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1. ÖZET 

Gadolinyum  (Gd+3)  canlılarda  eser miktarlarda  bulunan, metabolik  rolü 

bilinmeyen  ve  kalsiyum  kanallarını  inhibe  ettiği  gösterilmiş  nadir  bir  toprak 

metaldir. Organik  ligand moleküllerinin Gd+3 etrafında bir kompleks oluşturduğu 

bir şelasyon süreci  ile Gadolinyum’lu MR Kontrast Ajanları (GMRKA) oluşturulur. 

GMRKA’ların metabolik koşullarda gadolinyum  iyonlarını serbestleyerek ayrıştığı 

hipotezi  nedeniyle  farklı  sinir  doku  hücre  kültürlerinde  serbest  gadolinyum  ve 

GMRKA’ların hücre içi kalsiyumu üzerine etkisinin değerlendirilmesi amaçlandı. 

Çalışmada sıçan dorsal kök gangliyon  (DKG) ve  trigeminal gangliyon  (TG) 

hücreleri  ile  GT1‐7  (ölümsüz  GnRH  nöronları)  hücreleri  kullanıldı.  Hücre  içi 

kalsiyum sinyalleri DKG ile TG hücrelerinde KCl+ ve GT1‐7 hücrelerinde melatonin 

ile  non‐spesifik  depolarizasyonla  hücreler  uyarılmaya  çalışıldı  ve  indüklenen 

kalsiyum  sinyalleri  üzerine  gadolinyum  ve  GMRKA’ların  etkileri  incelendi. 

GMRKA’lar  ve  moleküler  gadolinyum  0,1  mmol/kg  ortam  konsantrasyonu 

oluşturulacak  şekilde  aynı  pH  ve  sıcaklık  değerlerinde  hazırlanılarak  kalsiyuma 

duyarlı  floresan  boya  Fura‐2‐AM  ile  boyanmış  hücre  kültürlerine  uygulanarak 

değerlendirme yapıldı. 

Sıçan  DKG  ve  TG  nöron  kültürlerinde  hücre  dışına  uygulanan  Gd+3  ve 

gadodiamid hücre  içi bazal  kalsiyum düzeylerinde Gd+3 daha  fazla olmak üzere 

anlamlı  azalma  meydana  getirirken  meglumin  gadoterat  anlamlı  bir  etki 
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göstermedi. Gd+3’nin etkisi geri dönüşümsüz  iken gadodiamid  ile geri dönüşüm 

tama  yakın  idi.  GT1‐7  hücre  kültürlerinde  Gd+3  ve  gadodiamid  DKG  ve 

TG’lerdekine benzer etki gösterirken meglumin gadoterat da Gd+3 ve gadodiamid 

ile  karşılaştırılamayacak  derecede  hafif  formda  olmakla  birlikte  gadodiamid 

benzeri etki göstermiştir. 

Sonuç  olarak,  bazı  gadolinyum  şelatlarının  gadolinyumu  fizyolojik 

şartlarda  serbestleyip  hücre  içi  kalsiyum  düzeylerini  değiştirerek  dokulardaki 

muhtemel toksik etkilerinin oluşmasına sebep olabileceği kanısına varılmıştır. 

 

Anahtar  Kelimeler:  Gadolinyum,  Gadolinyum’lu  MR  Kontrast  Ajanları, 

Kalsiyum, Dorsal Kök Gangliyon, Trigeminal Gangliyon, GT1‐7 hücreleri. 
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2. ABSTRACT 

AN INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THE GADOLINIUM AND GADOLINIUM 

CHELATES ON THE INTRACELLULAR CALCIUM IN THE DIFFERENT CELL CULTURES 

Gadolinium (Gd3+) is a rare earth metal that occurs in only trace amounts 

biologically  and  is  not  known  to  have  a metabolic  role  but  shown  to  inhibit 

calcium channels. Gd‐based MR contrast agents (GBMCA) are manufactured by a 

chelating  process,  in  which  organic  ligand  molecules  form  a  stable  complex 

around  Gd3+.  Aim  of  this  study  is  to  investigate  the  probably  effect  of  free 

gadolinium  and GBMCA  in  neuron  cell  lines  on  the  intracellular  Ca2+  because 

these agents can dissociate and result  in release of toxic Gd3+  ions  in metabolic 

conditions. 

Dorsal  root  ganglia  (DRG),  trigeminal  ganglia  (TG)  and  GT1‐7 

(immortalized  GnRH  neurons)  cells were  studied  for  responses  to  agents  and 

nonspecific  depolarization  by  high  KCl+  and  melatonin,  respectively,  by 

monitoring changes in [Ca2+]i with a microscopic digital image analysis system in 

Fura‐2‐AM loaded neurons. 

GBMCA and molecular gadolinium were prepared at 0.1 mmol/kg doses 

at the same pH and temperature values and administrated to the cell  lines that 

loaded to calcium‐sensitive fluorescent dye Fura‐2‐AM. 
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Application  of  Gd3+  and  gadodiamid  on  the  rat  DRG  and  TG  neurons 

caused  significant  decreases  in  the  basal  intracellular  calcium  levels  whereas 

gadoterat meglumine did not have a significant impact. Gd3+ was more effective 

than gadodiamide. While returned effect was almost complete with gadodiamid, 

Gd3+ has irreversible effect. GT1‐7 cell lines showed the same  responses as Gd3+ 

and meglumine  gadoterat  in DRG  and  TG.  The degree of  effect of meglumine 

gadoterat  is neglectable compared to Gd3+ and gadodiamid although  it showed 

gadodiamid‐like effects. 

In conclusion, some of the gadolinium chelates may release gadolinium in 

physiological  conditions  and  cause  toxic  effects  by  changing  the  levels  of 

intracellular calcium levels. 

 

Keywords:  Gadolinium,  Gd‐based  MR  contrast  agents,  calcium,  dorsal 

root ganglia, trigeminal ganglia, GT1‐7 cells 
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3. GİRİŞ 

3.1. Gadolinyum ve Şelatları 

Gadolinyum  (Gd+3)  canlılarda  yalnızca  eser  miktarlarda  bulunan  ve 

metabolik  rolü  bilinmeyen  nadir  bir  toprak  metaldir.  Doğal  ancak  manyetik 

olmayan  bu  “lanthanide”  elemanı  yüksek  paramanyetik  ve  uzun  relaksasyon 

süresi gibi özellikleri nedeniyle  şelatlanarak görüntülemede kontrast oluşturucu 

ajan  (Gadolinyum’lu  Manyetik  Rezonans  Kontrast  Ajanı  (GMRKA))  olarak 

kullanılmaktadır. GMRKA’lar 1988’den beri insanlara uygulanmaktadır (1, 2). 

GMRKA,  organik  ligand  moleküllerinin  Gd+3  etrafında  stabil  olduğu 

varsayılan  bir  kompleks  oluşturduğu  bir  şelasyon  süreci  ile  üretilmektedir. 

Serbest Gd+3 çok  zehirli olduğundan bu  ligandlar yüksek çözünürlük ve  stabilite 

sağlayarak nontoksik bir kompleks oluştururlar (1). 

GMRKA komplekslerinin vücuttan geçişleri sırasında ayrışmaya uğrarlar ve 

Gd+3, ligand ve kompleks arasında bir denge bulunur (1). 

Bu  denge  GMRKA’ların  termodinamik  stabilite  sabitlerine  bağımlıdır. 

Uluslarası  yaygın  klinik  kullanımı  olan  birçok  farklı  GMRKA’ların  stabilite 

sabitlerinde çok büyük farklılıklar vardır (1, 3, 4). 

Nefrojenik Sistemik Fibrozis (NSF) rapor edilen GMRKA sıklığı bu şelatların 

stabilite sabitleriyle göreli olarak paraleldir (1). 
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Dünya  piyasalarında  yaygın  olarak  bulunan  ve  çalışmada  kullanılan  bazı 

GMRKA’lar aşağıdadır: 

 Gadobenate Dimeglumine (MultiHance®) 

 Gadodiamide (Omniscan™) 

 Gadopentetate Dimeglumine (Magnevist®) 

 Gadoteridol (ProHance®) 

 Gadoversetamide (OptiMARK™) 

 Meglumin Gadoterat (Dotarem®) 

3.2. Gadolinyum ve Nefrojenik Sistemik Fibrozis 

2000 yılında, 15 hemodializ hastasında morfea ve skleroderma’dan farklı 

ve  skleromiksödem benzeri yeni bir  cilt durumu bildirildi  (1, 5).  İlk olarak 1997 

yılında  tanımlanan  bu  özgün  deri  hastalığı  2001’de  (6)  nefrojenik  fibrozan 

dermopati  olarak  adlandırıldı.  Bunun  bir  sistemik  bozukluk  olduğunu  gösteren 

sonraki çalışmalar nefrojenik  sistemik  fibrozis olarak yeniden  isimlendirilmesine 

yol açtı (1, 7‐10). 

Bu  hastalığın  etiyolojisi  ve  patogenezi  eksik  olarak  anlaşılmıştır. NSF  ile 

GMRKA’yı  ilişkilendiren  ilk  makale  2006’da  yayınlandı  ve  elektron 

mikroskobu/enerji dağıtıcı X‐ışını spektroskopisi (SEM/EDS) kullanılarak NSF deri 

lezyonlarında Gd+3 tespit edildi (1, 11, 12). 

Stabilite sabitlerine ve transmetalasyon kinetiğine bağlı olarak GMRKA’lar 

toksik Gd+3  iyonlarının salınmasıyla sonuçlanan ayrılmaya uğrayabilirler. Bu Gd+3 



7 

iyonları  dolaşan  fibrositlerin  toplanması  için  bir  hedef  veya  tetikleyici  rol 

oynayabilir  ve  fibrozise  yol  açan  bazı  büyüme  faktörleri  ve/veya  sitokinlerin 

salınımına  yol  açabilir.  Yine  enflamatuar  odaklardaki  makrofajlar  tarafından 

fagosite  edilen  GMRKA’nın  serbest  Gd+3  salınımına  sebep  olabileceği 

düşünülmüştür (1). 

3.3. Sinirlerde İstirahat Membran Potansiyeli 

Canlı  hücrelerin  hepsinde membranın  iki  tarafı  arasında  bir  elektriksel 

potansiyel  bulunur.  İstirahat membran  potansiyeli  (İMP)  denilen  bu  potansiyel 

kas veya sinir hücresi  tipine göre 60‐100 milivolt  (mV) arasında değişir.  İMP’nin 

sebebi hücre içi sıvı ile hücre dışı sıvıda iyonların farklı yoğunluklardaki dağılışıdır 

(13). 

3.3.1. Membran İyon Kanalları 

3.3.1.1. Klor Kanalları 

Klor  kanalları  birçok  hücrenin  plazma  membranında  mevcuttur.  Hücre 

hacminin  düzenlenmesi,  transepitelyal  taşıma,  salgı  hücrelerinden  sıvı 

salıverilmesi ve membran potansiyelinin stabilizasyonunda önemli  rolleri vardır. 

Klor kanalları hücre dışı ligandlar, hücre içi kalsiyum, siklik Adenozin Mono Fosfat 

(sAMP), G protein, hücre şişmesi, mekanik gerilim ve transmembran (TM) voltaj 

etkisi ile aktive edilebilir (14, 15). 
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3.3.1.2. Voltaj Kapılı Potasyum Kanalları (VKPK) 

Potasyum duyarlı kanallar iyon kanallarının en geniş ve en çok çeşit içeren 

grubudur  (16).  VKPK’ler  bilginin  taşınması  ve  işlenmesi  süreçlerinde  gereklidir. 

Presinaptik  sonlanmalarda  nörotransmitter  salıverilmesinin  düzenlenmesi, 

membran dinlenim potansiyelininin oluşturulması ve nöronlarda repolarizasyonu 

sağlayarak  aksiyon  potansiyeli’nin  (AP)  sonlandırılması  gibi  birçok  fonksiyonu 

vardır  (17).  Ayrıca  potasyum  kanalları  sıvı  homeostazisini,  sinir  dokularında 

sinyalleşmeyi,  kas  kasılmasını  da  düzenler.  Bu  düzenlemeler  hücre  zarından 

potasyum  iyonlarının  difüzyonunu  sağlayan  içi  su  dolu  kanalların  açılıp 

kapanmasıyla başarılır (18). 

3.3.1.3. Voltaj Kapılı Sodyum Kanalları (VKSK) 

VKSK’ler uyarılabilir hücrelerde AP’nin oluşması  ve  yayılması  için  gerekli 

bir TM proteindir  (19). VKSK  farmakolojik olarak tetrodotoxin’e  (TTX) duyarlı ve 

TTX’e  dirençli Na+  kanalları  olmak  üzere  iki  sınıfa  ayrılır.  Kanalın  TTX’e  duyarlı 

veya dirençli olmasını belirleyen α alt birimleridir (20). 

3.3.1.4. Proton Kapılı İyon Kanalları (PKİK) 

Proton  Kapılı  İyon  Kanalları  (PKİK)/Asit  Duyarlı  İyon  Kanalları  (ADİK) 

mekanosensör dejenere/epitel Na+ kanal ailesine ait kanallardır (21). Bu kanallar 

hücre dışı pH seviyesindeki değişikliklere (pH=7,4  ile 4) cevaben açılıp kapanırlar 
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(22). ADİK hücre dışı asidozis tarafından aktive edilen voltaj‐bağımsız katyonlara 

geçirgen  iyon  kanallarıdır  (23).  Asit  duyarlı  iyon  akımları  ilk  kez  duyusal 

nöronlardan rapor edilmiştir (24). 4 ADİK geni en az 6 ADİK alt birimini (ADİK 1a, 

1b, 2a, 2b, 3 ve 4) kodlar (25). 

ADİK alt birimleri merkezi ve periferik nöronlarda eksprese edilir. H+‐kapılı 

akımların özellikleri bu hücrelerde eksprese edilen ADİK alt birimleri  tarafından 

belirlenir.  ADİK1a,  ADİK2a  ve  ADİK2b  özellikle  serebral  korteks,  hipokampus, 

amigdala, olfaktor bulbus  ve  serebellum olmak üzere beynin birçok bölgesinde 

eksprese  edilir  (26).  ADİK3 miyelinsiz  küçük  çaplı  peptiderjik  nosiseptörler  ve 

büyük  çaplı  mekonoreseptörlerin  yanı  sıra  duyusal  sinir  terminallerinde  ve 

serbest sinir uçlarında da bulunmaktadır (26). 

ADİK’ler  hücre  dışı  protonlar  tarafından  aktive  edildikleri  için  hücre  dışı 

asidozis dahil bir çok biyolojik olayda  rol alır. ADİK’ler  inflamasyonda asidozisin 

indüklediği  ağrıya  aracılık  eder  (27).  İnflamasyon,  enfeksiyon,  nöbet,  iskemi  ve 

inme gibi durumlarda asidozis de gelişmektedir (23). Hücre dışı asidozis ADİK1a’yı 

aktive  ederek  nöronal  hasar  ve  nöronal  ölümü  indükler.  Farelerde  ADİK1a 

aktivasyonun  farmakolojik  olarak  önlenmesi  veya Asic1  geninin mutasyonunun 

serebral  iskemiye bağlı nöronal ölümü belirgin bir  şekilde azalttığı gösterilmiştir 

(28). 

Proton  kanallarının  klasik  inhibitörleri  inorganik  maddeler  olan  çok 

değerlikli  katyonlardır.  Zn+2  voltaj  kapılı  proton  kanallarının  en  güçlü 

inhibitörüdür  (29).  İnhibitör  olarak  etki  eden  iki  değerlikli  metal  katyonların 

etkinlik  sıralaması  Zn+2≈Cu+2>Ni+2>Cd+2>Co+2>Mn+2>Ba+2,  Ca+2,  Mg+2≈0 
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şeklindedir. İki değerlikli bu metallerin yanında La+3, Gd+3 ve Al+3 gibi metallerde 

inhibisyon yaparlar (30). 

3.3.1.5. Voltaj Kapılı Kalsiyum Kanalları (VKKK) 

Kalsiyum  birçok  hücresel  fonksiyonun  düzenlenmesinde  önemli  rolleri 

olan  bir  iyondur.  Kas  kasılmasının  başlatılması,  sinir  sonlanmalarından 

nörotransmitterlerin  ve  sekretuar  hücrelerden  hormonların  salıverilmesinin 

tetiklenmesi,  hücre  döngüsü  ve  gen  ekspresyonunun  düzenlenmesi  ve  hücre 

ölümü gibi birçok olayda görev alır. Hücre içi Ca+2 konsantrasyonu hücre dışından 

oldukça düşük seviyededir. Ca+2’nin hücre  içinde kısa süreli artışı birçok hücrede 

2. haberci reseptör çiftini aktive eder. Ca+2’nin hücre içindeki bu artışı voltaj veya 

ligand  kapılı  kalsiyum  kanallarının  vasıtasıyla  hücre  dışından  Ca+2  girişi  ya  da 

hücre içi depolardan (inozitol 1,4,5 trifosfat (IP3) ve riyanodin reseptörü/kalsiyum 

(RyR) salıverilme kanalı) Ca+2 salıverilmesi ile olur (31). 

3.3.1.5.1. Kalsiyum Kanal Alt Birimleri 

Kalsiyum kanalları çeşitli genler tarafından kodlanan biyokimyasal olarak 4 

veya 5 farklı alt birimden oluşmuş kompleks proteinlerdir (32). Bunlar; 1, 2,  

ve  alt birimleridir. 190‐250 kDa ağırlığındaki α1 alt birimi en büyük alt birimdir 

ve voltaj  saptayıcılığı ve Ca+2’a geçirgen gözenekleriyle Ca+2 akışının kontrolünü 

yapar. Sodyum kanallarının α1 alt birimlerinde olduğu gibi Voltaj kapılı kalsiyum 

kanalı (VKKK) da 4 homolog bölge ve her bölgede 6 TM segment (S1‐S6) içerir. S4 
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segmenti voltaj algılayıcı olarak görev yapar. S5 ve S6 TM segmentler arasındaki 

por  halkası  iyon  iletkenliği  ve  seçiciliğini  belirler  (33).  β  alt  birimi  tüm  yüksek 

voltajla aktive olan (YVA) kanalların α1 alt birimi  ile birlikte eksprese olan hücre 

içi  yardımcı  bir  alt  birimdir. Düşük  voltajla  aktive  olan  (DVA)  kanalların  α1  alt 

birimi  ile  β  alt  biriminin  birlikte  ekspresyonu  henüz  gösterilememiştir  (34). 

Bugüne  kadar  farklı genler  tarafından  kodlanan 4  β alt birimi  izoformu  (β1‐β4) 

tanımlanmıştır  (35).  125,0  kDa  ağırlığındaki  α2δ  alt  birimi  Ellis  ve  ark.  (36) 

tarafından  klonlanmıştır. Günümüzde  3  yeni  α2δ  alt  birimi  daha  (α2δ‐2,  3,  4) 

klonlanmıştır  (37).  γ alt birimi bir  integral membran proteinidir.  İlk olarak, 25,1 

kDa ağırlığında 222 aminoasit içeren γ‐1 alt birimi tavşan iskelet kasından pürifiye 

edilmiştir  (38). Chu ve ark.  (39)  γ alt birim ailesini  sıçan,  fare ve  insanda analiz 

etmiştir.  Sıçan dokularında 3  yeni geni de  içeren 8  γ  alt biriminin ekspresyonu 

tanımlanmıştır  ve  bu  genlerin  örnekleri  insan  ve  farelerde  de  tanımlanmıştır. 

Hücre  içi  bir  β  alt  birim  ve  disülfit  bağlı  α2δ  alt  birim  kompleksi  kalsiyum 

kanallarının çoğu tipinin bileşenlerini oluşturur. γ alt birimi  iskelet kası kalsiyum 

kanallarında  bulunur  ve  γ  alt  birimine  benzeyen  alt  birimler  beyin  ve  kalpte 

eksprese  edilmiştir.  Bu  yardımcı  alt  birimler  kanal  komplekslerinin  özelliklerini 

düzenlemesine  rağmen  farmakolojik  ve  elektrofizyolojik  olarak  kalsiyum  kanal 

çeşitliliği birincil olarak çeşitli α1 alt birimlerin varlığında artar (40). 
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3.3.1.5.2. Voltaj Kapılı Kalsiyum Kanallarının Sınıflandırılması 

VKKK’nın  ilk  sınıflaması  farmakolojik  ve  elektrofizyolojik  özellikler  temel 

alınarak yapılmıştır. Yapılan çalışmalarda bazı kalsiyum kanalları, aktivasyon  için 

sadece  küçük  bir  depolarizasyona  ihtiyaç  duyarlarken  diğer  bir  kısmının  ise 

göreceli  olarak  daha  yüksek  depolarizasyonla  açıldığı  görülmüştür  (41).  Bu 

kriterler baz alınarak kalsiyum kanalları YVA kalsiyum kanalları ve DVA kalsiyum 

kanalları olarak iki gruba ayrılmıştır. 

VKKK’nın  ikinci  sınıflandırılması  1980’lerde  yapılmıştır.  Klonlama 

çalışmalarında  kalsiyum  kanallarının  temel  α1  alt  birimi  ve  bir  kaç  yardımcı  β, 

α2δ,  ve  γ  alt  birimlerinden  oluştuğu  gösterilmiştir.  α1  alt  birimi  kanalın  temel 

elektrofizyolojik  ve  farmakolojik  özelliklerden  sorumludur.  L‐tipi  kalsiyum 

kanallarında  çeşitli  α1 alt birimleri  tanımlanmıştır.  İlk olarak  iskelet kaslarından 

α1 alt birimi pürifiye edilmiş (42), klonlanmış ve α1S olarak adlandırılmıştır (43). 

Daha  sonra  kalpte  (α1C‐a)  (44)  ve  düz  kasta  (α1C‐b)  (45)  α1  alt  birimi 

klonlanmıştır. Bunları takiben L‐tipi kanalların alt ailesini temsil eden diğer iki üye 

α1D (46) ve α1F (47) tanımlanmıştır. 

Kalsiyum  kanallarının  3  nöronaL‐tipini  temsil  eden  3  α1  alt  birimi 

klonlanmıştır.  P/Q‐tipi  kanallar  α1A  alt  birimi  (48),  N‐tipi  kanallar  ise  α1B  alt 

birimi (49)  ile eşleşmiştir. α1E alt birimi (50) başlangıçta DVA T‐tipi kanallara ait 

olduğu düşünülmüş fakat daha sonra yapılan çalışmalar R‐tipi kanalın özelliklerini 

taşıdığını göstermiştir. Şu ana kadar α1G (51), α1H (52), ve α1I (53) olmak üzere 

DVA T‐tipi kanallarının 3 üyesi tanımlanmıştır. 
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Kalsiyum  kanallarının  α1  alt  birimlerinin  sayısın  gün  geçtikçe  artması 

sistematik  bir  sınıflandırmanın  gerekliliğini  ortaya  çıkarmıştır.  Bu  düşünceyle 

uyumlu  olarak  α1  alt  birimleri Cavx.y  şemasına  göre  isimlendirilmiştir  (54). Cav 

voltajla aktive olan kalsiyum kanallarını, x sayısı kanal alt ailesini (L‐tipi, N‐tipi ve 

T‐tip) ve y sayısı ise alt ailelerin üyelerini simgeler (Tablo 1). 
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3.3.1.5.3. Voltaj Kapılı Kalsiyum Kanal Tipleri 

3.3.1.5.3.1. L‐Tipi Kalsiyum Kanalları 

YVA  kalsiyum  kanal  grubudur. Nöronlarda  olduğu  kadar  iskelet,  düz  ve 

kalp  kaslarında  da  bol  miktarda  bulunurlar.  Dorsal  kök  gangliyon  (DKG) 

hücrelerinde  ilk  keşfedilen  Ca+2  kanalıdır.  İletkenliği  oldukça  yüksektir  (25  pS) 

(55).  YVA  olan  kalsiyum  kanallarının  inaktivasyon  göstermedikleri  kabul  edilir. 

Büyük (large) iletkenlikleri ve uzun süreli (long lasting) akım vermelerinden dolayı 

bu kanallara L‐tipi kalsiyum kanalları adı verilmiştir (56). Farmakolojik olarak tüm 

L‐tipi  kanalların  karakteristik  bir  özelliği  ya  inhibitör  (nifedipin,  nisoldipin, 

isradipin) ya da aktivatör (Bay K 8644) olarak etki eden 1,4‐dihidropiridin grubuna 

ait ilaçlara duyarlı olmasıdır (57). 

L‐tipi kanal ailesinin  şu ana kadar  tespit edilmiş olan 4 alt üyesi  (Cav1.1, 

Cav1.2,  Cav1.3,  Cav1.4)  vardır.  Dihidropiridin  (DHP),  fenilalkilaminler  (FAA)  ve 

benzodiazepinler gibi ilaçların büyük çoğunluğu organik kanal blokörleridir. Erken 

deneysel gözlemler  iskelet kası kanallarında bu 3  ilaç grubunun α1 alt biriminin 

tekrarlayan  IV. ve ek olarak  III ve  I. TM bölgesine bağlandığını göstermiştir  (58). 

Çeşitli  çalışmalarda  DHP’nin  yüksek  bir  affinite  ile  bağlanabilmesi  ve/veya 

kalsiyum akımının yüksek bir affinite ile DHP tarafından inhibe edilebilmesi için β, 

α2δ ve γ alt birimlerinin birlikte eksprese olması gerektiğini göstermiştir (59). 

Verapamil, gallopamil veya devapamil gibi FAA’lar da L‐tipi akımları bloke 

eder  (60)  ve  allosterik  etkileşim  ile  DHP’lerin  bağlanmasını  etkiler.  Ek  olarak 
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diltiazem gibi benzodiazepinler de allosterik etkileşim  ile DHP’lerin bağlanmasını 

etkiler (61). 

3.3.1.5.3.2. N, P/Q ve R‐Tipi Kalsiyum Kanalları 

1980’lerde nöronlarda  yapılan  çalışmalar DHP’lere duyarlı olmayan  yeni 

bir kalsiyum kanalını ortaya çıkarmıştır (62). Bu kanallar nöronlarda tespit edildiği 

için  N‐tipi  kalsiyum  kanalları  olarak  adlandırılmıştır.  Daha  sonra  nöronal 

non‐L‐tipi kalsiyum kanalları örümcek ve yılandan izole edilen peptit toksinlerine 

duyarlılığına göre alt birimlere (N, P/Q, R) ayrılmıştır. ω‐conotoxin GVIA’ya duyarlı 

olan  kanallar  N‐tipi  kalsiyum  kanalları  olarak  kalmıştır.  ω‐Aga  IVA  toksinine 

duyarlı  kanallar  ise  P/Q‐tipi  kalsiyum  kanalları  olarak  adlandırılmıştır  (P  harfi 

purkinje hücrelerinden gelir). Bu  iki  toksine dirençli  kanallar  ise R‐tipi  kalsiyum 

kanallar olarak adlandırılmıştır (R, resistant). 

N‐tipi,  P/Q‐tipi  ve  R‐tipi  kalsiyum  akımları  aktive  olmaları  için  güçlü 

depolarizasyonlara ihtiyaç duyarlar. Bu tip kalsiyum akımları göreceli olarak L‐tipi 

kalsiyum  kanal  antagonistleri  tarafından  etkilenmezler  fakat  spesifik  yılan  ve 

örümcek  polipeptit  toksinleri  tarafından  bloklanır.  Bunlar  primer  olarak 

nöronlarda eksprese edilir ve çoğu hızlı sinapslarda nörotransmisyonu başlatır ve 

hücre gövdesi ve dentritlere kalsiyum girişine aracılık eder (63). 
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3.3.1.5.3.3. T‐Tipi kalsiyum kanalları 

DVA  kalsiyum  kanal  grubudur.  Hızlıca  voltaj  bağımlı  inaktivasyon 

gösterirler. İletkenliklerinin küçük (tiny) ve geçici (transient) akım vermelerinden 

dolayı bu tür kanallar T‐tipi kalsiyum kanallar olarak adlandırılmıştır (56) 

T‐tipi  kalsiyum  kanalları  sinir  sistemi,  kalp,  böbrek,  düz  kas  ve  pek  çok 

endokrin  organ  dahil  olmak  üzere  vücudun  bir  çok  bölgesinden  eksprese 

edilmiştir. Beyindeki T‐tipi kalsiyum kanalları tekrarlayan düşük eşikli ateşlemeler 

(64) ve ağrı ile ilişkilidir (65). Kalpte T‐tipi kalsiyum kanalları sinoatriyal düğümde 

eksprese  edilir  ve  sinoatriyal  düğümden  çıkan  uyarılara  katkıda  bulunur  (66), 

fakat  kalp  kasılmasına  bir  etkisi  yoktur.  T‐tipi  kalsiyum  kanallarının  farklı  L‐tipi 

kalsiyum  kanalları  ile birlikte mikro dolaşımın düzenlenmesi  ile  ilişkili olduğunu 

gösteren çeşitli arter ve venlerde ekspresyonu gösterilmiştir (67). T‐tipi kalsiyum 

kanallarının bronş,  ileum,  kolon, mesane  ve uterus düz  kaslarında da eksprese 

edildiği  gösterilmiştir.  T‐tipi  kalsiyum  kanallarının  aldosteron,  renin,  atrial 

natriüretik  peptit  (ANP)  ve  insülin  gibi  hormonların  salıverilmesinde  katkısının 

olduğu  tespit edilmiştir  (68, 69). Bütün bunlar  göz önünde bulundurulduğunda 

T‐tipi  kalsiyum  kanalları  kalp  krizi,  aritmi  ve  hipertansiyon  gibi  kardiyovasküler 

hastalıklar  ve  epilepsi  ve  ağrı  gibi  nöronal  hastalıkların  tedavisinde  yeni  tedavi 

edici ajanlara katkıda bulunabilirler. 

Kalsiyum kanal blokörleri (L‐tipi kalsiyum kanallarını bloke eder) fenilalkil 

aminler  (verapamil), benzodiazepinler  (diltiazem) ve dihidropiridinler  (nifedipin) 

olmak üzere 3 büyük gruba ayrılırlar. Bu  ilaçlar T ve L‐tipi kanalların her  ikisinde 
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de  etki  gösteren  bazı  dihidropiridin  bileşikleri  hariç  tutulduğunda  tedavi  edici 

dozlarda  T‐tipi  kanallarını  inhibe  etmezler.  Flunarizine  ve  sinnarizin  gibi  düşük 

seçicilikteki  kalsiyum  kanal  blokörlerinin  T‐tipi  kanalarını  inhibe  ettiği  rapor 

edilmiştir (70). 

T‐tipi kanalları bloke eden birçok bileşik vardır  fakat bunların çoğu diğer 

iyon kanal ve taşıyıcılarını da  inhibe eder. Günümüze kadar spesifik bir  inhibitör 

bulunamamıştır (70). Kurtoxin akrep zehirinden elde edilen T‐tipi kanalları inhibe 

eden bir peptitdir.  Fakat bu peptit  aynı  zamanda diğer  kalsiyum  kanallarını da 

inhibe eder (71). 

3.4. Hücre İçi Kalsiyum Konsantrasyonunun Düzenlenmesi 

Hücre  içi  serbest  Ca+2  çok  önemli  bir  biyolojik  sinyaldir.  Hücrede, 

eksitabilite,  ekzositozis,  motilite,  apoptozis,  gen  transkripsiyonu,  hücre 

farklılaşması  gibi  çok  önemli  biyolojik  olayları  kontrol  eder  (72). Genel  olarak, 

Hücre  içi  kalsiyum  konsantrasyonunun  ([Ca+2]
i
) muhafazası  için  iki Ca+2  kaynağı 

mevcuttur. Birincisi, hücre dışından plazma membranı aracılığıyla hücre içine Ca+2 

girişidir. Örneğin, voltaj‐kapılı Ca+2 kanalları (VKKK) yoluyla hücre  içine Ca+2 girişi 

sağlanabilir. Diğer Ca+2  kaynağı  agonist  bağımlı  ve  voltajdan  bağımsız  hücre  içi 

depolardır. Hücre içi organellerin membranlarında fonksiyonel olarak iki ayrı Ca+2 

kanalı mevcuttur:  inositol  1,4,5  triphosphate  reseptörü  (InsP3R)  ve  ryanodine 

reseptörü (RyR) (72, 73). 
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3.4.1. Hücre İçi Kalsiyum Sinyali 

3.4.1.1. Hücre İçi Kalsiyum Sinyalinin Önemi 

Canlılarda gerçekleşen pek çok önemli olayda Ca+2  iyonları belirleyici  rol 

oynamaktadır.  Bu  olaylar  arasında  hareket,  kalp  atışı,  beynin  bilgiyi  işleyip 

hafızayı  oluşturması,  yumurtanın  döllenme  sonucu  aktivasyonu,  pankreatik 

hücrelerde  salgılama,  yaraların  iyileşmesi,  sillerin  hareket  frekansının 

koordinasyonu,  karaciğer hücrelerinin davranışlarının düzenlenmesi  ve  apoptoz 

sayılabilir.  Ca+2,  hem  hücre  içi  süreçlerde  hem  de  hücreler  arası  etkileşimde 

önemli görevlere sahiptir (74). 

Hücre  içi Ca+2  sinyali,  [Ca+2]i geçici bir  şekilde artışından oluşur. Ca
+2, bu 

sinyal oluşturma özelliğinden dolayı, hücre  için bir  ikincil habercidir. Ca+2, sinyali 

sadece  bağlanma  özellikleri  veya  basitçe  ortamdaki  varlığı  ile  taşıyamaz.  Bu 

yüzden sinyal, enformasyon teknolojisindeki akım ve voltajın kullanımına benzer 

uzamsal ve zamansal formlarla iletilir (74). 

Ca+2’un  bu  şekilde  çeşitli  formlara  sokulabilmesi,  Ca+2  sinyalinde  görev 

alan elemanların dinamikleri ile ilişkilidir. Bu elemanların aktiviteleri sonucu Ca+2, 

hücrede  birbirinden  farklı  pek  çok  sinyali,  örneğin  hormon  bağlanması  veya 

mekanik  uyarıyı,  doğru  şekilde  iletebilmektedir.  Ca+2  sinyali,  bu  özelliğinden 

dolayı  çok  büyük  bir  çeşitlilik  barındırmaktadır.  Bu  çeşitliliğin  incelenip 

açıklanması,  Ca+2’un  ikincil  haberci  olarak  değerlendirilmesinde  temel  öneme 
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sahiptir  ve  bunun  yöntemi  de  Ca+2  sinyalini  düzenleyen  elemanların  incelenip 

bunların özelliklerinin ortaya konulmasıdır (74). 

3.4.2. Hücre İçi Kalsiyum Sinyalinin Oluşumu 

Ca+2’un  hücre  içinde  sinyal  molekülü  görevi  görebilmesinin  sebebi, 

[Ca+2]i’nin, hem hücre dışı ortama, hem de hücre  içinde Ca+2 depolayan yapılara 

göre çok düşük olmasıdır. Öyle ki hücre dışındaki Ca+2’u yaklaşık olarak 10‐3 M, 

Ca+2  depolarında,  örneğin  endoplazmik  retikulumda  (ER)  5x10‐4 M  civarlarında 

iken, [Ca+2]i bu değerlerden binlerce kez daha düşük olan 10
‐7 M seviyelerindedir. 

Bu yüzden, hem hücre içi ile dışı arasında, hem de ER ile sitoplâzma arasında, çok 

yüksek bir Ca+2 derişim  farkı vardır. Bu  fark, Ca+2  için çok büyük bir  itici kuvvet 

oluşmasına sebep olur. Hem hücre zarı, hem de ER zarından Ca+2 geçişi, bu  itici 

kuvvetin  etkisi  ile  protein  yapıdaki  kanallardan  olur.  Bu  kanallar,  çoğunlukla 

kapalı durumda olup; voltaj, mekanik uyarı ya da ligand bağlanması ile aktive olur 

ve Ca+2 geçirgenliği sağlarlar (75). 

3.4.2.1. Hücre Dışından Sitoplâzmaya Kalsiyum Girişi Sağlayan Kanal Tipleri 

3.4.2.1.1. Voltaj Bağımlı Ca+2 Kanalları 

Bu kanallar, membran depolarizasyonu sonucu aktive olur. Bu aktivasyon 

kanalları  Ca+2’a  geçirgen  hale  getirir.  Bu  sayede  hücre  zarındaki  elektriksel 

olaylar,  hücre  içindeki  fizyolojik  olaylarla  çiftlenir.  Bu  kanallar,  evrimsel  olarak 
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voltaj  bağımlı  sodyum  ve  potasyum  kanalları  ile  ilişkilidir  ve  10  farklı  voltaj 

bağımlı Ca+2 kanalı alt tipi bilinmektedir (63). 

3.4.2.1.2. Ligand Bağımlı Ca+2 Kanalları 

Bu kanallar, hücre dışından gelen ligandların bağlanması ile aktive olur ve 

Ca+2’a  geçirgen  hale  gelirler.  Bu  yüzden  bu  kanallar  aynı  zamanda  birer 

reseptördür.  Bu  kanallara  P2X  pürinerjik  reseptörleri  veya  nikotinik  asetilkolin 

(ACh)  reseptörleri  örnek  verilebilir.  Bu  kanalların  bazıları,  Ca+2  dışındaki 

katyonlara da geçirgendirler, bu kanallar  seçici olmayan katyon kanalları olarak 

adlandırılırlar (76, 77). 

3.4.2.1.3. Depo Boşalması ile Aktive olan Ca+2 Kanalları 

Bu  kanalların  aktivasyon mekanizması  tam  olarak  bilinmemekle  birlikte, 

hücre  içi Ca+2 depoları, Ca+2sinyali sonucu, ya da daha  farklı  şekillerde boşaldığı 

zaman, bu  kanallar hücre dışından  sitoplâzmaya Ca+2  girişine  sebep olurlar. Bu 

Ca+2 girişi, kapasitatif Ca+2 girişi  (KKG) olarak da adlandırılır. Bu kanallara örnek 

olarak, transient reseptör potansiyeli (TRP) kanallarının bazıları gösterilebilir. Bu 

kanallar, depo boşalması ile aktive olup hem Ca+2 sinyalini, hem de hücre içi Ca+2 

homeostazını düzenlerler. Bu kanalların bir diğer özeliği de lanthanum (La+3) gibi 

üç değerlikli katyonlarla inhibe olmalarıdır (78). 
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3.4.2.2. Hücre İçi Kalsiyum Depolarından Kalsiyum Çıkışını Sağlayan Yapılar 

3.4.2.2.1. Ryanodin Reseptörleri 

Kas hücrelerindeki ER’nin modifiye olmuş şekline sarkoplazmik retikulum 

(SR)  ismi verilmektedir  (75). SR’dan Ca+2 salınımını sağlayan kanal  ise, Ryanodin 

reseptörüdür.  RyR’lerin  aktivasyonu  öncelikle  voltaj  bağımlı  Ca+2  kanallarından 

hücre içine giren Ca+2 tarafından olmakta, bu reseptörler Ca+2 ile zaman içerisinde 

önce  aktive,  ardından  inhibe  olmakta,  aktif  halde  iken  Ca+2  kanalı  özelliği 

göstermektedirler. İnhibisyon durumu [Ca+2] biraz daha arttırıldığı zaman aşıldığı 

için adaptasyon olarak adlandırılmaktadır (79). Reseptörlerin Ca+2 ile aktivasyonu, 

Ca+2  etkili  Ca+2  salımı  olarak  (KEKS)  adlandırılmaktadır.  Bu  mekanizma,  kas 

kasılmasını  sağlayan  temel unsurlardan biridir. RyR’ler, bu etkinin daha belirgin 

görülebilmesi  için  kas  hücrelerinde  t‐tübülleri  çevresinde  kümelenmişlerdir. 

Reseptörleri  Ca+2  dışında  kafein  de  aktive  etmekte,  Ryanodin  ise  reseptörlere 

yüksek  afinite  ile  bağlanıp,  reseptörleri  düşük  geçirgenlikli  bir  duruma 

getirmektedir (18). Bunun dışında adenozintrifosfat (ATP), magnezyum (Mg+2) ve 

protein‐protein ilişkileri de bu reseptörün düzenlenmesinde görev almaktadır. Bu 

reseptörün  memelilerde  üç  alt  tipi  bulunmaktadır  ve  kas  hücreleri  dışında 

özellikle sinir hücrelerinde de Ca+2 sinyalinde görev almaktadırlar (80). 



23 

3.4.2.2.2. İnositol 1,4,5‐trisfosfat Reseptörleri 

Hücre içi sinyal iletiminde en yaygın ikincil habercilerden biri olan inositol 

1,4,5‐trisfosfat  (IP3)  etkisi  ile  aktive  olup  kanal  özellikleri  ile  ER’den  Ca
+2 

salınımına  yol  açan  reseptörler,  inositol  1,4,5‐trisfosfat  reseptörü  (IP3R)  olarak 

adlandırılmaktadır.  Reseptörlerin  protein  yapısı,  RyR’ler  ile  belirgin  şekilde 

benzerlik  taşmaktadır.  IP3R’ler,  IP3,  ve RyR’ler  gibi Ca
+2  ile aktive olmakta,  yine 

RyR  benzeri  şekilde,  fakat  özellikle  yüksek  derişimdeki  Ca+2  ile  inaktif  hale 

gelmektedir  (81).  Reseptörün  IP3’e  adaptasyon  gösterdiğine  dair  de  bulgular 

vardır  (82). Reseptörün ayrıca ATP,  fosforilasyon  ve  FKBP12  ve  kalmodülin  gibi 

proteinler  ile de etkileştiği ve bu proteinlerin reseptör fonksiyonunu düzenlediği 

bilinmektedir (81). 

Uyarılabilir  olmayan  hücrelerde,  Ca+2  sinyalini  oluşturan  temel 

mekanizma,  IP3  etkili Ca
+2  salınımıdır. Bu  salınımı  sağlayan  IP3 molekülü, hücre 

zarında  bulunan  fosfaditil  inositol  4,5‐bifosfatın  (PIP2),  fosfolipaz  C  (PLC) 

tarafından  IP3  ve  diaçilgliserole  (DAG)  parçalanması  ile  oluşur.  Başka  bir  sinyal 

molekülü olan DAG, hücrede önemli fonksiyonları olan protein kinaz C’yi (PKC) ve 

bazı TRP kanallarını aktive ederken, IP3, IP3R’lerden Ca
+2 salınımına yol açar (75). 

IP3 oluşumunu sağlayan PLC’nin çeşitli alt tipleri arasında en önemlilerden 

birisi PLC‐β’dır. Bu protein, G protein kenetli reseptörlerin (GPKR), dış ortamdan 

gelen  ligandlarla etkileşmesi sonucu aktive olur. Çeşitli G proteini alt tiplerinden 

biri  olan  Gq  proteinleri  ile  kenet  oluşturan  reseptörler,  ligandlar  aracılığıyla 

uyarıldığında, heterotrimerik yapıda olan, Gα ve Gβγ alt ünitelerinden oluşan Gq 
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proteinlerinde,  uyarılmamış  durumda  guanozindifosfat  (GDP)  bağlı  olan Gα  alt 

ünitesinde,  GDP/guanozintrifosfat  (GTP)  değiş  tokuşu  yaşanır.  Aktive  olan  Gα, 

PLC‐β’yı aktive ederek  IP3 oluşumunu sağlamış olur. Bu süreçte GTP’nin GDP’ye 

hidrolizi, Gα’nın tekrar Gβγ  ile bir araya gelmesine yol açar, bu sayede sinyal bir 

sonraki döngüye dek sonlanmış olur (75). 

Aynı  fonksiyona  sahip,  fakat  farklı  uyarılarla  aktive  olan  başka  PLC  alt 

tipleri  de  vardır.  Bunlar,  PLC‐γ,  PLC‐δ  ve  PLC‐ε  proteinleridir.  Bunlar  arasında 

fonksiyonu  en  iyi  açıklığa  kavuşturulan  PLC‐γ,  reseptör  tirozin  kinazların  dış 

ortamdan  gelen  uyaranlarla  aktivasyonu  sonucu  aktive  olmaktayken,  PLC‐δ’nın 

Gh  kenetli  reseptör  aktivasyonu  ve  KKG  ile  aktive  olduğu  düşünülmektedir. 

PLC‐ε’un  ise, G12 ve Gs kenetli reseptörleri de  içeren, birden fazla sinyal yolağını 

kullandığına dair bulgular vardır (83). 

3.5. Gadolinyumun Kalsiyum Kanallarıyla Etkileşimi 

Gadolinyum’un  etkilerini,  Ca+2  bağlayan  veya  kalsiyum  iyonlarının 

doğrudan  etkilerini  oluşturan  zar  proteinlerini  etkileyerek  Ca+2  bağımlı 

mekanizmalar  üzerinden  gerçekleştirdiği  tanımlanmıştır.  Gadolinyum,  inhibitör 

etkisi en güçlü olan lanthanide iyonudur (84). 

Kalsiyum  bağlayıcı  alanlara  olan  yüksek  afinitelerinin  bir  sonucu  olarak, 

lanthanide’ler ‘supercalcium’ olarak da adlandırılmaktadırlar (85). 

Gadolinyumun nöroblastom hüclerinde  kalsiyum  kanallarını  inhibe ettiği 

gösterilmiştir.  Lanthanide  katyon  Gd+3’ın  voltaj  bağımlı  kalsiyum  akımları 
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üzerindeki  etkisi  nöroblastoma  x  gliom  (NG108‐15)  hücreleri  üzerinde  bir  tüm 

hücre  klemp  tekniği  kullanılarak  incelenmiştir.  Gd+3  kalsiyum  akımların 

amplitüdünü  azaltmıştır.  Gd+3  tarafından  üretilen  inhibisyon  miktarı; 

konsantrasyona bağımlı olarak, yaklaşık 0,5 ile 5 µM arasında olup yaklaşık 10‐20 

µM’da maksimuma  ulaşılmıştır.  Total  kalsiyum  akımının  bir  kısmı  Gd+3  yaptığı 

blokaja  direnç  göstermiştir.  Aynı  çalışmada  kullanılan  deneysel  koşullarda, 

kalsiyum  akımları,  biri  Gd+3  tarafından  seçici  olarak  blokajlanan,  kalsiyum 

kanallarını  üç  ayrı  alt  tipinin  aktivitesini  yansıtan,  en  az  üç  ayrı  bileşenden 

oluştuğu bildirilmiştir (86). 

Gadolinyum,  kalsiyumla  yarışarak  onu  sarkoplazmik  retikulumdaki 

yerinden edebilir (87). Gd+3, nöronlarda voltaj duyarlı Ca+2 akımını azaltmaktadır 

(88).  Daha  ayrıntılı  çalışmalar  gadolinyumun  voltaj  kapılı  nöroblastom 

hücrelerinde  N‐tipi  (86),  hipofiz  hücrelerinde  T‐tipi  ve  L‐tipi  Ca+2  kanalları 

blokladığını ortaya çıkarmıştır (89). Gd+3’nın SR Ca‐ATPaz üzerindeki Ca+2 bağlayıcı 

alana bağlanması nedeniyle oluşan inhibitör etkisi de tariflenmiştir (90, 91). 

Bir  çalışmada,  gadolinyumun  ryanodine  reseptörü  (RyR1)  üzerindeki 

bağlanma  alanlarına  geri  dönüşlü  ve  konsantrasyona  bağımlı  bir  şekilde 

bağlandığı izlenimi de bildirilmiştir (85). 

Gadolinyum’un  10  μM  miktarının  yüksek  voltajlı  kalsiyum  akımını 

tamamen durdurduğu gösterilmiştir (92). 

Ancak  hücre  hareketlerinin  değerlendirildiği  bir  çalışmada  da  ortaya 

konulduğu  gibi  kalsiyum  akımın  durdurması  diğer  Ca+2  kanal  inhibitörleriyle 
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karşılaştırıldığında  hareket  kabiliyetli  hücrelerin  dokular  arası  geçişini  fazla 

etkilemeyerek belirgin farklılık arz etmektedir (93). 

3.6. Dorsal Kök Gangliyonu Nöronlarının Özellikleri 

DKG nöronları somatosensöriyal bilgiyi AP olarak merkezi sinir sistemine 

(MSS)  taşır. Bu nöronların  iki  ana  tipi  vardır: Birincisi; düşük  yoğunluklu, hasar 

oluşturmayan ve normalde ağrı vermeyen uyaranlara cevap veren non‐nosiseptif 

nöronlar,  ikincisi;  yüksek  yoğunluklu,  hasar  oluşturucu  ve  normalde  ağrı  verici 

stimulusa  karşı  cevap  oluşturan  nosiseptif  nöronlardır  (94).  Hücresel 

elektrofizyoloji  çalışmalarında  yaygın  bir  şekilde  kullanılan  DKG,  duyusal 

nöronların elektrofizyolojik ve  farmakolojik olarak  incelenmesinde  iyi bir model 

oluşturmuştur. 

DKG nöronları, iletim hızına göre C (0,8 m/sn), A (1,5‐6,5 m/sn) ve A/ 

(>6,5  m/sn)  şeklinde  sınıflandırılmaktadır  (94).  DKG  nöronları  ile  ilgili  yapılan 

çalışmalar farklı DKG nöronlarının farklı Na+ (95), K+ (96) ve Ca+2 kanal akımlarına 

sahip olduğunu göstermektedir (97). 

DKG  nöronlarının  diğer  bir  sınıflandırması  ise  çap  boyutu  açısından 

yapılmaktadır. DKG nöronları çaplarına göre büyük (>50 m çap), orta (30‐50 m 

çap)  ve  küçük  (<30  m  çap)  olmak  üzere  üç  alt  sınıfa  ayrılır  (98).  DKG 

nöronlarında  iyon  akımlarının  biyofiziksel  özelliklerinin  ve  iyon  kanal  alt 

birimlerinin  dağılımının  hücre  çapıyla  ilişkili  olduğu  gösterilmiştir  (99).  Na+ 

kanallarıyla  ilgili  ağrı  ve  analjezi  çalışmalarında  küçük  çaplı  DKG  nöronları 
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kullanılmaktadır.  Bunun  nedeni,  büyük  ve  orta  çapa  sahip  DKG  nöronlarına 

kıyasla küçük çaplı nöronlarda daha fazla sayıda ve farklı tipte VKSK’nın eksprese 

olmasıdır  (99). Ca+2 kanalları  ile  ilgili yapılan çalışmalarda da kanal alt birimi ve 

kanal  yoğunluğunun  DKG  hücre  çapıyla  ilişkili  olduğu  belirlenmiştir.  Bazı  Ca+2 

kanal alt birimleri küçük veya orta çaplı nöronlarda daha yoğun şekilde eksprese 

olurken bazı alt birimler ise büyük çaplı nöronlarda eksprese olmaktadır. Örneğin 

α1A,  α1B,  α1C,  α1D,  α1E,  α1I  ve  α1S  alt  birimleri  tüm  DKG  nöronlarında  eksprese 

olurken, α1A, α1D, α1E, α1I ve α1S’nın küçük çaplı DKG nöronlarında daha yoğun bir 

şeklide  eksprese  olduğu  tespit  edilmiştir.  Bunun  yanında  büyük  çaplı  DKG 

nöronlarına  göre  α1  ve  α2δ  alt  birimleri  küçük  ve  orta  çaplı  nöronlarda  daha 

yoğun şekilde eksprese olmaktadır (100). 

3.7. Trigeminal Gangliyon Nöronlarının Özellikleri 

DKG  nöron  hücreleri  gibi  trigeminal  gangliyon  (TG)  nöronları  da  primer 

duyusal nöronlar olup, nöronların  somatosensoryal  iletim  zincirinin  ilk halkasını 

teşkil ederler (101). 

Ağrının  hücresel  ve moleküller mekanizmasının  anlaşılması  için  yapılan 

çalışmalarda neonatal ve embriyonik sıçanlardan  izole edilen duyusal nöronların 

primer  ve  kalıcı  kültürleri  yaygın  bir  şekilde  kullanılmaktadır  (102).  Kültüre 

edilmiş TG ve DKG duyusal nöronları  ile yapılan çalışmalar, bu nöronların  in vivo 

duyusal nöronlarla benzer özellikler gösterdiğini ortaya koymuştur (103). 
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TG nöronları somatosensöriyal bilgiyi DKG nöronları gibi AP olarak MSS’ye 

taşır. Hücresel elektrofizyoloji çalışmalarında DKG gibi kullanılan TG, model olarak 

duyusal  nöronların  elektrofizyolojik  ve  farmakolojik  olarak  incelenmesinde 

kullanılmıştır (94, 104). 

Memeli  TG  nöronlarda  yapılan  intrasellüler  kayıtlar  üç  tür  aksiyon 

potansiyelinin var olduğunu göstermiştir (105): 

1) Çoğunluğu TTX ile tamamen bloke edilen hızlı akımlar 

2) Cd+2 ve TTX’a dirençli tepeli akımlar ve 

3) TTX dirençli ve Cd+2 duyarlı yavaş yavaş azalan aksiyon potansiyelleri. 

Voltaj  bağımlı  TTX  dirençli  ve  TTX  duyarlı  sodyum  kanalları, 

amiloride‐duyarlı  T‐tipi,  DHP‐duyarlı  L‐tipi  ve  ω‐konotoksin  duyarlı  N‐tipi 

kalsiyum akımları TG nöronlarında da tanımlanmıştır. Yine proton‐kapılı sodyum 

kanallarının üç alt tipi ile TTX dirençli sodyum kanalları da gösterilmiştir (105). 

3.8. GT1‐7 Nöronlarının Özellikleri 

GT1‐7  hücreleri,  olgun  hipotalamik  GnRH  nöronlarının  özelliklerine 

sahiptir. GnRH nöronlarının sayıca az olmaları, beyinde yaygın olarak bulunmaları 

ve  çok  sayıda  afferent  sinyaller  almaları  sebebiyle  in  vivo  çalışma  zorluğu 

mevcuttur.  Nöropeptidlerin  etkisinin  in  vitro  olarak  çalışılması  amacıyla  GT1‐7 

hücreleri  kullanılmıştır.  GT1‐7  hücreleri,  GnRH  nöronlarının  özelliklerine  sahip 

olduklarından  spontan  elektriksel  aktivite,  nöropeptid  ekspresyonu  ve 

nörosekresyon mekanizmalarının anlaşılması için uygun bir modeldir (106). 
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GT1‐7  hücrelerinin  transient  reseptör  potansiyeli  üst  ailesine  ait 

kalsiyuma  geçirgen  katyon  kanalları  (TRPC)  kapsadıkları  gösterilmiştir.  GT1‐7 

hücrelerinde en fazla eksprese edilen TRPC4 dür (107). 

Çalışmalar, GT1‐7 hücrelerinde GnRH pulsatil  salgılanmasının ekzositotik 

salınmasına  ve  genetik  transkripsiyon  olaylarına  bağlı  olduğunu  göstermiştir. 

GT1‐7 hücreleri, kastre kemiricilerden elde edilen primer kültürlerdekine benzer 

interpulse aralıklı ve episodik tarzda GnRH salgılar (108). Pulsatil GnRH salınması 

GT1‐7  hücrelerinin  intrinsik  bir  özelliğidir  (109).  Kalsiyum  GT1‐7  hücrelerinde 

ekzositotik pulse aktivitesinin başlaması ve devamı  için kritik bir öneme sahiptir 

(110). Kalsiyum kanallarının farmakolojik vasıtalarla bloklanması veya kalsiyumun 

uzaklaştırılması  bu  hücrelerde  GnRH  salınmasını  engellemektedir  (110‐112). 

[Ca+2]
i
 GT1‐7 hücrelerinde durağan halden  yüksek ossilatör biçime  kayar  ve bu 

durum  sıklıkla  ekzositotik  olaylar  ile  ilişkilidir  (113).  Ayrıca,  GT1‐7  hücrelerinin 

L‐tipi voltaj kapılı Ca+2 kanal blokeri nimodipine  ile muamelesi,  sekretorik pulse 

aktivite  frekansını  azaltır  (109).  Kalsiyumun  hücre  içi  cevabı  başlatması  çoğu 

zaman  kalsiyuma bağlanan proteinlere  ve daha  sonra  transkripsiyonel  sistemin 

diğer  regülatör unsurları  ile  ilişkisine bağlıdır. Bu proteinler arasında  kalretinin, 

kalsineurin ve kalmodulin başlıcalarıdır (114). 

Son  zamanlarda,  GT1‐7  hücrelerinde  hücrenin  hem  sitoplazma  hem  de 

nükleusundaki unsurlar  ile  ilişkiye girmeye muktedir yeni bir kalsiyum bağlayan 

protein  belirlenmiştir.  DREAM  (downstream  regulatory  element  antagonist 
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modulator) adlı protein kalsiyuma yüksek affiniteyle bağlı dört EF‐hands kapsar 

(115, 116). 

GT1‐7  hücrelerinin melatonin  reseptörü  içerdiğini  gösteren  çalışmaların 

(117‐119)  varlığına  karşılık,  reseptörlerin  belirlenemediği  çalışmalar  (120)  da 

mevcuttur.  Melatonin  GT1‐7  hücrelerinde  hücre  içi  Ca+2  konsantrasyonunda 

artışa  yol  açtığı  gösterilmiştir  (121).  Bu  dolaylı  olarak  GT1‐7  hücrelerinin 

melatonin  reseptörü  kapsadığına  bir  delil  olarak  kabul  edilebilir.  Sonuç  olarak 

melatoninin GT1‐7 hücreleri üzerindeki etkisi hücre içi Ca+2 düzeyini artırır. 

3.9. Amaç (Hipotez) 

GMRKA’ların  metabolik  koşullar  altında  gadolinyum  iyonlarını  serbest 

bırakarak  ayrıştığı  ve  bu  iyonların  NSF’ye  sebep  olduğu  hipotezi  mevcuttur. 

GMRKA’ların  sayı  ve  oran  olarak  büyük  çoğunlukla  sinir  sistemi  patolojilerinin 

tanınması  ve  değerlendirilmesinde  kullanıldığı  da  bir  gerçektir. Dolayısıyla  sinir 

sistemi hücreleriyle yoğun temas ve etkinlik oluşmaktadır. Buna dayanarak farklı 

sinir  doku  hücre  kültürlerinde  gadolinyumun  ve  gadolinyum  şelatlarının  hücre 

işlevlerinin  yürütülmesinde  etkin  olan  hücre  içi  kalsiyumu  üzerine  etkisinin 

değerlendirilmesi  amacıyla  Floresan  Kalsiyum  Görüntüleme  kullanılarak  henüz 

yapılamamış  in  vivo  değerlendirmeye  en  yakın  olabilecek  yöntemle 

araştırılmasını öngörüldü. 
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Hipotezimiz,  gadolinyum  şelatlarının  in  vivo  metabolik  koşullarda  Gd+3 

iyonlarını serbest bırakarak ayrıştığı varsayımıyla bu  iyonların hücre  içi kalsiyum 

oranlarını değiştirerek fizyopatolojik süreçleri etkilediği şüphesidir. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışma  Fırat  Üniversitesi  Tıp  Fakültesi  Fizyoloji  Anabilim  Dalı 

Elektrofizyoloji  Laboratuarı’nda  gerçekleştirildi.  Deneysel  çalışmalara  yerel  Etik 

Kurul onayı (2011/04‐70) alındıktan sonra başlandı. 

Çalışmada dorsal kök gangliyon,  trigeminal gangliyon hücre kültürleri  ile 

GnRH nöron (GT1‐7, immortalized GnRH neurons) hücre serisi kullanıldı. 

Çalışmada  kullanılan  sıçan  dorsal  kök  gangliyon  ve  trigeminal  gangliyon 

sinir  hücreleri  laboratuvarda  daha  önce  (122‐124)  tanımlanan  yöntemlerle 

hazırlanarak kullanıldı. GT1‐7 ise laboratuvarımızda kullanılmak üzere Dr. Pamela 

L.  Mellon  (University  of  California,  San  Diego)  tarafından  gönderilen  hediye 

olarak gönderildi (fare nöroblastom hücre serisi) (106). 

4.1. Kullanılan Alet‐Cihazlar 

 Titreşim Önleyici elektrofizyolojik masa (Intracel, İngiltere) 

 Hassas terazi (Chyo JL‐180, Japonya) 

 pH Metre (Thermo Orion, Beverly, ABD) 

 Ozmometre (Gonotec, Berlin, Almanya) 

 Diseksiyon Mikroskobu (Olympus, Japonya) 

 Karbondioksitli İnkübatör (Heraus, Almanya) 
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 Sabit Hava Akımlı Güvenlik Kabini (Laminar Flow, Türkiye) 

 Floresan Ataşmanlı Inverted Mikroskop, (Nikon TE2000 S, Japonya) 

 Perfüzyon Ünitesi (Warner Instruments, ABD) 

4.2. Hücre Kültürleri İçin Genel Prensipler 

Hücre  kültürü  yapılması  ve  saklanması  sırasında  oluşabilecek 

kontaminasyonlara karşı gerekli önlemler alındı. Bu amaçla kullanılan tüm cerrahi 

malzemeler, cam saklama kapları, pipetler ve pipet uçları otoklav (Nüve, Ankara, 

Türkiye)  yardımıyla  sterilize edildi. Otoklavdan  alınan malzemeler  laminar hava 

akımlı  güvenlik  kabini  içerisine  konulmadan  önce  % 70’lik  alkolle  tekrar 

temizlendi  ve  laminar  hava  akımlı  güvenlik  kabini  içerisine  yerleştirildi.  Steril 

halde temin edilen plastik malzemeler ise kullanılmadan önce % 70’lik alkol sprey 

üzerlerine  sıkıldıktan  sonra diğer cam malzemelerin yanına  laminar hava akımlı 

güvenlik  kabini  içerisine  yerleştirildi.  Laminar  hava  akımlı  güvenlik  kabini 

içerisindeki  ultraviyole  ışık  kaynağı,  kabinde  hücre  kültürü  yapılmadığı  zaman 

aralıklarında açık olarak bırakıldı. Cerrahi malzemeler her kullanımdan önce, cam 

malzemeler  ise  her  hücre  kültürü  yapılmadan  önce  sterilize  edildi.  Hücre 

kültürünün koyulacağı inkübatörün nemi, gaz düzeyi, sıcaklığı ve temizliğine özen 

gösterildi. 

Hazırlanan  tüm  solüsyonların  pH’sı  ve  osmolaritesi  pH  metre  ve 

ozmometre kullanılarak ölçüldü. Solüsyonların ve cam saklama kaplarının üzerine 
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sırasıyla  malzemenin  ismi,  hazırlandığı  tarih  ve  hazırlayan  kişinin  isminin  baş 

harfleri yazılarak işaretlendi. 

Lameller kültür hazırlanmadan bir gün önce % 70’lik etanolden çıkartılarak 

laminar hava akımlı güvenlik kabini  içerisinde steril bir kurutma kağıdı üzerinde 

kurutuldu. Daha sonra 100 µl poly‐L‐ornitine (Sigma; 25 mg/ml stok solüsyon) 10 

ml  distile  su  ilave  edildi  ve  bu  sıvı  50 mm  çapındaki  steril  bir  petri  kutusuna 

boşaltıldı.  Kuruyan  lameller  alevden  hızla  geçirilerek  bu  poly‐L‐ornitin  içeren 

sıvıya konuldu ve bir gece 37°C’de % 95 hava, % 5 karbondioksit içeren nemli bir 

inkübatörde bekletildi. Ertesi gün  lameller  inkübatörden alındı  ve  laminar hava 

akımlı  güvenlik  kabini  içerisinde  bir  forsepsle  tek  tek  tutularak  ard  arda 

yerleştirilmiş 3 petri kutusunun  içerisindeki steril distile suya daldırılarak yıkandı 

ve kurutma kağıdı üzerine konuldu. Kuruyan lameller her petri kutusuna bir tane 

lamel gelecek  şekilde 12 adet 35 mm çapında steril petri kutusuna yerleştirildi. 

Hücrelerin  yaşının  ve  vasatın  değiştirilme  günlerinin  belirlenmesi  için  kültür 

tablası üzerine kültürün hazırlanış tarihi yazıldı. 100 µl  laminin (5 µg/ml) her bir 

lamel üzerine  ilave edilerek  kültür  tablası  inkübatöre  kaldırıldı. Aynı gün  kültür 

vasatı  da  hazırlanarak  yaklaşık  40  ml  kültür  medyumu  ve  10  ml  fosfatla 

tamponlanmış  fizyolojik tuzlu suda  (PBS) steril bir plastik tüp  içerisinde  ısınması 

amacıyla  inkübatöre  yerleştirildi.  Diseksiyon mikroskobu  ve  diseksiyon  cerrahi 

seti dezenfekte edilerek laminar hava akımlı güvenlik kabini içerisine alındı. 

Hücreler izole edilip önceden hücre dışı geliştirme matriksi, poli‐D‐lizin ve 

laminin kaplanmış 12 mm çapındaki cam  lamellere (BD BioCoat, ABD) ekildikten 

sonra 37oC’de % 5 karbondioksit içeren nemli bir inkübatörde (Heraus, Almanya) 
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inkübasyona bırakıldı. Bu hücreler, en az 4‐6 saat  inkübe edilerek  lamel üzerine 

iyice yapışması sağlandıktan sonra kalsiyum görüntüleme deneylerinde kullanıldı.  

Hücre  kültürü  için  Fırat  Üniversitesi  Deneysel  Araştırma  Merkezinden 

(FÜDAM)  sağlanan  yavru  sıçanlar  “Guide  for  the  Care  and  Use  of  Laboratory 

Animals” (125) prensipleri doğrultusunda kullanıldı. 

4.3. Dorsal Kök Gangliyonu Hücre Kültürü Protokolü 

Temin edilen  iki günlük Wistar  cinsi  sıçanlar dekapite edilerek, geniş bir 

petri kutusuna yerleştirildi. Küçük bir makasla vertebral kolon ayrıldı, daha sonra 

kaudal uçtan başlayarak boyuna kadar spinal kolonun  içi yaylı bir küçük makasla 

açıldı. Bu  izole spinal kolon petri kutularına yerleştirilmiş PBS  ile 3 defa yıkandı. 

Daha sonra diseksiyon mikroskobu altında forsepslerle bütün DKG’ları hassas bir 

şekilde izole edilerek küçük bir petri kutusu içerisindeki kültür vasatına konuldu. 

Bütün DKG gövdeleri çıkarılarak petri kutusunda toplandıktan sonra, petri 

kutusu  hassas  yuvarlak  hareketlerle  sallandı  ve  bütün  gangliyonların  bir  araya 

toplanması  sağlandıktan  sonra  kültür  medyumu  bir  Pastör  pipeti  ile  çekildi. 

Ardından 900 µl  ılık  (37°C’de  inkübe edilmiş) kültür vasatı ve 100 µl kollagenaz 

(% 0,125,  Sigma)  ilave  edilerek  hafifçe  çalkalandı  ve  13  dakika  süreyle 

inkübatörde  tutuldu.  Bu  süre  sonunda  hücre,  solüsyon,  enzim  karışımı 

inkübatörden alınarak hızla üç defa PBS ile yıkandı. Daha sonra 900 µl PBS ve 100 

µl  tripsin  (% 0,25,  Sigma)  ilave  edilerek  hafifçe  çalkalandı  ve  6  dakika  süreyle 

inkübe edildikten sonra 15 ml’lik steril plastik tüpe aktarıldı ve yaklaşık 4 ml  ılık 
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kültür vasatı  ilave edildi, gangliyonlar  tüpün dibine çöktürüldükten sonra kültür 

vasatı Pastör pipeti  ile uzaklaştırıldı ve bu  işlem 3 defa  tekrarlandı. Daha  sonra 

100  µl DNAz  (Sigma)  ve  900  µl  kültür medyumu  ilave  edilerek  ucu  daraltılmış 

steril bir Pastör pipetine hızla çekip boşaltarak gangliyonlar mekanik olarak  tek 

hücrelere ayrıştırıldı. Bu çekip boşaltma işlemi 3‐6‐9 defa kademeli olarak yapıldı. 

Her bir kademede üstte kalan süspansiyon alınarak diğer gangliyonlara mekanik 

ayrıştırma  işlemi  devam  edildi.  Şayet  gangliyon  topağı  tam  olarak  dokuz  çekip 

boşaltmadan  sonra hala ayrışmadıysa bu  işleme 14 defaya kadar devam edildi. 

Hücre  kültür  vasatı  süspansiyonu,  kültür  vasatı  ilave  edilerek  2,4  ml’ye 

tamamlandı.  Daha  sonra  inkübasyon  için  daha  önceden  lamininle  kaplanan 

lamellerin bulunduğu küçük petri kutuları inkübatörden alındı. Lamellerin laminin 

ile  inkübasyon  zamanı  en  az  3‐4  saat  olduğu  için  dekapitasyon  işlemine 

başlamadan yaklaşık olarak en az 2  saat önce  laminin ekim  işlemi  tamamlandı. 

Laminin  içeren sıvının büyük bir kısmı  lamellerden uzaklaştırıldıktan sonra hücre 

süspansiyonu bulunan solüsyona 240 µl sinir büyütme faktörü (NGF, 2.5 S, Sigma) 

eklendi ve her lamele 150 µl hücre içeren bu solüsyon ekildi ve yaklaşık 4‐6 saat 

süreyle  inkübatörde bekletildi. Bu  sinir hücreleri  laminin‐polyornithin  ile  yüzeyi 

kaplı  cam  lameller  üzerine  ekilerek  37°C  derecede,  % 5  karbondioksit  içeren 

nemli  inkübatörde  kullanılıncaya  kadar  (maksimum  2‐3  hafta)  inkübe  edildi. 

Yaklaşık  6  saat  sonra  DKG  hücreleri  (Şekil  1)  floresan  kalsiyum  görüntüleme 

deneylerinde kullanılmaya başlandı. 

Sinir  hücre  kültür  medyumu;  F14,  ısıyla  inaktive  edilmiş  % 10’luk  at 

serumu, sinir büyütme faktörü, penisilin+streptomisin içermektedir. 
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Şekil 1. Fura‐2‐AM ile Yüklenmiş DKG Hücrelerinin Mikroskop Altındaki 

Görünümleri. 

 

4.4. Trigeminal Gangliyon Hücre Kültürü Protokolü 

Fırat  Üniversitesi  Deneysel  Araştırmalar  Merkezi’nden  temin  edilen  iki 

günlük  Wistar  cinsi  sıçanlar  dekapite  edilerek  başları  bir  petri  kutusuna 

yerleştirildi. Küçük bir makasla MSS etrafındaki bağ doku kaldırılarak beyin ortaya 

çıkarıldı. Pontin fleksuralardan geçen enine bir kesi yapılarak her  iki hemisfer ve 

orta beyin dışarı diseke edildi. Ardından, arka beyin dâhil üst servikal spinal kord 

diseke  edilerek  bağ  doku  ve meninkslerden  arındırıldı.  Her  iki  taraftaki  TG  ve 

uzantılarına  zarar  vermemeye dikkat  edildi. Daha  sonra diseksiyon mikroskobu 
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altında makas ve  forsepslerle her  iki TG hassas bir  şekilde uzantılarından kesilip 

izole edilerek küçük bir petri kutusu içerisindeki kültür vasatına konuldu. 

TG  gövdeleri  çıkarılarak petri  kutusuna  konulduktan  sonra, petri  kutusu 

hassas  yuvarlak  hareketlerle  sallandı  ve  gangliyonların  bir  araya  toplanması 

sağlandı. Sonra kültür medyumu bir Pastör pipeti  ile çekildi. Ardından 900 µl  ılık 

(37°C’de  inkübe  edilmiş)  kültür  vasatı  ve  100  µl  kollagenaz  (% 0,125)  ilave 

edilerek  hafifçe  çalkalandı  ve  13  dakika  süreyle  inkübatörde  tutuldu.  Bu  süre 

sonunda hücre, solüsyon, enzim karışımı inkübatörden alınarak hızla üç defa PBS 

ile yıkandı. Daha sonra 800 µl PBS ve 200 µl tripsin (% 0,5)  ilave edilerek hafifçe 

çalkalandı ve 6 dakika süreyle inkübe edildikten sonra 15 ml’lik steril plastik tüpe 

aktarıldı ve yaklaşık 4 ml  ılık kültür vasatı  ilave edildi, gangliyonlar tüpün dibine 

çöktürüldükten  sonra  kültür  vasatı Pastör pipeti  ile uzaklaştırıldı  ve bu  işlem  3 

defa  tekrarlandı.  Daha  sonra  100  µl  DNAz  ve  900  µl  kültür  medyumu  ilave 

edilerek  ucu  daraltılmış  steril  bir  Pastör  pipetine  hızla  çekip  boşaltarak 

gangliyonlar mekanik olarak  tek hücrelere  ayrıştırıldı. Bu  çekip boşaltma  işlemi 

3‐6‐9  defa  kademeli  olarak  yapıldı. Her  bir  kademede  üstte  kalan  süspansiyon 

alınarak  gangliyonlara mekanik  ayrıştırma  işlemi  devam  edildi.  Şayet  gangliyon 

topağı tam olarak 9 çekip boşaltmadan sonra ayrışmadıysa bu  işleme 14 defaya 

kadar devam edildi. Hücre kültür vasatı süspansiyonu, kültür vasatı ilave edilerek 

2,4  ml’ye  tamamlandı.  Daha  sonra  inkübasyon  için  daha  önceden  lamininle 

kaplanan  lamellerin  bulunduğu  küçük  petri  kutuları  inkübatörden  alındı. 

Lamellerin laminin ile inkübasyon zamanı en az 3‐4 saat olduğu için dekapitasyon 

işlemine  başlamadan  yaklaşık  olarak  en  az  2  saat  önce  laminin  ekim  işlemi 
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tamamlandı. Laminin içeren sıvının büyük bir kısmı lamellerden uzaklaştırıldıktan 

sonra hücre süspansiyonu bulunan solüsyona 240 µl sinir büyütme faktörü (NGF) 

eklendi ve her lamele 150 µl hücre içeren bu solüsyon ekildi ve yaklaşık 4‐6 saat 

süreyle  inkübatörde bekletildi. Bu  sinir hücreleri  laminin‐polyornithin  ile  yüzeyi 

kaplı  cam  lameller  üzerine  ekilerek  37°C  derecede,  % 5  karbondioksit  içeren 

nemli  inkübatörde  kullanılıncaya  kadar  (maksimum  2‐3  hafta)  inkübe  edildi. 

Yaklaşık  6  saat  sonra  TG  hücreleri  (Şekil  2)  floresan  kalsiyum  görüntüleme 

deneylerinde kullanılmaya başlandı. 

Sinir  hücre  kültür  medyumu;  F14,  ısıyla  inaktive  edilmiş  % 10’luk  at 

serumu, sinir büyütme faktörü, penisilin+streptomisin içermektedir. 

 

 

Şekil 2. Fura‐2‐AM ile Yüklenmiş TG Hücrelerinin Mikroskop Altındaki 

Görünümleri. 
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4.5. GT1‐7 Hücre Serisi Protokolü 

Hediye  hücre  serisi  süspansiyonu,  kültür  vasatı  ilave  edilerek  2,4 ml’ye 

tamamlandı.  İnkübasyon  için  daha  önceden  lamininle  kaplanan  lamellerin 

bulunduğu  küçük  petri  kutuları  inkübatörden  alınarak  laminin  içeren  sıvının 

büyük bir kısmı lamellerden uzaklaştırıldıktan sonra hücre süspansiyonu bulunan 

solüsyona 240 µl sinir büyütme faktörü (NGF) eklendi ve her lamele 150 µl hücre 

içeren  bu  solüsyon  ekildi  ve  yaklaşık  4‐6  saat  süreyle  inkübatörde  bekletildi. 

GT1‐7 hücreleri laminin‐polyornithin ile yüzeyi kaplı cam lameller üzerine ekilerek 

37°C derecede, % 5 karbondioksit  içeren nemli  inkübatörde kullanılıncaya kadar 

(maksimum 2‐3 hafta)  inkübe edildi. Yaklaşık 6 saat sonra GT1‐7 hücreleri (Şekil 

3) floresan kalsiyum görüntüleme deneylerinde kullanılmaya başlandı. 

Sinir  hücre  kültür  medyumu;  F14,  ısıyla  inaktive  edilmiş  % 10’luk  at 

serumu, sinir büyütme faktörü, penisilin+streptomisin içermektedir. 
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Şekil 3. Fura‐2‐AM ile Yüklenmiş GT1‐7 Hücrelerinin Mikroskop Altındaki 

Görünümleri. 

 

4.6. Gadolinyum ve Şelatlarının Standart Koşullar Altında Uygulanılması 

Çalışmada  gadolinyum  (Gadolinium  ICP/DCP  standard  solution  10,006 

μg/mL Gd+3  in 2 % HNO3, 100 ml PN: 356220, Fluka, Taufkirchen, Germany)  ile 

dünya  piyasalarında  yaygın  olarak  bulunan  GMRKA’lardan;  Gadodiamid 

(Gd‐DTPA‐BMA)  (Omniscan™ 0.5 mmol/ml, Amersham Health, Cork,  Ireland) ve 

Meglumin  Gadoterat  (Gd‐DOTA)  (Dotarem®  0.5  mmol/mL,  Guerbet, 

Aulnay‐sous‐Bois, France) temin edilerek kullanıldı. 
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GMRKA’lar ve gadolinyum, GMRKA’ların tavsiye edilen kullanım dozu olan 

0,1 mmol/kg olduğundan vücut dağılım hacmi ≈ hücre dışı sıvı hacmi ≈ 200 ml/kg 

kabul edilerek 5 mmol/1000 ml  (5 milimolar) uygulama ortam  konsantrasyonu 

oluşturulacak  şekilde  hazırlanılarak  aynı  pH  ve  oda  sıcaklık  değerlerinde  hücre 

kültürlerine uygulandı. Aşağıda tariflenen yöntemle değerlendirme yapıldı. 

4.7. Hücre İçi Kalsiyum Görüntüleme Tekniği ve Görüntü Analizleri 

Kültüre hücreler en az 4‐6  saat  inkübe edildikten  ve  lamel üzerine  iyice 

yapışması sağlandıktan sonra bir saat süreyle 1 μM Fura‐2‐AM içeren NaCl esaslı 

hücre dışı kayıt solüsyonunda (135 mM NaCl, 5,9 mM KCl, 1,5 mM CaCl2, 1,2 mM 

MgCl2, 11,5 mM glikoz, 11,6 mM HEPES) inkübe edilerek floresan boya hücrelere 

yüklendi. Bu esnada pH NaOH kullanılarak 7,4’e ozmolarite ise sukroz kullanılarak 

310‐320 mOSm’a ayarlandı. Ardından hücreler taze hücre dışı kayıt solüsyonu ile 

20 dakika süresince yıkanarak hücre dışındaki Fura‐2‐AM uzaklaştırıldı ve hücre 

içi kalsiyuma duyarlı boyanın de‐esterifikasyonu sağlandı. 

Kalsiyum duyarlı floresan boya ile yüklenen hücreleri içeren lameller kayıt 

sistemine  aktarılarak  floresan  ataşmanlı  ters  mikroskoba  (Eclipse  TE2000‐S 

mikroskop,  CFI  S  Fluor  40XH N.A.:  1.3  objektif; Nikon,  Tokyo,  Japan)  bağlantılı 

perfüzyon  sistemine  (Warner  Instruments,  ABD)  yerleştirildi  (Şekil  4).  Mikro 

inkübasyon‐perfüzyon  sistemi  aracılığıyla  NaCl‐esaslı  hücre  dışı  solüsyonu  ile 

kayıt  çemberi  ince  silikon  hortum  ile  bağlantılı,  açma  kapaması  bilgisayar 

kontrollü, akım hızı yerçekimine göre ayarlanan ilaç uygulama/perfüzyon sistemi 



43 

(Warner  Instruments,  ABD)  aracılığı  ile  (1ml/dakika)  sürekli  perfüze  edildi  ve 

gerektiğinde  mikroskop  altında  göz  ile  değerlendirildi.  Hücreler  floresan  ışık 

kaynağı ve  filtre  sürücü aracılığı  ile 340  ‐ 380 nm UV dalga boyunda uyarılarak 

(uyarı 340‐380 nm, emisyon 510 nm) görüntüler yüksek hızlı soğutmalı dijital CCD 

kamera  (Orca‐285, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu,  Japan)  ve  veri  kazanım 

ve  analiz modülü  Simple  PCI  C‐Imaging  (Hamamatsu  Co.,  Sewickley,  PA,  USA) 

aracılığı ile kayıt ve analiz edildi (Şekil 4). Hücre  içi kalsiyum sinyalleri uyarılarak, 

DKG  ile TG hücrelerinde KCl ve GT1‐7 hücrelerinde melatonin  ile uyarı standart 

kabul edilerek Gd+3 ve GMRKA’ların etkileri pik değerleri olarak saptandı. DKG ile 

TG  hücrelerinde  KCl  ve  GT1‐7  hücrelerinde  melatonin  ile  non‐spesifik 

depolarizasyonla  hücreler  uyarılmaya  çalışıldı  ve  indüklenen  kalsiyum  sinyalleri 

üzerine  Gd+3  ve  GMRKA’ların  etkileri  incelendi.  Bütün  deneyler  oda  ısısında 

( 22°C)  ve  karanlık  ortamda  gerçekleştirildi.  Deneysel  işlemler  hücrelerin 

floresan  işaretleyici  ile  yüklenmesinden  maksimum  bir  saat  içerisinde 

gerçekleştirildi.  Floresan boyanın  ışığa maruz  kalarak  ağarmasını  sınırlandırmak 

için optimum pozlama zamanı  (exposure  time) belirlendi ve bilgisayar kontrollü 

filtre  sürücüsü  perde  (shutter)  donanımı  aracılığı  ile  görüntü  alınmadığı 

zamanlarda  ışık maruziyeti önlendi. Fura‐2 floresansı bir Xenon  ışık kaynağından 

(LS‐Sutter Instr, ABD) gönderilen UV  ışınının hızlı bir otomatize filtre sürücüsüne 

(Lambda‐2,  Sutter  Instr,  ABD)  yerleştirilen  fura‐2  filtre  seti  340  ve  380  nm 

filtrelerden  (Chroma, ABD) gönderilerek  sağlandı. Veriler aritmetik ortalama  ve 

standard hata (AO ± SH) olarak kaydedildi. Tüm ajanlar  ile görüntü kayıt hızı ön 
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denemelerle belirlendi. Deneyler yapılırken her bir ajan için en az üç farklı kültüre 

ait lamellerden kayıt alındı. 

Floresan oranı analizleri off‐line olarak, cevap veren hücrelerde “ilgi alanı” 

seçimleri yapılarak Simple PCI yazılım programı aracılığıyla gerçekleştirildi. [Ca+2]i 

hesaplanmasında  510  nm’de  emisyon  gerçekleştirilerek  340  nm  eksitasyonda 

elde  edilen  floresan  yoğunluğunun  380  nm  eksitasyonla  elde  edilen  floresan 

yoğunluğuna oranlanması  (dual uyarı: 340 nm/380 nm; emisyon: 510 nm) esas 

alındı. 

 

 

Şekil 4. Floresan Kalsiyum Görüntüleme Sisteminin Fotoğrafik Görünümü. 

İlaç uygulama/mikroinkübasyon sistemi, CCD kamera, ters mikroskop, filtre 

sürücüsü, kontrol ünitesi ve kayıtların işlendiği bilgisayar sistemi. 
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4.8 İstatistiksel Metot 

Bütün  değerler;  aritmetik  ortalama,  standard  hata  (AO  ±  SH)  olarak 

ifadelendi. İstatistiksel analizler ve grafikler sırasıyla; SPSS 15.0 ve Sigma Plot 10.0 

programları kullanılarak yapıldı. İstatistiksel değerlendirmede bağımsız gruplarda, 

iki gubun karşılaştırması  için Student’s  t  testi, üçlü grupların karşılaştırması  için 

ise  varyans  analizi  (Tukey  HSD)  kullanıldı.  Tüm  analizlerde  p<0,05  istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi.   
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5. BULGULAR 

Çalışmamızda Ca+2 kanal blokürü etkilerine sahip olan Gd+3 ve in vivo Gd+3 

kullanım  imkânı  sağlayan GMRKA’ların  floresan  kalsiyum  görüntüleme  yöntemi 

ile in vitro olarak hücre içi kalsiyum üzerine etkileri incelendiğinde: 

5.1. Hücre İçi Floresan Kalsiyum Görüntüleme Bulguları 

Çalışmanın  gerçekleştirildiği  deneysel  şartlarda  kalsiyuma  duyarlı  olan 

Fura‐2‐AM ile yüklenmiş DKG nöronlarından yaklaşık 45‐60 dakika stabil floresan 

sinyalleri  kaydedilebilmektedir.  Kültüre  edilmiş  sinir  hücreleri  standart  olarak 

yüksek  K+  (30  mM)  ile  uyarılmaya  cevaben  hücre  içi  serbest  kalsiyum 

düzeylerinde artış meydana getirir. 

Çalışmanın  gerçekleştirildiği  deneysel  şartlarda  kalsiyuma  duyarlı  olan 

Fura‐2‐AM  ile yüklenmiş TG nöronlarından yaklaşık 45‐60 dakika  stabil  floresan 

sinyalleri  kaydedilebilmektedir.  Kültüre  edilmiş  sinir  hücreleri  standart  olarak 

yüksek  K+  (30  mM)  ile  uyarılmaya  cevaben  hücre  içi  serbest  kalsiyum 

düzeylerinde artış meydana getirir. 

Çalışmanın  gerçekleştirildiği  deneysel  şartlarda  kalsiyuma  duyarlı  olan 

Fura‐2‐AM ile yüklenmiş kültüre GT1‐7 hücrelerinden yaklaşık 45‐60 dakika stabil 

floresan  sinyalleri  kaydedilebilmektedir.  Kültüre  edilmiş  sinir  hücreleri  standart 
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olarak  yüksek  melatonin  (100  mM)  ile  uyarılmaya  cevaben  hücre  içi  serbest 

kalsiyum  düzeylerinde  artış  meydana  getirir.  Laboratuvarımızdaki  önceki 

deneyimlerimiz GT1‐7 hücrelerinin melatonin etkisine  tek  seferlik cevap verdiği 

şeklindedir (121). 

Çalışmada  oransal  floresan  kalsiyum  görüntüleme  yöntemi  kullanılarak 

kültüre edilmiş hücrelerin hücre  içi  serbest kalsiyum düzeyinde meydana gelen 

değişiklikler  incelendi. Çalışmalar  sırasında hem Gd+3 hem de GMRKA’ların DKG 

ile  TG  hücrelerinde  K+’ya  ve  GT1‐7  hücrelerinde  ise melatonin’e  karşıt  olarak 

hücre  içi  serbest  kalsiyum  düzeylerinde  azalma meydana  getirmesinden  dolayı 

DKG  ile TG hücrelerinde yüksek K+ ön ve son uygulaması ve GT1‐7 hücrelerinde 

ise melatonine  tek  yanıt  oluşumu  nedeni  ile melatoninle  sadece  ön  uygulama 

yapılarak (aynı sayıdaki farklı hücrelerin önceki sinyal düzeyleriyle karşılaştırarak) 

ajanların hücre içi serbest kalsiyum üzerine direk etkileri incelendi (Şekil 5). 
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A  B 

C  D 
 

Şekil 5. Örnek Olarak Gadodiamid’in Fura‐2‐AM İle Yüklenmiş Sıçan DKG 
Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine Etkisinin Gösterilmesi. 

 
Tipik bir deney uygulamasına ait kayıt örneklerinde denenen ajanın (gadodiamid) 
uygulanmasının meydana getirdiği floresan oranı değişikliğini gösteren A) bazal 
B) KCl C) ajan+KCl D) KCl (kontrol, geri dönüşüm) uygulanması süreçlerinin 

fotografik görüntü kayıtları izlenmektedir. 
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5.2.  Gadolinyum  ve  Gadolinyum’lu  Manyetik  Rezonans  Kontrast  Ajan’ların 

Dorsal Kök Gangliyon Hücrelerinin Hücre İçi Kalsiyum Düzeyi Üzerine Etkileri 

Kalsiyuma duyarlı  floresan boya Fura‐2‐AM  ile boyanmış  izole sıçan DKG 

nöron  kültürlerinde  hücre  dışına  uygulanan  Gd+3  ve  GMRKA’larınin  hücre  içi 

serbest kalsiyum düzeyleri üzerine etkisi Tablo 2.1’de özetlenmiştir. Hücre dışına 

uygulanan  Gd+3  (% 82,2±5,8;  p<0,001)  ve  Gadodiamid  (% 83,4±5,5;  p<0,001) 

hücre içi bazal kalsiyum düzeylerinde Gd+3 daha fazla olmak üzere anlamlı azalma 

meydana getirirken Meglumin Gadoterat  (% 98,7±3,4; p<0,058) anlamlı bir etki 

göstermedi.  Son  kontrol  değerlendirmede  Gd+3  geri  dönüşümsüz  (% 89,6±4,2) 

olarak etki gösterirken Gadodiamid ile geri dönüşüm tama yakın idi (% 98,6±3,6). 

Meglumin Gadoterat  ise  (% 99,3±2,3) anlamlı bir etki göstermedi  (Tablo 2.2 ve 

Şekil 6.1, 6.2, 6.3). 
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Şekil 6.1. Gadolinyum’un Sıçan DKG Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine Etkisi. 

 

Grafik Fura‐2‐AM ile yüklenmiş DKG sinir hücrelerinde gadolinyum uygulamasının 

meydana  getirdiği  floresan  oranı  değişikliğini  gösteren  deney  uygulamasına  ait 

ortalama verilerden elde edilmiştir. [Ca+2]i düzeyleri, gadolinyum uygulamasından 

önce (bazal), gadolinyum uygulaması ve gadolinyum uygulamasını takiben tekrar 

(kontrol)  şeklinde,  floresan oranında meydana gelen değişikliklerin pik değerleri 

olarak belirlendi. Hata çubukları SH’yı göstermektedir. 
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Şekil 6.2. Gadodiamid’in Sıçan DKG Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine Etkisi. 

 

Grafik Fura‐2‐AM ile yüklenmiş DKG sinir hücrelerinde gadodiamid uygulamasının 

meydana  getirdiği  floresan  oranı  değişikliğini  gösteren  deney  uygulamasına  ait 

ortalama verilerden elde edilmiştir. [Ca+2]i düzeyleri, gadodiamid uygulamasından 

önce (bazal), gadodiamid uygulaması ve gadodiamid uygulamasını takiben tekrar 

(kontrol)  şeklinde,  floresan oranında meydana gelen değişikliklerin pik değerleri 

olarak belirlendi. Hata çubukları SH’yı göstermektedir. 
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Şekil 6.3. Meglumin Gadoterat’ın Sıçan DKG Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine 

Etkisi. 

 

Grafik  Fura‐2‐AM  ile  yüklenmiş  DKG  sinir  hücrelerinde  meglumin  gadoterat 

uygulamasının  meydana  getirdiği  floresan  oranı  değişikliğini  gösteren  deney 

uygulamasına ait ortalama verilerden elde edilmiştir. [Ca+2]i düzeyleri, meglumin 

gadoterat  uygulamasından  önce  (bazal),  meglumin  gadoterat  uygulaması  ve 

meglumin  gadoterat  uygulamasını  takiben  tekrar  (kontrol)  şeklinde,  floresan 

oranında  meydana  gelen  değişikliklerin  pik  değerleri  olarak  belirlendi.  Hata 

çubukları SH’yı göstermektedir. 
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5.3.  Gadolinyum  ve  Gadolinyum’lu  Manyetik  Rezonans  Kontrast  Ajan’ların 

Trigeminal Gangliyon Hücrelerinin Hücre İçi Kalsiyum Düzeyi Üzerine Etkileri 

Kalsiyuma  duyarlı  floresan  boya  Fura‐2‐AM  ile  boyanmış  izole  sıçan  TG 

nöron kültürlerinde hücre dışına uygulanan Gd+3 ve GMRKA dozlarının hücre  içi 

serbest kalsiyum düzeyleri üzerine etkisi Tablo 3.1’de özetlenmiştir. Hücre dışına 

uygulanan Gd+3 (% 86,6±4,1; p<0,001) ve Gadodiamid (% 94,2±4,6; p<0,01) hücre 

içi  bazal  kalsiyum  düzeylerinde  Gd+3  daha  fazla  olmak  üzere  anlamlı  azalma 

meydana getirirken Meglumin Gadoterat  (% 99,4±1,1; p<0,057) anlamlı bir etki 

göstermedi.  Son  kontrol  değerlendirmede  Gd+3  geri  dönüşümsüz  (% 88,9±4,9) 

olarak etki gösterirken Gadodiamid ile geri dönüşüm tama yakın idi (% 98,4±3,9). 

Meglumin Gadoterat  ise  (% 99,8±1,2) anlamlı bir etki göstermedi  (Tablo 3.2 ve 

Şekil 7.1, 7.2, 7.3). 
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Şekil 7.1. Gadolinyum’un Sıçan TG Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine Etkisi. 

 

Grafik Fura‐2‐AM  ile yüklenmiş TG sinir hücrelerinde gadolinyum uygulamasının 

meydana  getirdiği  floresan  oranı  değişikliğini  gösteren  deney  uygulamasına  ait 

ortalama verilerden elde edilmiştir. [Ca+2]i düzeyleri, gadolinyum uygulamasından 

önce (bazal), gadolinyum uygulaması ve gadolinyum uygulamasını takiben tekrar 

(kontrol)  şeklinde,  floresan oranında meydana gelen değişikliklerin pik değerleri 

olarak belirlendi. Hata çubukları SH’yı göstermektedir. 
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Şekil 7.2. Gadodiamid’in Sıçan TG Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine Etkisi. 

 

Grafik Fura‐2‐AM  ile yüklenmiş TG sinir hücrelerinde gadodiamid uygulamasının 

meydana  getirdiği  floresan  oranı  değişikliğini  gösteren  deney  uygulamasına  ait 

ortalama verilerden elde edilmiştir. [Ca+2]i düzeyleri, gadodiamid uygulamasından 

önce (bazal), gadodiamid uygulaması ve gadodiamid uygulamasını takiben tekrar 

(kontrol)  şeklinde,  floresan oranında meydana gelen değişikliklerin pik değerleri 

olarak belirlendi. Hata çubukları SH’yı göstermektedir. 
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Şekil 7.3. Meglumin Gadoterat’ın Sıçan TG Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine Etkisi. 

 

Grafik  Fura‐2‐AM  ile  yüklenmiş  TG  sinir  hücrelerinde  meglumin  gadoterat 

uygulamasının  meydana  getirdiği  floresan  oranı  değişikliğini  gösteren  deney 

uygulamasına ait ortalama verilerden elde edilmiştir. [Ca+2]i düzeyleri, meglumin 

gadoterat  uygulamasından  önce  (bazal),  meglumin  gadoterat  uygulaması  ve 

meglumin  gadoterat  uygulamasını  takiben  tekrar  (kontrol)  şeklinde,  floresan 

oranında  meydana  gelen  değişikliklerin  pik  değerleri  olarak  belirlendi.  Hata 

çubukları SH’yı göstermektedir. 
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5.4.  Gadolinyum  ve  Gadolinyum’lu  Manyetik  Rezonans  Kontrast  Ajan’ların 

Kültüre GT1‐7 Hücrelerinin Hücre İçi Kalsiyum Düzeyi Üzerine Etkileri 

Kalsiyuma duyarlı floresan boya Fura‐2‐AM ile boyanmış izole sıçan GT1‐7 

nöron kültürlerinde hücre dışına uygulanan Gd+3 ve GMRKA dozlarının hücre  içi 

serbest kalsiyum düzeyleri üzerine etkisi Tablo 4.1’de özetlenmiştir. Hücre dışına 

uygulanan  Gd+3  (% 33,3±6,1;  p<0,001)  ve  Gadodiamid  (% 55,2±5,1;  p<0,001) 

hücre içi bazal kalsiyum düzeylerinde Gd+3 daha fazla olmak üzere anlamlı azalma 

meydana getirirken Meglumin Gadoterat‘ın  (% 97,4±2,4; p<0,001) etkisi anlamlı 

ancak diğerleriyle karşılaştırılamayacak kadar hafifti  (Tablo 4.2 ve  Şekil 8.1, 8.2, 

8.3). 
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Şekil 8.1. Gadolinyum’un Sıçan GT1‐7 Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine Etkisi. 

 

Grafik  Fura‐2‐AM  ile  yüklenmiş  GT1‐7  sinir  hücrelerinde  gadolinyum 

uygulamasının  meydana  getirdiği  floresan  oranı  değişikliğini  gösteren  deney 

uygulamasına  ait  ortalama  verilerden  elde  edilmiştir.  [Ca+2]i  düzeyleri, 

gadolinyum  uygulamasından  önce  (bazal)  ve  gadolinyum  uygulamasını  takiben 

floresan  oranında meydana  gelen  değişikliklerin  pik  değerleri  olarak  belirlendi. 

Hata çubuğu SH’yı göstermektedir. 

   



62 

 

 
Şekil 8.2. Gadodiamid’in Sıçan GT1‐7 Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine Etkisi. 

 

Grafik  Fura‐2‐AM  ile  yüklenmiş  GT1‐7  sinir  hücrelerinde  gadodiamid 

uygulamasının  meydana  getirdiği  floresan  oranı  değişikliğini  gösteren  deney 

uygulamasına  ait  ortalama  verilerden  elde  edilmiştir.  [Ca+2]i  düzeyleri, 

gadodiamid  uygulamasından  önce  (bazal)  ve  gadodiamid  uygulamasını  takiben 

floresan  oranında meydana  gelen  değişikliklerin  pik  değerleri  olarak  belirlendi. 

Hata çubuğu SH’yı göstermektedir. 
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Şekil 8.3. Meglumin Gadoterat’ın Sıçan GT1‐7 Hücrelerinde [Ca+2]i Düzeylerine 

Etkisi. 

 

Grafik  Fura‐2‐AM  ile  yüklenmiş  GT1‐7  sinir  hücrelerinde  meglumin  gadoterat 

uygulamasının  meydana  getirdiği  floresan  oranı  değişikliğini  gösteren  deney 

uygulamasına ait ortalama verilerden elde edilmiştir. [Ca+2]i düzeyleri, meglumin 

gadoterat  uygulamasından  önce  (bazal)  ve  meglumin  gadoterat  uygulamasını 

takiben  floresan  oranında  meydana  gelen  değişikliklerin  pik  değerleri  olarak 

belirlendi. Hata çubuğu SH’yı göstermektedir. 
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6. TARTIŞMA 

Gadolinyumun  nöroblastom  hücrelerinde  kalsiyum  kanallarını  inhibe 

ettiği gösterilmiştir. GMRKA’lar stabilite sabitlerine ve transmetalasyon kinetiğine 

bağlı  olarak  toksik  Gd+3  iyonlarının  farklı  oranlarda  salınmasıyla  sonuçlanan  in 

vivo  ayrılmaya  uğrayabilirler.  Bu  tez  çalışmasında  serbest  Gd+3  iyonlarının 

oluşumunun hücre içi kalsiyumu üzerine etkileri farklı hücrelerde araştırıldı. 

Kalsiyum  iyonu  üremeden  apoptoza  kadar  birçok  hücresel  fonksiyonun 

kontrolünden sorumlu ikinci haberci moleküldür (126). 

Hücre  dışından  içine  Ca+2  girişi  yada  hücre  içi  depolardan  salınımıyla 

sitozolik  serbest  Ca+2  konsantrasyonundaki  değişim  kalsiyum  bağlayıcı 

proteinlerin (CaBP) aktivasyonuna ve buna bağlı olarak spesifik protein kinazların 

fosforilasyonuna neden olur (127). 

Ca+2  bağımlı  sinyal  iletim  sistemi  kas  kasılması,  sekresyon  ya  da  enzim 

aktivasyonu gibi fonksiyonlar için önemli bir mekanizmadır (128). 

Bu  sinyalin  birçok  büyüme  faktörü  ile  mitojeni  DNA  transkripsiyonu 

düzeyinde aktive etmesiyle hücre farklılaşması sağlanır (127). 

CaBP’ler hücre içi Ca+2 konsantrasyonundaki ([Ca+2]i) değişime bağlı olarak 

enzim, kanal ve yapısal proteinlerin aktivitelerini düzenler (129). 

En önemli görevi değişen sitozolik Ca+2 konsantrasyonunu kontrol etmek 

olmasına  rağmen,  CaBP’lerin  tüm  fonksiyonları  tam  olarak  bilinmemektedir. 
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CaBP’ler  hücrede  Ca+2  taşınımı  ve  tamponlanmasında  rol  oynar,  ayrıca  iyon 

kanallarının  aktivitesini  düzenleyerek  Ca+2  girişinin  kontrolünü  sağlarlar  ve 

eksiklikleri birçok patolojik duruma yol açar (130). 

Hücre  göçü,  embriyogenez,  bağışıklık  (savunma  mekanizmaları),  yara 

iyileşmesi ve tümör metastazı oluşumu gibi çok sayıda fizyolojik ve patofizyolojik 

süreçte önemli bir rol oynar (93). 

Periferik kandaki Dolaşan Fibrosit’lerin (DF) inflamasyon patofizyolojisinde 

ve deri  lezyonlarının  iyileşmesinde ayrıca doku  fibrozisini gelişiminde özgün bir 

rol  oynadığı  ve  dolayısıyla  NSF  patofizyolojisinde  de  DF’nin  periferik  kandan 

enflamasyon alanına göçünün neden olduğu düşünülmektedir (131, 132). 

Hücre  göçü,  hücre  iskeletinin  yeniden  düzenlenmesi  (133,  134), 

hücre‐matriks  bağlantılarının  oluşumu  ve  salınımı  (135),  membran  geri 

dönüşümü  (136)  ve  iyon  taşıyıcılarının  ve  kanallarının  aktivasyonunun  (137) 

karmaşık  bir  etkileşimine  bağlıdır.  Tüm  bu  süreçler  optimal  hücre  göçü  için 

gereklidir. Çeşitli  çalışmalar  göstermiştir  ki,  [Ca+2]i hücre  göçü  için  gerekli  farklı 

mekanizmaların önemli bir koordinatörüdür (93, 138). 

[Ca+2]i  yükselmesi,  kortikal  aktomyozin  ağının  kasılmasını  sağlayan  (139) 

integrinlerin  bağlı  bulundukları  hücre  dışı  ligandlardan  ayrılmalarına  yol  açar 

(140) ve de Ca+2 duyarlı K+ kanallarını aktive eder (93, 141). 

Yine,  Gadodiamid  ile  indüklenen  myofibroblastların  α‐düz  kas  aktin 

fenotipine değişimi saptanmıştır (131, 142). 

Uyarılabilir  olmayan  hücre  tiplerinde  yapılan  çalışmalar  Ca+2’un  plazma 

zarından en az üç ana  taşınma yolu olduğunu ortaya çıkarmıştır  (143). Bir adet 
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Ca+2 kanalları yolu  ile Ca+2  içeriye alım yolu  (örneğin mekanosensitif veya depo 

kontrollü  kanallar)  ve  iki  adet  Ca+2  dışarıya  atım  yolu  Plazma Membranı  Ca+2 

ATPaz (PMKA) ve Na+/Ca+2 değiştirici. Ca+2 içeriye akım yolu Gd+3 ile bloke olabilir 

(93, 144). 

Çözünür  Gd+3  şelatları  sağlıklı  insanlarda  1‐5  saat  içerisinde  pasif 

glomerüler  filtrasyonla  değişmeden  atılır.  Böbrek  yetmezlikli  olgularda  klirens 

azalır ve olan eliminasyon yarı ömrü 30 saati aşabilir (1). 

Toksik  sonuç  oluşumunda,  herhangi  bir GMRKA’nın  toplam  dozundansa 

salınan Gd+3 miktarının daha belirleyici olduğunu net bir şekilde gösterilmiştir (1, 

145). 

Böbrek  yetmezliğinde  yükselmiş  olan  metabolik  profil  Gd+3  iyonlarının 

disosiyasyonundaki dengeyi kaydırabilir (1). 

GMRKA  kullanımın  takiben  gelişen NSF  hastalarının  deri  biyopsilerin  de 

gadolinyum  varlığı  birçok  çalışmada  gösterilmiştir  (1,  12,  146).  Çeşitli 

çalışmalarda  GMRKA  kullanımından  3  ay  sonra  bile  pek  çok  dokuda  Gd+3 

saptanmıştır (131, 147). 

Ancak bu çalışmalarda kullanılan teknik şelatlı ve serbest Gd+3 net ayrımını 

yapamamaktadır (131). 

GMRKA’nın  stabilitesini  tarifleyen  ve  bazen  kafa  karıştırıcı  olabilen  iki 

kavram (termodinamik stabilite ve kinetik stabilite) mevcuttur (131, 148). 

Gd+3,  şelatlandığında Metal  [M],  ligand  [L]  ve  kompleks  [ML]  arasında 

termodinamik bir denge vardır: { [M] + [L]  [ML] (1) } 
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Gd+3  komplekslerinin  stabilitesi  log Ktherm  terimiyle  ifade  edilmektedir. 

Ktherm termodinamik stabilite sabitidir ve { Ktherm = [ML] / ( [M] × [L] ) (2) } şeklinde 

tanımlanır.  Çeşitli  ajanları  karşılaştırmada  daha  uygun  bir  yöntem  olarak 

ligandların protonasyon sabitleri de dikkate alındığında fizyolojik pH’da dengede 

oldukları  varsayılarak  pH  7,4’deki  termodinamik  stabilite  sabiti  (log Kcond) 

tanımlanmıştır (131, 149). 

En  bariz  termodinamik  stabilite  sabiti  şu  olarak  tanımlanır: 

{ Kcond = ( Ktherm × [L] ) / LT (3) } 

Formüldeki LT kompleks halde olmayan ligandın total konsantrasyonudur. 

{L +  [HL] +  [H2L] +  ...}  formülündeki  [HL],  [H2L] serbest  ligand  türlerinin proton 

nakledilmiş  formlarıdır.  Termodinamik  stabilite  sabiti  ligandının  gadolinyuma 

olan afinitesini yansıttığından yüksek termodinamik stabilite sabiti, termodinamik 

dengeye ulaşmak için yeterli zaman verildiğinde daha stabil kompleks ve daha az 

serbest  gadolinyum  iyonu  ve  serbest  ligand  durumudur.  Gd+3  kompleklerinin 

termodinamik  stabiliteleri  esasen Gd+3  iyonları  ile  poliaza‐karboksilat  şelatların 

donör grupları arasındaki elektrostatik etkileşimden kaynaklanmaktadır (131). 

GMRKA’ların  termodinamik  stabilitesini  etkileyen  üç  ana  yapısal  faktör 

tarif edilmiştir (131, 150): 

 Poliaza‐karboksilat iskeletinin esası, makrosiklik poliamino karboksilatlar 

 Metal  ve  ligandın  çeşitli donör  atomları  arasındaki  kompleks  tarafından 

şekillendirilen beş organlı halkaların (N‐Gd‐N ve N‐Gd‐O) sayısı, 
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 Şelat halkasının kavitesinin boyutu ve de ligandın preorganizasyon, rijidite 

ve konformasyonu ile alakalı makrosiklik etki. 

Bu  yapısal  yönlerin  termodinamik  stabilite  açısından  iyonik  açık  zincirli 

kompleksler  ile makrosiklik  iyonik  kompleksler  arasında  gözlemlenen  farkı  da 

açıklayan önemli sonuçları vardır (151, 152). 

Suda ölçülen yüksek  termodinamik stabilite sabitleri  in vivo stabilite  için 

ne gerekli ne de yeterli koşullara sahiptir (153). 

GMRKA’ların  ayrışma  (disosiyasyon)  oranları  pH  7,4’de  düşüktür  ve  bu 

kompleksler asidik solüsyonlarda çok daha hızlı ayrışırlar (150). 

Ancak, literatürde farklı değerler de bildirilmiştir (4, 154‐156). 

Meglumin Gadoterat, makrosiklik  şelatlar  içerisinde kinetik  stabilitesi en 

yüksek ajandır ve kinetik stabilite 37°C'de 25°C’den daha hızlıdır (131). 

GMRKA’ların  stabilitesi  37°C’deki  insan  serumunda  karşılaştırıldığında 

makrosiklik  moleküller  en  stabil  iken  non‐iyonik  lineer  komplekslerin  düşük 

stabilite  sergilediği  gösterilmiştir. Gadodiamid  formülasyonundaki  fazla  serbest 

ligand  Gd+3  salınımını  2‐3  gün  için  geciktirmekte  fakat  bu  moleküllerin 

disosiyasyon oranlarını değiştirmemektedir (131, 157). 

Bütün  açık  zincirli  şelatların  makrosiklik  poliamino  karboksilatlardan 

kinetik olarak daha az stabil olduklarını gösterilmiştir. Açık zincirli komplekslerinin 

düşük  kinetik  stabiliteleri,  bu  komplekslerin  konformosyonal  hareketliliklerine 

bağlı oluşan hızlı çözülmeleri neden olarak açıklanmıştır (158). 
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Makrosiklik  komplekslerin  kinetik  ataleti  muhtemelen  sıkı  paket 

formlarından ve yüksek konformosyonel rijiditelerinden kaynaklanmaktadır (153, 

159). 

Bu  diğer  moleküller  ile  karşılaştırıldığında  en  düşük  termodinamik  ve 

kinetik stabiliteye sahip Gadodiamid  ile  ilişkili NSF olgularındaki yüksek  insidans 

ile tutarlıdır (131, 149, 160, 161). 

Çalışmamızda  gadolinyum  iyonunun  farklı  hücre  kültürlerinde  benzer 

şekilde hücre içi kalsiyum miktarını düşürdüğü ve akımı bloke ettiği gözlemlendi. 

Gadodiamid’in de  gadolinyum benzeri etki  göstererek  yapısındaki  gadolinyumu 

serbestlediğini  ancak  yüksek  şelat  aktivitesi  ve/veya  sayısı nedeniyle ortamdan 

hızla  topladığını düşündüren geri dönüş etkisi  saptandı. Meglumin Gadoterat’ın 

ise çok çok hafif formda gadolinyumu serbestlediği ve hücre  içi kalsiyuma etkiyi 

belirgin değiştirmediği bulundu. 

Gadolinyum  ve  GMRKA’lardan  etkilenim  miktar  olarak  sırasıyla,  GT1‐7 

(bariz),  TG  ve  DRG  hücrelerinde  gözlendi.  Bu  durum  GT1‐7  hücrelerinin  daha 

hassas olduğunu  ve hücre  tipleriyle etkilenim  arasında  farklılıklar bulunduğunu 

göstermektedir. 

SONUÇ 

Gadolinyumun  DKG,  TG  ve  GT1—7  hücrelerinde  hücre  içi  kalsiyum 

miktarını  geri  dönüşümsüz  olarak  azalttığı  ve  bazı  gadolinyum  şelatlarının 

gadolinyumu  fizyolojik  şartlarda  serbestleyip  hücre  içi  kalsiyum  düzeylerini 

değiştirerek  dokulardaki  muhtemel  toksik  etkilerinin  oluşmasına  sebep 
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olabileceği kanısına varılmıştır. Bu etki sonucu gelişen fizyopatolojik süreçlerin ne 

olduğu ve olası terapötik yaklaşımların ne olacağı bu tezin amacını aşmakta olup 

ayrıntılı ileri çalışmalarla değerlendirilmelidir. 

Halen,  çeşitli GMRKA’ları  birbirleri  ile  ve  aynı GMRKA’yı  farklı  fizyolojik 

şartlarda  in  vivo  karşılaştırarak  yapı‐koşul‐aktivite  ilişkilerinin  varlığını 

aydınlatacak ek çalışmalar gereklidir. 
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