla perfiizyonun devaminda ise, ase-
tilkolin ¢ikist hizli ve anlamli [F(5,30) = 11,27; p<0,001] bir
sekilde azaldi (Sekil 1A) ve son 20-dakikalik donemde 185
+ 32 pmol/mg/20 dakika dlizeyine indi. Bu diismeye kar-
sin yuksek potasyumla deporizasyonun surdigu 20-daki-
kalik 6 donemin hepsinde asetilkolin ¢ikisi bazala gore an-
lamli [F(6,35) = 12,63; p<0,001] olarak yliksek diizeyde kal-
di (Sekil 1A).

Sekil 1A'da da acik sekilde gorildiigu tzere striatal dilim-
lerden elektrikle uyarilma ve yliksek potasyumla depolari-
zasyona karsi asetilkolin saliverilme patterni ¢cok farkhyd.
ilk dénemde yiiksek potasyumla depolarizasyonun yol ac-
tid1 asetilkolin cikisi elektrikle olanin iki katindan daha yuk-
sekti (p<0,001). ikinci ddnemde her iki uyarilma ile saliveri-
len asetilkolin miktari esitlendi ve sonraki donemlerde (4.-7.
dénemler) ise potasyum depolarizasyonu ile asetilkolin ¢iI-
kisi elektrikle uyariimadan daha duasikta (Sekil 1A).

Striatal dilimlerden bazal ve uyarilma kosullarinda kolin
saliverilmesi

Denge periyodunun sonunda (1. dénem) dilimlerden ko-
lin ¢ikis hiz1 468 + 11 pmol/mg protein/20 dakika (n =
18) kadardi. Bazal kosullarda perflizyon sirdirildigin-
de perflizata kolin ¢ikisi zamanla azaldi [F(6,35) = 116,9,
p<0,001] ve son 20- dakikalik donemde 320 + 15 pmol/
mg protein/20 dakika (n = 6) diizeyine dustu (Sekil 1B).

Elektriksel uyariima kolin saliverilmesini degistirmedi ve
kolin cikisi, bazal kosullardaki gibi tedrici olarak azaldi
[F(6,35) = 6,39; p<0,001] (Sekil 1B).

Potasyum depolarizasyonun ilk 20-dakikalik dénemin-
de kolin ¢ikisi anlamh dl¢lide artti ve 675 + 40 pmol/mg
protein/20 dakika dlizeyine yiikseldi (p<0,01). Potasyumla
perflizyonun devaminda ise kolin cikisi hizh bir sekilde
duistii [F(5,30) = 41,71; p<0,001] (Sekil 1B).

Potasyumla depolarizasyonda kolin cikisi 2. ddnemde ba-
zal kosullarda tutulan ve elektrikle uyarilmaya dilimlere
gore daha yiksek (p<0,05), 4.-7. donemlerde ise daha du-
stk (p<0,05) oldu.

Striatal dilimlerden bazal ve uyarilma kosullarinda
asetilkolin+kolin saliverilmesi

Sekil 1C'de bazal kosullarda, elektrikle uyarilma ve yuk-
sek potasyumla depolarizasyon kosullarinda ortama ci-
kan asetilkolin ve kolin toplaminin degisik donemlerde-
ki durumu ve degisimi gosterilmektedir. Elektrikle uyari-
lan dilimlerde ortama ¢ikan asetilkolin ve kolin toplami

uyarilma boyunca bazaldan daha yiksek olarak seyret-
mektedir (Sekil 1C). Potasyumla depolarize edilen dilim-
lerde ise asetilkolin+kolin cikisi 2. ve 3. dénemlerde an-
lamli olarak yuksek iken, 4.-7. donemlerde bazal diize-
ye inmektedir (Sekil 1C). Elektrikle ve yiiksek potasyumla
uyarilma karsilastirildiginda ise ylksek potasyumla depo-
larize edilen dilimlerde asetilkolin+kolin ¢ikisi ilk donem-
de (2. donem) elektrikle uyariimadan yuksek (p<0,001), 3.
donemde benzerve4.,5.,6.ve 7.donemlerde ise daha di-
stk (p<0,05) oldu (Sekil 1A).

Striatal dilimlerde bazal ve uyarilma kosullarinda asetilkolin
dlizeyi degisimi

Sekil 2A'da bazal kosullarda perfiize edilen, elektrikle uya-
rilan ya da yuksek potasyumla depolarize edilen dilimler-
de doku asetilkolin diizeyleri degisimi gOsterilmistir. Bazal
kosullarda 120-dakika perfiize edilen dilimlerde doku ase-
tilkolin diizeyi degismeden kalirken, elektrikle uyarilan di-
limlerde %20 (p<0,05; paired t-test), potasyumla uyari-
lanlarda ise %80 (p<0,001; paired-test) kadar azalmakta-
dir (Sekil 2A). Yiiksek potasyumla depolarizasyon sonrasi
doku asetilkolin dlizeyi hem bazal kosullarda perfiize edi-
len ve hem de elektrikle uyarilan dilimlerdeki asetilkolin
diizeylerinden belirgin sekilde ve istatistik olarak anlam-
Il derece [F (2,15) = 50,18; p<0,001] duisik bulundu (Sekil
2A).

Striatal dilimlerde bazal ve uyarilma kosullarinda kolin
dlizeyi degisimi

Bazal kosullarda ya da elektrikle 120 uyarilarak perfiize
edilen dilimlerde doku kolin diizeyleri degismedi (Sekil
2B). Buna karsin, yiiksek potasyumla depolarize edilen
dilimlerde doku kolin diizeyi yari yariya azaldi (Sekil 2B).
Yiiksek potasyumla depolarizasyon sonrasi doku kolin di-
zeyi hem bazal kosullarda perfiize edilen ve hem de elekt-
rikle uyarilan dilimlerdeki doku kolin diizeylerinden ista-
tistik olarak anlamli derece [F (2,15) = 7,07; p<0,01] dlistk
bulundu (Sekil 2B).

Striatal dilimlerde bazal ve uyarilma kosullarinda
asetilkolin+kolin diizeyi degisimi

Sekil 2C'de bazal kosullarda perfiize edilen, elektrikle
uyarilan ya da yliksek potasyumla depolarize edilen di-
limlerde doku asetilkolin+kolin diizeyleri degisimi gos-
terilmistir. Bazal kosullarda perfiize edilen ya da elektrik-
le uyarilan dilimlerde doku asetilkolin+kolin diizeyi an-
lamli olarak degismeden kalirken, potasyumla uyarilan-
larda %70 kadar azaldi (p<0,001; paired-test). Yiiksek po-
tasyumla depolarizasyon sonrasi doku asetilkolin+kolin
diizeyi hem bazal kosullarda perfiize edilen ve hem de
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Tablo 1. Dinlenme ve uyariima kosullarinda striatal dilimlerde dokudan asetilkolin ve kolin kaybi, perfiizatta asetikolin ve kolin birikimi ve

dokuda yeni asetilkolin ve kolin olusmasi

Parametre/ Perfiizyon Dokudan eksilena Perfiizatta birikenb Dokuda yeni oluganc
kosulu (pmol/mg protein/120 d) (pmol/mg protein/120 d (pmol/mg protein/120 d)
Asetilkolin
Bazal -17 =6 376 = 20 390 = 21
Elektrikle uyariima 485 + 25* 2830 + 174* 2345 + 165*
Potasyumla uyarnima 1800 = 85*# 2345 + 165*# 960 + 65*#
Kolin
Bazal -60 = 12 2375 = 85 2435 = 170
Elektrikle uyanima 157 + 18* 2360 =+ 85 2203 = 95
Potasyumla uyariima 602 = 28*# 1850 = 125*# 1241 = 105*#
Asetilkolin + Kolin
Bazal -80 + 35 2750 = 115 2830 = 170
Elektrikle uyariima 645 + 35* 5190 = 195* 4545 = 105*
Potasyumla uyarnima 2400 = 92*# 4610 = 205*# 2200 = 125*#

Striatal dilimler Sekil 1'in altinda agiklandigi gibi 3 farkli kosul altinda 120 dakika perfiize edilmistir. Asetilkolin ve kolin igeriklerini 6lgmek icin perfizyon
baslangicinda ve sonunda doku drnekleri alinmig ve 120 dakika boyunca perfiizat toplanilmigtir. Degerler doku protein igerigine gore dizeltilmistir ve ortalama
+ standart hata olarak gosterilmistir (N = 6). Dokudan eksilen = 120 dakikalik perfiizyonun baginda ve sonunda alinan doku drneklerindeki bulunan diizeyler
arasindaki farki gostermektedir. Negatif (-) isareti ile belirtilen rakamlar dokuda o miktarda bir artigi ifade etmektedir. Perfiizatta biriken = 120 dakika siresince
perfiizata saliverilen ve perfiizatta olciilen toplam miktan gostermektedir. °Dokuda yeni olugan = Perfiizatta biriken miktardan, dokudan eksilen miktar
cikanilarak hesaplanmigtir. Diger bir ifade ile “dokuda yeni olusan miktar” = Perfiizatta biriken-dokuda eksilen formiiliine gore hesaplanmistir. *p<0,05-0,001
uygun “bazal” degeri ile karsilastinldiginda; #p<0,05-0,001 uygun “elektrikle uyariima” degeri ile kargilastinidiginda.

elektrikle uyarilan dilimlerdeki asetilkolin+kolin diizeyle-
rinden belirgin sekilde [F (2,15) = 59,05; p<0,001] dislk-
ta (Sekil 2C).

Striatal dilimlerde asetilkolin sentezi ve kolin (retimi

iki saatlik (120 dakika) dénem sonrasi striatal dilimlerden
kaybedilen ve toplanan perflizatta biriken asetilkolin, ko-
lin ve asetilkolin+kolin miktarlari arasindaki farklara daya-
narak dilimlerde bu 120-dakikalik donemde yeni sentez
edilen asetilkolin ve uretilen kolin miktarlari hesaplanmis-
tir. Sonuglar Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Her 3 farkl kosulda da perfiizatta yakalanan toplam
asetilkolin, kolin ve asetilkolin+kolin miktarlari ayni do-
nemde dokudan kaybedilen miktarlardan ¢ok daha yuk-
sek olmustur (Tablo 1). Uyarilma ile asetilkolin sentezi
anlamli sekilde artmaktadir [F(2,15) = 95,09; p<0,001].
Elektrikle uyarilan dilimlerde asetilkolin sentezi bazalin
5,5 kati (p<0,001), potasyumla depolarize edilen dilim-
lere gore ise 2,5 kat kadar (p<0,01) daha yiksek bulun-
mustur (Tablo 1). Potasyumla depolarize dilen dilimler-
de asetilkolin sentezi bazalin 2,5 kati (p<0,001) kadar ol-
mustur (Tablo 1).

Kolin degerleri incelendiginde de perfiizattaki serbest ko-
lin miktari dokuda kaybedilenden yiiksektir. Bazal kosul-
larda perfiize edilen dilimlerde perfiizattaki kolinin tama-
mi (2435 + 170 pmol/mg protein 120 dakika), elektrikle
uyarilan dilimlerde perfiizattaki kolinin %90 kadan (2200
+ 75 pmol/mg protein 120 dakika), yuksek potasyumla
depolarize dilen dilimlerde ise perfiizattaki serbest koli-
nin %70 kadari (1240 £+ 105 pmol/mg protein/120 dakika)
120 dakikalik perflizyon dénemi icinde olusmaktadir. Bu
tc farkl kosul altinda kolin olusma hizi istatistiksel olarak
farkli olup [F(2,15) = 26,40; p<0,001] potasyumla depola-
rizasyon sirasinda kolin olusmasi, bazala ve elektrikle uya-
rilmaya gore, yari yariya azalmaktadir (Tablo 1) (p<0,001).

Toplam kolin (asetilkolin+serbest kolin) sentezi dikkate
alindiginda da bu (g farkli perflizyon kosulunda ¢ok be-
lirgin fark [F(2,15) 0 79,54; p<0,001] oldugu gérilmektedir
(Tablo1). Toplam kolin olusmasi yiiksek potasyumla de-
polarizasyonda %25 kadar azalmakta (p<0,05), elektrikle
uyarilmada ise %60 kadar artmaktadir (p<0,001). Yiksek
potasyumlu dilimlerde olusan toplam kolin miktari (2200
+ 125 pmol/mg protein/120 dakika) elektrikle uyarilan di-
limlerdekinin (4545 + 165 pmol/mg protein/60 dakika)
yaklasik yarisi kadardi (p<0,001).
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Tartisma

Bu bulgular striatal dilimlerde asetilkolin ve kolin meta-
bolizmasinin elektrikle uyarilma ve potasyumla depola-
rizasyon sirasinda cok farkli sekilde etkilendigini goster-
mektedir. Elektrikle uyarilma dilimlerden perfiizata salive-
rilen asetilkolin ve asetilkolin+kolin miktarini arttirmakta,
serbest kolin saliverilmesi ise degistirmemektedir. Yiksek
potasyumla depolarizasyon kosullarinda ise perfiiza-
ta saliverilen asetilkolin miktari artarken, serbest kolin ve
kolin+asetilkolin miktar azalmaktadir. Elektrikle uyarilan
dilimlerde doku asetilkolin ve serbest kolin diizeyleri si-
nirli bir azalma ile muhafaza edilebilmektedir. Potasyumla
depolarize edilen dilimlerde ise doku asetilkolin ve kolin
diizeyleri ileri derecede azalmaktadir. Elektrikle uyarima-
da dokudan asetilkolin sentezi ve yeni kolin olusumu art-
maktadir. Yiiksek potasyumla uyarilma sirasinda ise asetil-
kolin sentezi hizlanmakta yeni kolin olusumu ise baskilan-
maktadir.

Gerek elektrikle uyarilma ve gerekse yiiksek potasyum-
la depolarizasyon sonucu striatal dilimlerden perfiiza-
ta asetilkolin saliverilmesi artmasi beklenen bir durum-
du ve daha onceki kendi ¢alismalarimizla da uyumludur
(7, 8,10, 11). iki saatlik uyariima déneminde ortama sali-
verilen asetilkolin miktarinin benzer olusu elektrikle ya da
yuksek potasyumla uyarilma siddetinin benzer oldugunu
gostermektedir. Ancak asetilkolin saliverilmesi 20-dakika-
lik donemler incelendiginde (Sekil 1) iki tuir uyariimaya ve-
rilen saliverilme yanitinin ¢ok farklh oldugu gériilmektedir.
Elektrikle uyariimada ilk 20-dakika uyariima déneminde
ortaya c¢ikan asetilkolin saliverilmesi sonraki donemlerde
sinirh oranlardaki (%6-9 gibi) azalmalarla strdtrilmustir
(Sekil TA). Buna karsin yiiksek potasyumla depolarize edi-
len dilimlerden ilk 20-dakikalik uyarilma déneminde asi-
r bir saliverilme, sonraki donemlerde ise ¢cok daha sinir-
I bir saliverilme gerceklesmistir (Sekil 1A). Yiksek potas-
yumla depolarizasyonda ortama saliverilen ayni miktar-
da asetilkoline karsi doku asetilkolin diizeyinde elektrik-
le uyarilmaya gore daha belirgin bir diisme (asagida tar-
tistimistir) olmustur. Bu bulgular ylksek potasyumla de-
polarizasyonda saliverilen asetilkolinin, esas olarak, doku-
da 6nceden mevcut depolanmis asetilkolinin farkli meka-
nizmalarla saliverilmesinden (15, 16) kaynaklandigini di-
stindiirmektedir. ilk uyarilma déneminde dokudaki mev-
cut asetilkolin buytk kismini salivermekte ve bu donem-
de asir (bazalin 15-20 kati kadar bir saliverilme gercekles-
mektedir (Sekil 1A). Dokudaki mevcut asetilkolin depo-
su bosaldik¢a sonraki uyarilarda asetilkolin saliverilmesi
de bu bosalmaya paralel sekilde azalmaktadir (Sekil 1A).
Bilinmektedir beyin dilimlerindeki yeni asetilkolin sentezi

5 1600 4 o
§ 1400
-l 4
5 1200
£ 4000 -
g 800 |
& 600 - . s .
i 400 - ot . I , .
= * o#
3 200 i
q 0 - ;

1 2 3 4 5 6 T

Dénem
800 . el
T3 [[7] Elektrikie uyarnima
I Fotasyumia uysnima

400 - L
oF
]
N I I’Li |
[
1 2 3 4 5 6 7

Kolin (pmolimg protein/20 d)

Dénem
. ¢
2500 I Earal
[ Elektrikle uyanims
i Potasyumla uyanima
2000 | L
4
1500 -
= 1000 4 * .
= - .
3 # w .
3 # ==
" _I|-|ll [l i ﬂ'
; Il
1 2 3 4 5 5 7
Dénem

Striatal dilimler 60-dakikalik denge perfizyonu sonrasi U¢ farkl kosul altinda
120- dakikalik bir dénem daha perfize edildi. Dilimlerin bir grubu denge déne-
minde oldugu gibi normal Krebs soliisyonu ile perfiize edildiler (“bazal”). Ikinci
grup dilimler normal Krebs soliisyonu ile perfiize edilirken elektrikle (15 Hz, 80
mA, 30 mV, 1 ms) uyarildi (“elektrikle uyarima”). Ugiindii gruptaki dilimler po-
tasyumu yiikseltiimis (50 mM) Krebs soliisyonu ile perfiize edildiler (“potasyum-
la uyanima”). Denge periyodunun 40.-60. dakikalar arasindaki 20-dakikalik do-
nem de (1. donem) ve sonraki 120 dakikalik t¢ farkli deneysel kosulda perfiiz-
yon boyunca 20-dakikallk dénemler (2.-7. donemler) halinde 6 ardigik perfii-
zat 6rnegi toplanmistir. Perfuzat 6rneklerinde asetilkolin ve kolin degerleri radio-
enzimatik yontemle 6lgiilmis ve dilimlerin protein igine icerigine gore dizeltile-
rek “pmol/mg/protein/20 dakika” olarak ifade edilmistir. Perfizattaki asetilkolin,
kolin ve asetilkolin+kolin diizeyi degisimleri, sirayla, “A’, “B” ve “C” sekillerinde
gosterilmistir. Her dikine bar 6 ayn 6lgiimden elde edilen degerlerin ortalamasi =
standart hatayi gostermektedir. *P<0,05-0,001: kendi bazal (1. dénem) dege-
riile kargilastinldiginda. #p<0,05-0,001: ayni dénemin “elektrikle uyarima” de-
Qeri ile karsilastinidiginda.

Sekil 1. Striatal dilimlerde elektrikle ve yiiksek potasyumla uyarimanin yol
actigr asetilkolin ve kolin saliverilme yanit.

hizi serbest kolin elde edilebilirligine baghdir (7, 8, 10, 17-
22) ve disardan kolin verilmediginde beyin dilimlerinden
fosfofipid yikimi ile olusan yeni kolini kullanmaktadir (7).
Fosfolipidlerden olusan kolin miktarinin potasyumla uya-
rilmada asetilkolin ¢ikisini baslangictaki diizeyde tutma-
da yetersiz kalmaktadir (Sekil 1A). Beyin dilimlerinde ya-
pilan 6nceki calismalarda disardan kolin verilmesinin po-
tasyumla depolarizasyonda asetilkolin saliverilmesini art-
tirdigi (10, 17-18) ve uyarilma devamindaki asetilkolin
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saliverilmesindeki azalmalardan buyik oranda korudugu
gosterilmistir (10). Elektrikle uyarilmada ise, fosfolipidler-
den olusan kolin miktar daha fazla oldugundan (asagida
tartisilacaktir) uyarilmanin neden oldugu asetilkolin sali-
verilmesi ya aynen (7, 20) ya da ¢ok daha sinirli diismeler-
le stirdiirebilmektedir (Sekil 1A).

Striatal dilimlerden serbest kolin saliverilmesi de, asetil-
kolin saliverilmesinde oldugu gibi, elektrikle uyariimada
ve yiuksek potasyumla depolarizyonda farkh sekilde et-
kilenmektedir. Daha once de gosterildigi (7, 20) gibi ko-
lin saliverilmesi elektrikle uyarilma ile degismemektedir
(7, 20). Potasyumla uyarilmada ise, baslangicta anlamli
diizeyde artmakta uyarilma sirdurildiginde daha son-
raki donemlerde azalmakta (11) ve bazaldaki ve elektrik-
le uyarlmadakinin yarisina kadar diismektedir (Sekil 1C).
Striatal dilimlerden perflizata saliverilen kolin esas olarak
dokuda zaten mevcut serbest kolinden ve perflizyon sira-
sinda membran fosfolipidlerinden kaynaklanmaktadir (6,
7, 20-23). Bu calismada elektrikle uyariimada doku kolin
diizeyi degismeden kalmis, potasyumla depolarizasyon-
da ise dokuda kolin diizeyi uyari 6ncesinin yarisina dis-
mustur (Sekil 2B). Bu bulgular beraber dikkate alindigin-
da elektrikle uyariima sirasinda fosfolipidlerden kolin olu-
sumunun kolinin hem doku diizeyini muhafaza etmeye ve
hem de perflizyon ortamina bazal kosullardaki kadar bir
serbest kolin saliverilmesine yettigini, yiksek potasyumla
depolarizasyonda ise kolin olusum hizinin doku ve perfi-
zattaki serbest kolin duizeyini korumakta yetersiz kaldigi-
ni gostermektedir.

iki saatlik perfiizyon dénemi icinde perfiizatta biriken ase-
tilkolin ve kolinin dokuda baslangi¢ta bulunandan daha
fazla olmasi, ve dokuda bu 120-dakikalik donemin sonun-
da hala asetilkolin ve kolin kalmasi bu donemde asetilko-
lin sentezinin ve dokuda yeni serbest kolin olusumun de-
vam ettigini gostermektedir. Asetilkolin sentezi dikkate
alindiginda yeni asetilkolin sentezinin en yiiksek oranda
elektrikle uyarilan dilimlerde, en disik oranda ise bazal
kosullarda perfiize edilen dilimlerde oldugu gérilmekte-
dir (Tablo 1). Potasyumla uyarilan dilimlerde ise asetilkolin
sentezi bazaldakinin 2,5 kati oraninda, elektrikle uyarlan
dilimlerdekinin ise ancak yarisi kadar olmustur. Kolin olu-
sumu serbest kolinin doku duizeyi ve perfiizattaki miktar-
lar dikkate alinarak hesaplanir ise bazal kosullarda tutulan
dilimlerle elektrikle uyarilan dilimlerde yeni serbest kolin
olusumu benzer miktarda gerceklesmistir. Potasyumla
uyarilan dilimlerde ise, yeni olusan serbest kolin mikta-
r bazalin ancak yarisi kadar gerceklesmistir (Tablo 1).
Fosfolipidlerden olusan yeni serbest kolinin bir kisminin
dokuda asetilkoline donusir (6-11, 17-28). Olusan toplam
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Striatal dilimler Sekil 1 altinda agiklandii iizere 120 dakika 3 farkli kosul-
da perfiize edildiler. Bu strenin baginda (“once”) ve sonunda (“sonra”) ali-
nan doku drneklerinde asetilkolin ve kolin diizeyleri Olgiildii ve doku prote-
in icerigine gore diizeltilerek “pmol/mg protein” olarak ifade edildi. Dokudaki
asetilkolin, kolin ve asetilkolin+kolin diizeyi degisimleri, sirayla, “A’, “B” ve
“C” sekillerinde gosterilmistir. Her dikine bar 6 ayn dlgiimden elde edilen de-
Qerlerin ortalamasi + standart hatay! gostermektedir. *P<0,05-001: kendi
“Once” degeri ile karsilagtinldiginda farkli. #p<0,001: elektrikle uyarlan di-
limlerin “sonra” degeri ile karsilagtinldiginda fakli.

Sekil 2. Striatal dilimlerde elektrikle ve yiiksek potasyumla uyariimanin doku
asetilkolin ve kolin diizeylerinde yol agtigi degisim.

kolin miktarini belirlerken yeni sentezlenen asetilkolin'i
de hesaba katmak gerekir. Bu husus dikkate alindiginda
ise, elektrikle uyarilan dilimlerde toplam olusan yeni ko-
linin bazaldan 1,6 kat, potasyumla depolarizasyondan ise
2 kat kadar daha ytuksektir. Potasyumla depolarize dilim-
lerde yeni olusan kolin miktar bazaldan da anlaml ola-
rak, %25 kadar daha disiiktir. Bu bulgular topluca dikka-
te alindiginda elektrikle uyarilmanin fosfolipidlerden kolin
olusumunu arttirdidi yiksek potasyumla uyariimada ise
kolin olusumunun baskilandigini sdylemek mimkindiir.
Bu gorus, in vivo beyin mikradiyaliz ¢calismalarinda ytksek
potasyumla ekstraselliiler ortamda serbest kolin diizeyin
dismesi bulgusu (24) ile de desteklenmektedir.
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Sonug olarak bu calismadan elde edilen bulgular sican stri-
atal dilimlerimde iki farkli uyariima kosullarinda asetilkolin
ve kolin metabolizmasinin farkli sekilde etkilendigi goste-
rilmistir. Elektrikle uyariima asetilkolin sentez ve saliveril-
mesi artmaktadir. Elektrikle uyariima dokuda fosfolipidler-
den yeni kolin olusumunu da artirmakta ve bu yolla koli-
nerjik néronlarda asetilkolin sentez ve saliverilmesi stirdii-
rilebilmektedir. Potasyumla depolarisayonda da asetilkolin
sentez ve saliverilmesi uyariimaktadir. Ancak bu kosullar-
da saliverilen asetilkolinin 6nemli bir kismi dokuda mevcut

hazir asetilkolinden kaynaklanmakta ve uyariima dokudan
onemli bir kayipla sonlanmaktadir. Kolin olusumu ise po-
tasyumla depolarizasyonda baskilanmaktadir. Olusan ko-
lin dokuda uyarilmanin yol actigi asetilkolin saliverilmesini
baslangictaki diizeyde tutmaya ve doku asetilkolin ve kolin
diizeyini siirdirmede yetersiz kalmaktadir.
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