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1. OZET

Gadolinyum (Gd+3) canlilarda eser miktarlarda bulunan, metabolik roli
bilinmeyen ve kalsiyum kanallarini inhibe ettigi gosterilmis nadir bir toprak
metaldir. Organik ligand molekdillerinin Gd** etrafinda bir kompleks olusturdugu
bir selasyon sireci ile Gadolinyum’lu MR Kontrast Ajanlari (GMRKA) olusturulur.
GMRKA’larin metabolik kosullarda gadolinyum iyonlarini serbestleyerek ayristigi
hipotezi nedeniyle farkli sinir doku hiicre kiltirlerinde serbest gadolinyum ve

GMRKA’larin hiicre igi kalsiyumu Uzerine etkisinin degerlendirilmesi amaglandi.

Calismada sican dorsal kok gangliyon (DKG) ve trigeminal gangliyon (TG)
hiicreleri ile GT1-7 (6limsliz GnRH noronlari) hicreleri kullanildi. Hicre igi
kalsiyum sinyalleri DKG ile TG hiicrelerinde KCI* ve GT1-7 hiicrelerinde melatonin
ile non-spesifik depolarizasyonla hicreler uyarilmaya calisildi ve indiklenen
kalsiyum sinyalleri Uzerine gadolinyum ve GMRKA’larin etkileri incelendi.
GMRKA’lar ve molekiiler gadolinyum 0,1 mmol/kg ortam konsantrasyonu
olusturulacak sekilde ayni pH ve sicaklik degerlerinde hazirlanilarak kalsiyuma
duyarli floresan boya Fura-2-AM ile boyanmis hiicre kiltirlerine uygulanarak
degerlendirme yapildi.

Sican DKG ve TG néron kiiltirlerinde hiicre disina uygulanan Gd* ve
gadodiamid hicre ici bazal kalsiyum diizeylerinde Gd** daha fazla olmak tzere

anlamli azalma meydana getirirken meglumin gadoterat anlamli bir etki



gostermedi. Gd**nin etkisi geri doniisimsiiz iken gadodiamid ile geri déniistim
tama vyakin idi. GT1-7 hicre kiltirlerinde Gd" ve gadodiamid DKG ve
TG’lerdekine benzer etki gosterirken meglumin gadoterat da Gd** ve gadodiamid
ile karsilastirlamayacak derecede hafif formda olmakla birlikte gadodiamid

benzeri etki géstermistir.

Sonu¢ olarak, bazi gadolinyum selatlarinin gadolinyumu fizyolojik
sartlarda serbestleyip hiicre ici kalsiyum dizeylerini degistirerek dokulardaki

muhtemel toksik etkilerinin olusmasina sebep olabilecegi kanisina varilmistir.

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

Kalsiyum, Dorsal K6k Gangliyon, Trigeminal Gangliyon, GT1-7 hicreleri.



2. ABSTRACT
AN INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THE GADOLINIUM AND GADOLINIUM

CHELATES ON THE INTRACELLULAR CALCIUM IN THE DIFFERENT CELL CULTURES

Gadolinium (Gd*') 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 Gd**. Aim of this study is to investigate the probably effect of free
gadolinium and GBMCA in neuron cell lines on the intracellular Ca?* because
these agents can dissociate and result in release of toxic Gd*" 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 KCI* and melatonin, respectively, by
monitoring changes in [Ca*']; 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.



Application of Gd*>* 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. Gd>* was more effective
than gadodiamide. While returned effect was almost complete with gadodiamid,
Gd*" has irreversible effect. GT1-7 cell lines showed the same responses as Gd**
and meglumine gadoterat in DRG and TG. The degree of effect of meglumine
gadoterat is neglectable compared to Gd*" 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



3. GIRIS

3.1. Gadolinyum ve Selatlari

Gadolinyum (Gd™) canlilarda yalnizca eser miktarlarda bulunan ve
metabolik roli bilinmeyen nadir bir toprak metaldir. Dogal ancak manyetik
olmayan bu “lanthanide” elemani yiksek paramanyetik ve uzun relaksasyon
sliresi gibi o6zellikleri nedeniyle selatlanarak gorintiilemede kontrast olusturucu
ajan (Gadolinyum’lu  Manyetik Rezonans Kontrast Ajani (GMRKA)) olarak
kullanilmaktadir. GMRKA'lar 1988’den beri insanlara uygulanmaktadir (1, 2).

GMRKA, organik ligand molekillerinin Gd™ etrafinda stabil oldugu
varsayllan bir kompleks olusturdugu bir selasyon sireci ile Uretilmektedir.
Serbest Gd*® cok zehirli oldugundan bu ligandlar yiksek ¢oziinirliik ve stabilite
saglayarak nontoksik bir kompleks olustururlar (1).

GMRKA komplekslerinin viicuttan gecisleri sirasinda ayrismaya ugrarlar ve
Gd*, ligand ve kompleks arasinda bir denge bulunur (1).

Bu denge GMRKA’larin termodinamik stabilite sabitlerine bagimlidir.
Uluslarasi yaygin klinik kullanimi olan bircok farkhh GMRKA’larin stabilite
sabitlerinde cok buyuk farkhliklar vardir (1, 3, 4).

Nefrojenik Sistemik Fibrozis (NSF) rapor edilen GMRKA sikhgi bu selatlarin

stabilite sabitleriyle goreli olarak paraleldir (1).



Diinya piyasalarinda yaygin olarak bulunan ve calismada kullanilan bazi
GMRKA’lar agagidadir:
e Gadobenate Dimeglumine (MultiHance®)
e Gadodiamide (Omniscan™)
e Gadopentetate Dimeglumine (Magnevist®)
e Gadoteridol (ProHance®)
e Gadoversetamide (OptiMARK™)

e Meglumin Gadoterat (Dotarem®)

3.2. Gadolinyum ve Nefrojenik Sistemik Fibrozis

2000 yilinda, 15 hemodializ hastasinda morfea ve skleroderma’dan farkli
ve skleromiksédem benzeri yeni bir cilt durumu bildirildi (1, 5). ilk olarak 1997
yilinda tanimlanan bu 06zgiin deri hastaligi 2001'de (6) nefrojenik fibrozan
dermopati olarak adlandirildi. Bunun bir sistemik bozukluk oldugunu goésteren
sonraki ¢calismalar nefrojenik sistemik fibrozis olarak yeniden isimlendiriimesine
yol acti (1, 7-10).

Bu hastaligin etiyolojisi ve patogenezi eksik olarak anlagilmistir. NSF ile
GMRKA’y1 iligkilendiren ilk makale 2006’da yayinlandi ve elektron
mikroskobu/enerji dagitici X-isini spektroskopisi (SEM/EDS) kullanilarak NSF deri
lezyonlarinda Gd*? tespit edildi (1, 11, 12).

Stabilite sabitlerine ve transmetalasyon kinetigine bagli olarak GMRKA’lar

toksik Gd** iyonlarinin salinmasiyla sonuglanan ayrilmaya ugrayabilirler. Bu Gd**



iyonlari dolasan fibrositlerin toplanmasi igin bir hedef veya tetikleyici rol
oynayabilir ve fibrozise yol acan bazi bliyiime faktorleri ve/veya sitokinlerin
salinimina yol acabilir. Yine enflamatuar odaklardaki makrofajlar tarafindan
fagosite edilen GMRKA’nin serbest Gd™ salinimina sebep olabilecegi

dusltntlmuastar (1).

3.3. Sinirlerde istirahat Membran Potansiyeli

Canli hiicrelerin hepsinde membranin iki tarafi arasinda bir elektriksel
potansiyel bulunur. istirahat membran potansiyeli (IMP) denilen bu potansiyel
kas veya sinir hiicresi tipine gére 60-100 milivolt (mV) arasinda degisir. IMP’nin
sebebi hiicre ici sivi ile hiicre disi sivida iyonlarin farkli yogunluklardaki dagilisidir

(13).

3.3.1. Membran iyon Kanallari

3.3.1.1. Klor Kanallan

Klor kanallari bircok hiicrenin plazma membraninda mevcuttur. Hicre
hacminin dlizenlenmesi, transepitelyal tasima, salgi hicrelerinden sivi
saliverilmesi ve membran potansiyelinin stabilizasyonunda énemli rolleri vardir.
Klor kanallari hiicre digi ligandlar, hiicre igi kalsiyum, siklik Adenozin Mono Fosfat
(sSAMP), G protein, hiicre sismesi, mekanik gerilim ve transmembran (TM) voltaj

etkisi ile aktive edilebilir (14, 15).



3.3.1.2. Voltaj Kapili Potasyum Kanallari (VKPK)

Potasyum duyarli kanallar iyon kanallarinin en genis ve en ¢ok ¢gesit iceren
grubudur (16). VKPK’ler bilginin tasinmasi ve islenmesi siireglerinde gereklidir.
Presinaptik sonlanmalarda norotransmitter saliverilmesinin diizenlenmesi,
membran dinlenim potansiyelininin olusturulmasi ve néronlarda repolarizasyonu
saglayarak aksiyon potansiyeli'nin (AP) sonlandirilmasi gibi bircok fonksiyonu
vardir (17). Ayrica potasyum kanallari sivi homeostazisini, sinir dokularinda
sinyallesmeyi, kas kasilmasini da dizenler. Bu dizenlemeler hiicre zarindan
potasyum iyonlarinin diflizyonunu saglayan ici su dolu kanallarin acilip

kapanmasiyla basarilir (18).

3.3.1.3. Voltaj Kapili Sodyum Kanallar (VKSK)

VKSK’ler uyarilabilir hiicrelerde AP’nin olusmasi ve yayilmasi icin gerekli
bir TM proteindir (19). VKSK farmakolojik olarak tetrodotoxin’e (TTX) duyarli ve
TTX’e direncli Na* kanallari olmak Uzere iki sinifa ayrilir. Kanalin TTX’e duyarl

veya direncli olmasini belirleyen a alt birimleridir (20).

3.3.1.4. Proton Kapili iyon Kanallan (PKiK)

Proton Kapili iyon Kanallari (PKiK)/Asit Duyarli iyon Kanallari (ADIK)
mekanosensdr dejenere/epitel Na* kanal ailesine ait kanallardir (21). Bu kanallar

hicre disi pH seviyesindeki degisikliklere (pH=7,4 ile 4) cevaben agilip kapanirlar



(22). ADIK hiicre disi asidozis tarafindan aktive edilen voltaj-bagimsiz katyonlara
gecirgen iyon kanallaridir (23). Asit duyarli iyon akimlari ilk kez duyusal
néronlardan rapor edilmistir (24). 4 ADIK geni en az 6 ADIK alt birimini (ADIK 1a,
1b, 2a, 2b, 3 ve 4) kodlar (25).

ADIK alt birimleri merkezi ve periferik néronlarda eksprese edilir. H-kapil
akimlarin ézellikleri bu hiicrelerde eksprese edilen ADIK alt birimleri tarafindan
belirlenir. ADiK1a, ADiK2a ve ADIK2b &zellikle serebral korteks, hipokampus,
amigdala, olfaktor bulbus ve serebellum olmak lzere beynin bircok bolgesinde
eksprese edilir (26). ADIK3 miyelinsiz kiiciik caph peptiderjik nosiseptérler ve
blyik capli mekonoreseptorlerin yani sira duyusal sinir terminallerinde ve
serbest sinir uclarinda da bulunmaktadir (26).

ADIK’ler hiicre disi protonlar tarafindan aktive edildikleri icin hiicre disi
asidozis dahil bir cok biyolojik olayda rol alir. ADiK’ler inflamasyonda asidozisin
indiikledigi agriya aracilik eder (27). inflamasyon, enfeksiyon, nobet, iskemi ve
inme gibi durumlarda asidozis de gelismektedir (23). Hiicre disi asidozis ADiK1a’yi
aktive ederek néronal hasar ve néronal 6limi indikler. Farelerde ADIiK1a
aktivasyonun farmakolojik olarak dnlenmesi veya Asicl geninin mutasyonunun
serebral iskemiye bagli néronal 6limu belirgin bir sekilde azalttigi gosterilmistir
(28).

Proton kanallarinin klasik inhibitorleri inorganik maddeler olan g¢ok
degerlikli katyonlardir. Zn™ voltaj kapili proton kanallarinin en gigli
inhibitéridir (29). inhibitér olarak etki eden iki degerlikli metal katyonlarin

etkinlik  siralamasi  Zn*’=Cu*>Ni**>Cd**>Co™*>Mn*?>Ba*?, Ca'™, Mg™=0



seklindedir. iki degerlikli bu metallerin yaninda La*™, Gd*™ ve Al*? gibi metallerde

inhibisyon yaparlar (30).

3.3.1.5. Voltaj Kapili Kalsiyum Kanallari (VKKK)

Kalsiyum birgok hicresel fonksiyonun dizenlenmesinde 6nemli rolleri
olan bir iyondur. Kas kasilmasinin baslatiimasi, sinir sonlanmalarindan
norotransmitterlerin ve sekretuar hicrelerden hormonlarin saliverilmesinin
tetiklenmesi, hiicre dongiisii ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve hiicre
6lum gibi bircok olayda gérev alir. Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu hiicre disindan
oldukga dustk seviyededir. Ca**nin hiicre icinde kisa sureli artisi bircok hiicrede
2. haberci reseptér ciftini aktive eder. Ca*¥nin hiicre icindeki bu artisi voltaj veya
ligand kapili kalsiyum kanallarinin vasitasiyla hiicre disindan Ca* girisi ya da
hicre ici depolardan (inozitol 1,4,5 trifosfat (IP3) ve riyanodin reseptoéri/kalsiyum

(RyR) saliverilme kanali) Ca*? saliverilmesi ile olur (31).

3.3.1.5.1. Kalsiyum Kanal Alt Birimleri

Kalsiyum kanallari gesitli genler tarafindan kodlanan biyokimyasal olarak 4
veya 5 farkli alt birimden olusmus kompleks proteinlerdir (32). Bunlar; a1, a2, 3
ve v alt birimleridir. 190-250 kDa agirhgindaki al alt birimi en biyuk alt birimdir
ve voltaj saptayiciligl ve Ca*¥a gecirgen gbézenekleriyle Ca*™ akisinin kontroliini
yapar. Sodyum kanallarinin al alt birimlerinde oldugu gibi Voltaj kapili kalsiyum

kanah (VKKK) da 4 homolog bdlge ve her bolgede 6 TM segment (S1-S6) igerir. S4
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segmenti voltaj algilayici olarak goérev yapar. S5 ve S6 TM segmentler arasindaki
por halkasi iyon iletkenligi ve segiciligini belirler (33). B alt birimi tim ylksek
voltajla aktive olan (YVA) kanallarin al alt birimi ile birlikte eksprese olan hiicre
ici yardimci bir alt birimdir. Diisik voltajla aktive olan (DVA) kanallarin al alt
birimi ile B alt biriminin birlikte ekspresyonu heniz gosterilememistir (34).
Bugline kadar farkli genler tarafindan kodlanan 4 B alt birimi izoformu (B1-f4)
tanimlanmistir (35). 125,0 kDa agirhigindaki a26 alt birimi Ellis ve ark. (36)
tarafindan klonlanmistir. Glinimizde 3 yeni a26 alt birimi daha (a26-2, 3, 4)
klonlanmistir (37). y alt birimi bir integral membran proteinidir. ilk olarak, 25,1
kDa agirliginda 222 aminoasit iceren y-1 alt birimi tavsan iskelet kasindan purifiye
edilmistir (38). Chu ve ark. (39) y alt birim ailesini sican, fare ve insanda analiz
etmistir. Sican dokularinda 3 yeni geni de iceren 8 y alt biriminin ekspresyonu
tanimlanmistir ve bu genlerin 6rnekleri insan ve farelerde de tanimlanmistir.
Hicre ici bir B alt birim ve disllfit bagh o2& alt birim kompleksi kalsiyum
kanallarinin ¢ogu tipinin bilesenlerini olusturur. y alt birimi iskelet kasi kalsiyum
kanallarinda bulunur ve y alt birimine benzeyen alt birimler beyin ve kalpte
eksprese edilmistir. Bu yardimci alt birimler kanal komplekslerinin 6zelliklerini
diizenlemesine ragmen farmakolojik ve elektrofizyolojik olarak kalsiyum kanal

cesitliligi birincil olarak gesitli al alt birimlerin varliginda artar (40).
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3.3.1.5.2. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallarinin Siniflandiriimasi

VKKK’nin ilk siniflamasi farmakolojik ve elektrofizyolojik 6zellikler temel
alinarak yapilmistir. Yapilan galismalarda bazi kalsiyum kanallari, aktivasyon igin
sadece kiglk bir depolarizasyona ihtiya¢ duyarlarken diger bir kisminin ise
goreceli olarak daha yiksek depolarizasyonla acildigi gorilmustiir (41). Bu
kriterler baz alinarak kalsiyum kanallari YVA kalsiyum kanallari ve DVA kalsiyum
kanallari olarak iki gruba ayrilmistir.

VKKK’'nin  ikinci  siniflandiriimasi  1980°’lerde  yapilmistir.  Klonlama
calismalarinda kalsiyum kanallarinin temel al alt birimi ve bir ka¢ yardimci B,
a2, ve y alt birimlerinden olustugu gosterilmistir. al alt birimi kanalin temel
elektrofizyolojik ve farmakolojik 0Ozelliklerden sorumludur. L-tipi kalsiyum
kanallarinda cesitli a1 alt birimleri tanimlanmustir. ilk olarak iskelet kaslarindan
al alt birimi purifiye edilmis (42), klonlanmis ve alS olarak adlandiriimistir (43).
Daha sonra kalpte (alC-a) (44) ve diz kasta (alC-b) (45) al alt birimi
klonlanmistir. Bunlari takiben L-tipi kanallarin alt ailesini temsil eden diger iki tye
alD (46) ve alF (47) tanimlanmistir.

Kalsiyum kanallarinin 3 néronal-tipini temsil eden 3 al alt birimi
klonlanmistir. P/Q-tipi kanallar alA alt birimi (48), N-tipi kanallar ise alB alt
birimi (49) ile eslesmistir. alE alt birimi (50) baslangicta DVA T-tipi kanallara ait
oldugu distintlmus fakat daha sonra yapilan ¢calismalar R-tipi kanalin 6zelliklerini
tasidigini gostermistir. Su ana kadar al1G (51), alH (52), ve all (53) olmak (izere

DVA T-tipi kanallarinin 3 Giyesi tanimlanmistir.
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Kalsiyum kanallarinin al alt birimlerinin sayisin glin gectikce artmasi
sistematik bir siniflandirmanin gerekliligini ortaya c¢ikarmistir. Bu dusiinceyle
uyumlu olarak al alt birimleri Ca,x.y semasina gore isimlendirilmistir (54). Ca,
voltajla aktive olan kalsiyum kanallarini, x sayisi kanal alt ailesini (L-tipi, N-tipi ve

T-tip) ve y sayisi ise alt ailelerin Gyelerini simgeler (Tablo 1).
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3.3.1.5.3. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanal Tipleri

3.3.1.5.3.1. L-Tipi Kalsiyum Kanallan

YVA kalsiyum kanal grubudur. Néronlarda oldugu kadar iskelet, diz ve
kalp kaslarinda da bol miktarda bulunurlar. Dorsal koék gangliyon (DKG)
hicrelerinde ilk kesfedilen Ca™ kanalidir. iletkenligi oldukca yiksektir (25 pS)
(55). YVA olan kalsiyum kanallarinin inaktivasyon gostermedikleri kabul edilir.
Blyuk (large) iletkenlikleri ve uzun sireli (long lasting) akim vermelerinden dolayi
bu kanallara L-tipi kalsiyum kanallari adi verilmistir (56). Farmakolojik olarak tim
L-tipi kanallarin karakteristik bir 06zelligi ya inhibitor (nifedipin, nisoldipin,
isradipin) ya da aktivator (Bay K 8644) olarak etki eden 1,4-dihidropiridin grubuna
ait ilaglara duyarli olmasidir (57).

L-tipi kanal ailesinin su ana kadar tespit edilmis olan 4 alt lyesi (Ca,1.1,
Ca 1.2, Ca,1.3, Ca,1.4) vardir. Dihidropiridin (DHP), fenilalkilaminler (FAA) ve
benzodiazepinler gibi ilaglarin bliylk ¢cogunlugu organik kanal blokérleridir. Erken
deneysel gozlemler iskelet kasi kanallarinda bu 3 ilag grubunun al alt biriminin
tekrarlayan IV. ve ek olarak Ill ve I. TM boélgesine baglandigini géstermistir (58).
Cesitli calismalarda DHP’nin yuksek bir affinite ile baglanabilmesi ve/veya
kalsiyum akiminin yiksek bir affinite ile DHP tarafindan inhibe edilebilmesi igin B,
a2 ve y alt birimlerinin birlikte eksprese olmasi gerektigini gostermistir (59).

Verapamil, gallopamil veya devapamil gibi FAA’lar da L-tipi akimlari bloke

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

etkiler (61).

3.3.1.5.3.2. N, P/Q ve R-Tipi Kalsiyum Kanallar

1980’lerde noéronlarda yapilan galismalar DHP’lere duyarli olmayan yeni
bir kalsiyum kanalini ortaya ¢ikarmistir (62). Bu kanallar néronlarda tespit edildigi
icin N-tipi kalsiyum kanallari olarak adlandiriimistir. Daha sonra ndéronal
non-L-tipi kalsiyum kanallari 6riimcek ve yilandan izole edilen peptit toksinlerine
duyarlihgina gore alt birimlere (N, P/Q, R) ayrilmistir. w-conotoxin GVIA’ya duyarli
olan kanallar N-tipi kalsiyum kanallari olarak kalmistir. w-Aga IVA toksinine
duyarli kanallar ise P/Q-tipi kalsiyum kanallari olarak adlandirilmistir (P harfi
purkinje hicrelerinden gelir). Bu iki toksine direncli kanallar ise R-tipi kalsiyum
kanallar olarak adlandiriimistir (R, resistant).

N-tipi, P/Q-tipi ve R-tipi kalsiyum akimlari aktive olmalari i¢in glcli
depolarizasyonlara ihtiyac duyarlar. Bu tip kalsiyum akimlari goreceli olarak L-tipi
kalsiyum kanal antagonistleri tarafindan etkilenmezler fakat spesifik yilan ve
orimcek polipeptit toksinleri tarafindan bloklanir. Bunlar primer olarak
noéronlarda eksprese edilir ve ¢ogu hizli sinapslarda nérotransmisyonu baslatir ve

hiicre govdesi ve dentritlere kalsiyum girisine aracilik eder (63).
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3.3.1.5.3.3. T-Tipi kalsiyum kanallari

DVA kalsiyum kanal grubudur. Hizlica voltaj bagimli inaktivasyon
gosterirler. iletkenliklerinin kiiclik (tiny) ve gegici (transient) akim vermelerinden
dolayi bu tir kanallar T-tipi kalsiyum kanallar olarak adlandiriimistir (56)

T-tipi kalsiyum kanallari sinir sistemi, kalp, bobrek, diiz kas ve pek ¢ok
endokrin organ dahil olmak Uzere viicudun bir ¢ok bolgesinden eksprese
edilmistir. Beyindeki T-tipi kalsiyum kanallari tekrarlayan disik esikli ateslemeler
(64) ve agri ile iliskilidir (65). Kalpte T-tipi kalsiyum kanallari sinoatriyal digiimde
eksprese edilir ve sinoatriyal diglimden cikan uyarilara katkida bulunur (66),
fakat kalp kasilmasina bir etkisi yoktur. T-tipi kalsiyum kanallarinin farkh L-tipi
kalsiyum kanallari ile birlikte mikro dolasimin diizenlenmesi ile iliskili oldugunu
gosteren cesitli arter ve venlerde ekspresyonu gosterilmistir (67). T-tipi kalsiyum
kanallarinin brons, ileum, kolon, mesane ve uterus diz kaslarinda da eksprese
edildigi gosterilmistir. T-tipi kalsiyum kanallarinin aldosteron, renin, atrial
natriliretik peptit (ANP) ve insilin gibi hormonlarin saliverilmesinde katkisinin
oldugu tespit edilmistir (68, 69). Bltin bunlar géz 6niinde bulunduruldugunda
T-tipi kalsiyum kanallari kalp krizi, aritmi ve hipertansiyon gibi kardiyovaskuler
hastaliklar ve epilepsi ve agri gibi néronal hastaliklarin tedavisinde yeni tedavi
edici ajanlara katkida bulunabilirler.

Kalsiyum kanal blokorleri (L-tipi kalsiyum kanallarini bloke eder) fenilalkil
aminler (verapamil), benzodiazepinler (diltiazem) ve dihidropiridinler (nifedipin)

olmak (izere 3 biyik gruba ayrilirlar. Bu ilaglar T ve L-tipi kanallarin her ikisinde

17



de etki gosteren bazi dihidropiridin bilesikleri hari¢ tutuldugunda tedavi edici
dozlarda T-tipi kanallarini inhibe etmezler. Flunarizine ve sinnarizin gibi distk
segicilikteki kalsiyum kanal blokoérlerinin T-tipi kanalarini inhibe ettigi rapor
edilmistir (70).

T-tipi kanallari bloke eden birgok bilesik vardir fakat bunlarin ¢ogu diger
iyon kanal ve tastyicilarini da inhibe eder. GliniimUize kadar spesifik bir inhibitor
bulunamamistir (70). Kurtoxin akrep zehirinden elde edilen T-tipi kanallari inhibe
eden bir peptitdir. Fakat bu peptit ayni zamanda diger kalsiyum kanallarini da

inhibe eder (71).

3.4. Hiicre i¢i Kalsiyum Konsantrasyonunun Diizenlenmesi

Hiicre ici serbest Ca™ cok onemli bir biyolojik sinyaldir. Hiicrede,
eksitabilite, ekzositozis, motilite, apoptozis, gen transkripsiyonu, hiicre
farkhilasmasi gibi ¢ok 6nemli biyolojik olaylari kontrol eder (72). Genel olarak,

Hiicre ici kalsiyum konsantrasyonunun ([Ca+2]i) muhafazasi icin iki Ca** kaynag)

mevcuttur. Birincisi, hiicre disindan plazma membrani araciligiyla hiicre icine Ca™
girisidir. Ornegin, voltaj-kapili Ca** kanallari (VKKK) yoluyla hiicre icine Ca* girisi
saglanabilir. Diger Ca* kaynagi agonist bagiml ve voltajdan bagimsiz hiicre igi
depolardir. Hiicre i¢i organellerin membranlarinda fonksiyonel olarak iki ayri Ca™
kanali mevcuttur: inositol 1,4,5 triphosphate reseptori (InsP3R) ve ryanodine

reseptori (RyR) (72, 73).
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3.4.1. Hiicre igi Kalsiyum Sinyali

3.4.1.1. Hiicre igi Kalsiyum Sinyalinin Onemi

Canlilarda gerceklesen pek cok dnemli olayda Ca*? iyonlari belirleyici rol
oynamaktadir. Bu olaylar arasinda hareket, kalp atisi, beynin bilgiyi isleyip
hafizayr olusturmasi, yumurtanin dollenme sonucu aktivasyonu, pankreatik
hiicrelerde salgilama, vyaralarin iyilesmesi, sillerin hareket frekansinin
koordinasyonu, karaciger hicrelerinin davranislarinin diizenlenmesi ve apoptoz
sayilabilir. Ca*?, hem hiicre ici siireclerde hem de hiicreler arasi etkilesimde

onemli gorevlere sahiptir (74).

Hicre ici Ca** sinyali, [Ca*®]; gecici bir sekilde artisindan olusur. Ca*?, bu
sinyal olusturma 6zelliginden dolayi, hiicre icin bir ikincil habercidir. Ca*?, sinyali
sadece baglanma 06zellikleri veya basitce ortamdaki varligi ile tasiyamaz. Bu
ylzden sinyal, enformasyon teknolojisindeki akim ve voltajin kullanimina benzer

uzamsal ve zamansal formlarla iletilir (74).

Ca*®un bu sekilde gesitli formlara sokulabilmesi, Ca™ sinyalinde gorev
alan elemanlarin dinamikleri ile iliskilidir. Bu elemanlarin aktiviteleri sonucu Ca+2,
hicrede birbirinden farkh pek ¢ok sinyali, 6rnegin hormon baglanmasi veya
mekanik uyartyi, dogru sekilde iletebilmektedir. Ca** sinyali, bu 6zelliginden
dolayi c¢cok blylk bir cesitlilik barindirmaktadir. Bu cesitliligin  incelenip

aciklanmasi, Ca™un ikincil haberci olarak degerlendiriimesinde temel éneme
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sahiptir ve bunun yontemi de Ca* sinyalini dizenleyen elemanlarin incelenip

bunlarin 6zelliklerinin ortaya konulmasidir (74).

3.4.2. Hiicre igi Kalsiyum Sinyalinin Olusumu

Ca*™un hiicre icinde sinyal molekilt goérevi goérebilmesinin sebebi,
[Ca*™]/nin, hem hiicre disi ortama, hem de hiicre icinde Ca** depolayan yapilara
gore cok dustk olmasidir. Oyle ki hiicre disgindaki Ca**u yaklasik olarak 10° M,
Ca*? depolarinda, 6rnegin endoplazmik retikulumda (ER) 5x10™* M civarlarinda
iken, [Ca*™?]; bu degerlerden binlerce kez daha diisiik olan 10”7 M seviyelerindedir.
Bu ylizden, hem hiicre ici ile disi arasinda, hem de ER ile sitoplazma arasinda, ¢ok
yiksek bir Ca*? derisim farki vardir. Bu fark, Ca* icin cok buyik bir itici kuvvet
olusmasina sebep olur. Hem hiicre zari, hem de ER zarindan Ca** gegisi, bu itici
kuvvetin etkisi ile protein yapidaki kanallardan olur. Bu kanallar, ¢ogunlukla
kapali durumda olup; voltaj, mekanik uyari ya da ligand baglanmasi ile aktive olur

ve Ca*? gecirgenligi saglarlar (75).

3.4.2.1. Hiicre Disindan Sitoplazmaya Kalsiyum Girisi Saglayan Kanal Tipleri

3.4.2.1.1. Voltaj Bagimh Ca*? Kanallan

Bu kanallar, membran depolarizasyonu sonucu aktive olur. Bu aktivasyon
kanallari Ca*™a gecirgen hale getirir. Bu sayede hiicre zarindaki elektriksel

olaylar, hiicre icindeki fizyolojik olaylarla ciftlenir. Bu kanallar, evrimsel olarak

20



voltaj bagiml sodyum ve potasyum kanallari ile iliskilidir ve 10 farkh voltaj

bagimli Ca** kanali alt tipi bilinmektedir (63).

3.4.2.1.2. Ligand Bagimh Ca** Kanallari

Bu kanallar, hiicre disindan gelen ligandlarin baglanmasi ile aktive olur ve
Ca*”a gecirgen hale gelirler. Bu yizden bu kanallar ayni zamanda birer
reseptordiir. Bu kanallara P2X pirinerjik reseptorleri veya nikotinik asetilkolin
(ACh) reseptorleri ornek verilebilir. Bu kanallarin bazilari, Ca*™ disindaki
katyonlara da gecirgendirler, bu kanallar secici olmayan katyon kanallari olarak

adlandirilirlar (76, 77).

3.4.2.1.3. Depo Bosalmasi ile Aktive olan Ca*? Kanallan

Bu kanallarin aktivasyon mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,
hiicre igi Ca*™ depolari, Ca+zsinyali sonucu, ya da daha farkh sekillerde bosaldigi
zaman, bu kanallar hiicre disindan sitoplazmaya Ca™ girisine sebep olurlar. Bu
Ca™ girisi, kapasitatif Ca™ girisi (KKG) olarak da adlandirilir. Bu kanallara érnek
olarak, transient reseptor potansiyeli (TRP) kanallarinin bazilari gésterilebilir. Bu
kanallar, depo bosalmasi ile aktive olup hem Ca*? sinyalini, hem de hiicre ici Ca*
homeostazini diizenlerler. Bu kanallarin bir diger 6zeligi de lanthanum (La*®) gibi

g degerlikli katyonlarla inhibe olmalaridir (78).
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3.4.2.2. Hiicre igi Kalsiyum Depolarindan Kalsiyum Gikisini Saglayan Yapilar

3.4.2.2.1. Ryanodin Reseptorleri

Kas hucrelerindeki ER’nin modifiye olmus sekline sarkoplazmik retikulum
(SR) ismi verilmektedir (75). SR’dan Ca*? salinimini saglayan kanal ise, Ryanodin
reseptorudir. RyR’lerin aktivasyonu dncelikle voltaj bagimli Ca*? kanallarindan
hiicre icine giren Ca** tarafindan olmakta, bu reseptorler Ca*? ile zaman igerisinde
once aktive, ardindan inhibe olmakta, aktif halde iken Ca** kanali ozelligi
gostermektedirler. inhibisyon durumu [Ca*?] biraz daha arttirildigi zaman asildigi
icin adaptasyon olarak adlandirilmaktadir (79). Reseptérlerin Ca*? ile aktivasyonu,
Ca*? etkili Ca™ salimi olarak (KEKS) adlandirilmaktadir. Bu mekanizma, kas
kasilmasini saglayan temel unsurlardan biridir. RyR’ler, bu etkinin daha belirgin
gorilebilmesi icin kas hicrelerinde t-tibdlleri ¢evresinde kiimelenmislerdir.
Reseptorleri Ca™ disinda kafein de aktive etmekte, Ryanodin ise reseptorlere
yliksek afinite ile baglanip, reseptorleri disik gecirgenlikli bir duruma
getirmektedir (18). Bunun disinda adenozintrifosfat (ATP), magnezyum (Mg+2) ve
protein-protein iliskileri de bu reseptoériin diizenlenmesinde gorev almaktadir. Bu
reseptorin memelilerde (g alt tipi bulunmaktadir ve kas hicreleri disinda

ozellikle sinir hiicrelerinde de Ca* sinyalinde gorev almaktadirlar (80).
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3.4.2.2.2. inositol 1,4,5-trisfosfat Reseptorleri

Hicre igi sinyal iletiminde en yaygin ikincil habercilerden biri olan inositol
1,4,5-trisfosfat (IP3) etkisi ile aktive olup kanal o6zellikleri ile ER’den Ca*
salinimina yol acan reseptorler, inositol 1,4,5-trisfosfat reseptorii (IPsR) olarak
adlandiriimaktadir. Reseptorlerin protein yapisi, RyR’ler ile belirgin sekilde
benzerlik tasmaktadir. IP3R’ler, IP3, ve RyR’ler gibi Ca™ ile aktive olmakta, yine
RyR benzeri sekilde, fakat ozellikle yiiksek derisimdeki Ca* ile inaktif hale
gelmektedir (81). Reseptorin IP3’e adaptasyon gosterdigine dair de bulgular
vardir (82). Reseptoriin ayrica ATP, fosforilasyon ve FKBP12 ve kalmodiilin gibi
proteinler ile de etkilestigi ve bu proteinlerin reseptor fonksiyonunu diizenledigi

bilinmektedir (81).

Uyarilabilir olmayan hiicrelerde, Ca™ sinyalini olusturan temel
mekanizma, IP; etkili Ca*? salinimidir. Bu salinimi saglayan IP; molekdld, hiicre
zarinda bulunan fosfaditil inositol 4,5-bifosfatin (PIP,), fosfolipaz C (PLC)
tarafindan IP; ve diagilgliserole (DAG) parcalanmasi ile olusur. Baska bir sinyal
molekili olan DAG, hiicrede 6nemli fonksiyonlari olan protein kinaz C'yi (PKC) ve

bazi TRP kanallarini aktive ederken, IPs, IPsR’lerden Ca*? salinimina yol acgar (75).

IP3 olusumunu saglayan PLC'nin gesitli alt tipleri arasinda en énemlilerden
birisi PLC-B’dir. Bu protein, G protein kenetli reseptorlerin (GPKR), dis ortamdan
gelen ligandlarla etkilesmesi sonucu aktive olur. Cesitli G proteini alt tiplerinden
biri olan G4 proteinleri ile kenet olusturan reseptorler, ligandlar araciligiyla

uyarildiginda, heterotrimerik yapida olan, Ga ve GBy alt Unitelerinden olusan Gq
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proteinlerinde, uyarilmamis durumda guanozindifosfat (GDP) bagli olan Ga alt
Unitesinde, GDP/guanozintrifosfat (GTP) degis tokusu yasanir. Aktive olan Ga,
PLC-B’y1 aktive ederek IP3 olusumunu saglamis olur. Bu suregte GTP’nin GDP’ye
hidrolizi, Ga’nin tekrar Gy ile bir araya gelmesine yol agar, bu sayede sinyal bir

sonraki dongliye dek sonlanmis olur (75).

Ayni fonksiyona sahip, fakat farkli uyarilarla aktive olan baska PLC alt
tipleri de vardir. Bunlar, PLC-y, PLC-6 ve PLC-e proteinleridir. Bunlar arasinda
fonksiyonu en iyi acikhga kavusturulan PLC-y, reseptor tirozin kinazlarin dis
ortamdan gelen uyaranlarla aktivasyonu sonucu aktive olmaktayken, PLC-8'nin
G, kenetli reseptor aktivasyonu ve KKG ile aktive oldugu dustnilmektedir.
PLC-€’un ise, G1, ve G kenetli reseptorleri de iceren, birden fazla sinyal yolagini

kullandigina dair bulgular vardir (83).

3.5. Gadolinyumun Kalsiyum Kanallariyla Etkilesimi

Gadolinyum’un etkilerini, Ca™ baglayan veya kalsiyum iyonlarinin
dogrudan etkilerini olusturan zar proteinlerini etkileyerek Ca™ bagimli
mekanizmalar Uzerinden gergeklestirdigi tanimlanmistir. Gadolinyum, inhibitor

etkisi en glicli olan lanthanide iyonudur (84).

Kalsiyum baglayici alanlara olan yiksek afinitelerinin bir sonucu olarak,
lanthanide’ler ‘supercalcium’ olarak da adlandiriimaktadirlar (85).

Gadolinyumun noéroblastom hiiclerinde kalsiyum kanallarini inhibe ettigi

+3,

gosterilmistir. Lanthanide katyon Gd™™in voltaj bagimh kalsiyum akimlar
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Uzerindeki etkisi noroblastoma x gliom (NG108-15) hiicreleri Gizerinde bir tim
hiicre klemp teknigi kullanilarak incelenmistir. Gd** kalsiyum akimlarin
amplitidini  azaltmistir. Gd** tarafindan Gretilen inhibisyon miktari;
konsantrasyona bagimli olarak, yaklasik 0,5 ile 5 uM arasinda olup yaklasik 10-20
uM’da maksimuma ulasilmistir. Total kalsiyum akiminin bir kismi Gd** yaptigi
blokaja diren¢ gostermistir. Ayni calismada kullanilan deneysel kosullarda,
kalsiyum akimlari, biri Gd" tarafindan secici olarak blokajlanan, kalsiyum
kanallarini Gg ayr alt tipinin aktivitesini yansitan, en az (i¢ ayri bilesenden

olustugu bildirilmistir (86).

Gadolinyum, kalsiyumla vyarisarak onu sarkoplazmik retikulumdaki
yerinden edebilir (87). Gd™, néronlarda voltaj duyarli Ca™ akimini azaltmaktadir
(88). Daha ayrintili ¢alismalar gadolinyumun voltaj kapili noéroblastom
hicrelerinde N-tipi (86), hipofiz hiicrelerinde T-tipi ve L-tipi Ca* kanallari
blokladigini ortaya ¢ikarmistir (89). Gd**nin SR Ca-ATPaz tzerindeki Ca* baglayici

alana baglanmasi nedeniyle olusan inhibitor etkisi de tariflenmistir (90, 91).

Bir ¢alismada, gadolinyumun ryanodine reseptorii (RyR1) Uzerindeki
baglanma alanlarina geri donlsli ve konsantrasyona bagimli bir sekilde

baglandigi izlenimi de bildirilmistir (85).

Gadolinyum’un 10 pM miktarinin yiksek voltajli kalsiyum akimini
tamamen durdurdugu gosterilmistir (92).
Ancak hicre hareketlerinin degerlendirildigi bir calismada da ortaya

konuldugu gibi kalsiyum akimin durdurmasi diger Ca** kanal inhibitorleriyle

25



karsilastirildiginda hareket kabiliyetli hicrelerin dokular arasi gegisini fazla

etkilemeyerek belirgin farklilik arz etmektedir (93).

3.6. Dorsal Kok Gangliyonu Néronlarinin Ozellikleri

DKG ndoronlari somatosensdriyal bilgiyi AP olarak merkezi sinir sistemine
(MSS) tasir. Bu noronlarin iki ana tipi vardir: Birincisi; dislk yogunluklu, hasar
olusturmayan ve normalde agri vermeyen uyaranlara cevap veren non-nosiseptif
noronlar, ikincisi; yliksek yogunluklu, hasar olusturucu ve normalde agri verici
stimulusa karsi cevap olusturan nosiseptif noronlardir (94). Hiicresel
elektrofizyoloji calismalarinda yaygin bir sekilde kullanilan DKG, duyusal
noronlarin elektrofizyolojik ve farmakolojik olarak incelenmesinde iyi bir model
olusturmustur.

DKG noronlari, iletim hizina gore C (<0,8 m/sn), Ad (1,5-6,5 m/sn) ve Ao/
(>6,5 m/sn) seklinde siniflandiriimaktadir (94). DKG néronlari ile ilgili yapilan
calismalar farkli DKG néronlarinin farkli Na* (95), K* (96) ve Ca*? kanal akimlarina
sahip oldugunu gostermektedir (97).

DKG noronlarinin diger bir siniflandirmasi ise ¢ap boyutu agisindan
yapilmaktadir. DKG noéronlari ¢aplarina gore biiyiik (>50 um ¢ap), orta (30-50 um
cap) ve kiguk (<30 pm c¢ap) olmak Uzere (¢ alt sinifa ayrihir (98). DKG
noronlarinda iyon akimlarinin biyofiziksel 06zelliklerinin ve iyon kanal alt
birimlerinin dagiminin hiicre capiyla iliskili oldugu gdsterilmistir (99). Na*

kanallariyla ilgili agri ve analjezi galismalarinda kiiglk c¢apli DKG néronlari
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kullanilmaktadir. Bunun nedeni, blylk ve orta ¢apa sahip DKG ndéronlarina
kiyasla kugik ¢apl néronlarda daha fazla sayida ve farkl tipte VKSK’nin eksprese
olmasidir (99). Ca** kanallari ile ilgili yapilan calismalarda da kanal alt birimi ve
kanal yogunlugunun DKG hiicre capiyla iliskili oldugu belirlenmistir. Bazi Ca®
kanal alt birimleri kiiclk veya orta capli néronlarda daha yogun sekilde eksprese
olurken bazi alt birimler ise biiyiik capl néronlarda eksprese olmaktadir. Ornegin
Ol1p, Ol1p, Oic, Oip, Ogg, O ve oss alt birimleri tim DKG noronlarinda eksprese
olurken, asa, Q1p, A1, O Ve as'nin kiclk capl DKG noronlarinda daha yogun bir
seklide eksprese oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda bilyik capli DKG
noronlarina goére a; ve a,6 alt birimleri kiicik ve orta capl néronlarda daha

yogun sekilde eksprese olmaktadir (100).

3.7. Trigeminal Gangliyon Néronlarinin Ozellikleri

DKG noron hicreleri gibi trigeminal gangliyon (TG) néronlari da primer
duyusal néronlar olup, néronlarin somatosensoryal iletim zincirinin ilk halkasini
teskil ederler (101).

Agrinin hiicresel ve molekiller mekanizmasinin anlasiimasi igin yapilan
calismalarda neonatal ve embriyonik sicanlardan izole edilen duyusal néronlarin
primer ve kalici kultlrleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (102). Kiltire
edilmis TG ve DKG duyusal néronlari ile yapilan galismalar, bu néronlarin in vivo

duyusal néronlarla benzer 6zellikler gésterdigini ortaya koymustur (103).
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TG néronlari somatosensdriyal bilgiyi DKG néronlari gibi AP olarak MSS’ye
tasir. Hucresel elektrofizyoloji calismalarinda DKG gibi kullanilan TG, model olarak
duyusal noéronlarin elektrofizyolojik ve farmakolojik olarak incelenmesinde
kullanilmistir (94, 104).

Memeli TG noronlarda yapilan intraselliler kayitlar Gg¢ tlr aksiyon
potansiyelinin var oldugunu géstermistir (105):

1) Cogunlugu TTX ile tamamen bloke edilen hizli akimlar

2) Cd*™ ve TTXa direncli tepeli akimlar ve

3) TTX direncli ve Cd*? duyarli yavas yavas azalan aksiyon potansiyelleri.

Voltaj bagimh TTX direngli ve TTX duyarli sodyum kanallari,
amiloride-duyarh T-tipi, DHP-duyarh L-tipi ve w-konotoksin duyarli N-tipi
kalsiyum akimlari TG néronlarinda da tanimlanmistir. Yine proton-kapili sodyum

kanallarinin (g alt tipi ile TTX direngli sodyum kanallari da gosterilmistir (105).

3.8. GT1-7 Noronlarinin Ozellikleri

GT1-7 hdicreleri, olgun hipotalamik GnRH néronlarinin  6zelliklerine
sahiptir. GnRH ndronlarinin sayica az olmalari, beyinde yaygin olarak bulunmalari
ve ¢ok sayida afferent sinyaller almalar sebebiyle in vivo g¢alisma zorlugu
mevcuttur. Noropeptidlerin etkisinin in vitro olarak galisiilmasi amaciyla GT1-7
hicreleri kullanilmigtir. GT1-7 hiicreleri, GnRH noéronlarinin 6zelliklerine sahip
olduklarindan spontan elektriksel aktivite, noropeptid ekspresyonu ve

norosekresyon mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in uygun bir modeldir (106).
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GT1-7 hdcrelerinin transient reseptdor potansiyeli (st ailesine ait
kalsiyuma gecirgen katyon kanallari (TRPC) kapsadiklari gosterilmistir. GT1-7

hicrelerinde en fazla eksprese edilen TRPC4 diir (107).

Gahsmalar, GT1-7 hicrelerinde GnRH pulsatil salgilanmasinin ekzositotik
salinmasina ve genetik transkripsiyon olaylarina bagh oldugunu gostermistir.
GT1-7 hicreleri, kastre kemiricilerden elde edilen primer kiltirlerdekine benzer
interpulse aralikh ve episodik tarzda GnRH salgilar (108). Pulsatil GhnRH salinmasi
GT1-7 hicrelerinin intrinsik bir 6zelligidir (109). Kalsiyum GT1-7 hicrelerinde
ekzositotik pulse aktivitesinin baslamasi ve devami icin kritik bir Gneme sahiptir
(110). Kalsiyum kanallarinin farmakolojik vasitalarla bloklanmasi veya kalsiyumun
uzaklastiriimasi bu hiicrelerde GnRH salinmasini engellemektedir (110-112).

[Ca+2]i GT1-7 hicrelerinde duragan halden yiksek ossilator bicime kayar ve bu

durum siklikla ekzositotik olaylar ile iliskilidir (113). Ayrica, GT1-7 hicrelerinin
L-tipi voltaj kapili Ca*? kanal blokeri nimodipine ile muamelesi, sekretorik pulse
aktivite frekansini azaltir (109). Kalsiyumun hiicre ici cevabi baslatmasi ¢ogu
zaman kalsiyuma baglanan proteinlere ve daha sonra transkripsiyonel sistemin
diger reglilatdr unsurlar ile iliskisine baghdir. Bu proteinler arasinda kalretinin,

kalsineurin ve kalmodulin baslicalaridir (114).

Son zamanlarda, GT1-7 hiicrelerinde hiicrenin hem sitoplazma hem de
nikleusundaki unsurlar ile iliskiye girmeye muktedir yeni bir kalsiyum baglayan

protein belirlenmistir. DREAM (downstream regulatory element antagonist
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modulator) adli protein kalsiyuma yiksek affiniteyle bagh dért EF-hands kapsar

(115, 116).

GT1-7 hicrelerinin melatonin reseptori igerdigini gosteren galismalarin
(117-119) varhgina karsilik, reseptorlerin belirlenemedigi calismalar (120) da
mevcuttur. Melatonin GT1-7 hiicrelerinde hiicre ici Ca*? konsantrasyonunda
artisa yol actigi gosterilmistir (121). Bu dolayli olarak GT1-7 hicrelerinin
melatonin reseptéri kapsadigina bir delil olarak kabul edilebilir. Sonug olarak

melatoninin GT1-7 hiicreleri Gzerindeki etkisi hiicre ici Ca™ duzeyini artirir.

3.9. Amag (Hipotez)

GMRKA’larin metabolik kosullar altinda gadolinyum iyonlarini serbest
birakarak ayristigl ve bu iyonlarin NSF'ye sebep oldugu hipotezi mevcuttur.
GMRKA’larin sayl ve oran olarak buylik ¢ogunlukla sinir sistemi patolojilerinin
taninmasi ve degerlendiriimesinde kullanildigi da bir gergektir. Dolayisiyla sinir
sistemi hicreleriyle yogun temas ve etkinlik olusmaktadir. Buna dayanarak farkli
sinir doku htcre kiltlrlerinde gadolinyumun ve gadolinyum selatlarinin hiicre
islevlerinin yurutulmesinde etkin olan hiicre igi kalsiyumu Uzerine etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla Floresan Kalsiyum Goriintlileme kullanilarak hentiz
yapillamamis in vivo degerlendirmeye en yakin olabilecek ydntemle

arastirilmasini 6ngorild.
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Hipotezimiz, gadolinyum selatlarinin in vivo metabolik kosullarda Gd*
iyonlarini serbest birakarak ayristigi varsayimiyla bu iyonlarin hicre igi kalsiyum

oranlarini degistirerek fizyopatolojik stiregleri etkiledigi stiphesidir.
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4. GEREG VE YONTEM

Calisma Firat  Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Elektrofizyoloji Laboratuari’nda gergeklestirildi. Deneysel ¢alismalara yerel Etik
Kurul onayi (2011/04-70) alindiktan sonra baslandi.

Calismada dorsal kdk gangliyon, trigeminal gangliyon hicre kultirleri ile
GnRH noéron (GT1-7, immortalized GnRH neurons) hiicre serisi kullanildi.

Calismada kullanilan sican dorsal kok gangliyon ve trigeminal gangliyon
sinir hticreleri laboratuvarda daha o6nce (122-124) tanimlanan yontemlerle
hazirlanarak kullanildi. GT1-7 ise laboratuvarimizda kullaniimak Gizere Dr. Pamela
L. Mellon (University of California, San Diego) tarafindan gonderilen hediye

olarak gonderildi (fare néroblastom hiicre serisi) (106).

4.1. Kullanilan Alet-Cihazlar

e Titresim Onleyici elektrofizyolojik masa (Intracel, ingiltere)
e Hassas terazi (Chyo JL-180, Japonya)

e pH Metre (Thermo Orion, Beverly, ABD)

e Ozmometre (Gonotec, Berlin, Almanya)

e Diseksiyon Mikroskobu (Olympus, Japonya)

e Karbondioksitli inkiibatér (Heraus, Almanya)
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e Sabit Hava Akimli Guvenlik Kabini (Laminar Flow, Turkiye)
e Floresan Atasmanli Inverted Mikroskop, (Nikon TE2000 S, Japonya)

e Perfiizyon Unitesi (Warner Instruments, ABD)

4.2. Hiicre Kiiltiirleri icin Genel Prensipler

Hicre kiltirt vyapilmasi  ve saklanmasi sirasinda  olusabilecek
kontaminasyonlara karsi gerekli 6nlemler alindi. Bu amacla kullanilan tiim cerrahi
malzemeler, cam saklama kaplari, pipetler ve pipet uclari otoklav (Nive, Ankara,
Turkiye) yardimiyla sterilize edildi. Otoklavdan alinan malzemeler laminar hava
akimli glivenlik kabini icerisine konulmadan once % 70’lik alkolle tekrar
temizlendi ve laminar hava akiml glivenlik kabini icerisine yerlestirildi. Steril
halde temin edilen plastik malzemeler ise kullanilmadan 6nce % 70’lik alkol sprey
Uzerlerine sikildiktan sonra diger cam malzemelerin yanina laminar hava akiml
glvenlik kabini igerisine vyerlestirildi. Laminar hava akimli glivenlik kabini
icerisindeki ultraviyole 1sik kaynagi, kabinde hicre kiltlri yapilmadigl zaman
araliklarinda agik olarak birakildi. Cerrahi malzemeler her kullanimdan énce, cam
malzemeler ise her hicre kiltiri yapilmadan Once sterilize edildi. Hicre
kiltardndn koyulacagi inkiibatérin nemi, gaz dizeyi, sicakhgl ve temizligine 6zen
gosterildi.

Hazirlanan tim solGsyonlarin pH’si ve osmolaritesi pH metre ve

ozmometre kullanilarak 6lguldi. Sollisyonlarin ve cam saklama kaplarinin tGzerine
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sirasiyla malzemenin ismi, hazirlandigi tarih ve hazirlayan kisinin isminin bas
harfleri yazilarak isaretlendi.

Lameller kiltur hazirlanmadan bir giin 6nce % 70’lik etanolden gikartilarak
laminar hava akimli givenlik kabini igerisinde steril bir kurutma kagidi tzerinde
kurutuldu. Daha sonra 100 pl poly-L-ornitine (Sigma; 25 mg/ml stok sollisyon) 10
ml distile su ilave edildi ve bu sivi 50 mm capindaki steril bir petri kutusuna
bosaltildi. Kuruyan lameller alevden hizla gegirilerek bu poly-L-ornitin igeren
siviya konuldu ve bir gece 37°C’'de % 95 hava, % 5 karbondioksit iceren nemli bir
inkiibatorde bekletildi. Ertesi giin lameller inklibatorden alindi ve laminar hava
akimli glivenlik kabini icerisinde bir forsepsle tek tek tutularak ard arda
yerlestirilmis 3 petri kutusunun icerisindeki steril distile suya daldirilarak yikandi
ve kurutma kagidi tizerine konuldu. Kuruyan lameller her petri kutusuna bir tane
lamel gelecek sekilde 12 adet 35 mm capinda steril petri kutusuna yerlestirildi.
Hlcrelerin yasinin ve vasatin degistirilme ginlerinin belirlenmesi icin kultdr
tablasi Gizerine kilturtn hazirlanis tarihi yazildi. 100 pl laminin (5 pg/ml) her bir
lamel Uzerine ilave edilerek kiiltlir tablasi inktibatére kaldirildi. Ayni giin kaltir
vasati da hazirlanarak yaklasik 40 ml kiltir medyumu ve 10 ml fosfatla
tamponlanmis fizyolojik tuzlu suda (PBS) steril bir plastik tlip igerisinde 1sinmasi
amaciyla inkibatore yerlestirildi. Diseksiyon mikroskobu ve diseksiyon cerrahi
seti dezenfekte edilerek laminar hava akimli glivenlik kabini igerisine alindi.

Hiicreler izole edilip dnceden hiicre disi gelistirme matriksi, poli-D-lizin ve
laminin kaplanmis 12 mm ¢apindaki cam lamellere (BD BioCoat, ABD) ekildikten

sonra 37°C’de % 5 karbondioksit iceren nemli bir inkiibatérde (Heraus, Almanya)
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inkiibasyona birakildi. Bu hiicreler, en az 4-6 saat inkiibe edilerek lamel lizerine
iyice yapismasi saglandiktan sonra kalsiyum goriintileme deneylerinde kullanildi.

Hicre kiltirl icin Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden
(FUDAM) saglanan yavru sicanlar “Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals” (125) prensipleri dogrultusunda kullanildi.

4.3. Dorsal Kok Gangliyonu Hiicre Kiiltiirii Protokolii

Temin edilen iki glnlik Wistar cinsi sicanlar dekapite edilerek, genis bir
petri kutusuna yerlestirildi. Kliclik bir makasla vertebral kolon ayrildi, daha sonra
kaudal uctan baslayarak boyuna kadar spinal kolonun ici yayli bir kiiglik makasla
acildi. Bu izole spinal kolon petri kutularina yerlestirilmis PBS ile 3 defa yikandi.
Daha sonra diseksiyon mikroskobu altinda forsepslerle biitiin DKG’lari hassas bir
sekilde izole edilerek kiguk bir petri kutusu icerisindeki kiltlr vasatina konuldu.

Bitlin DKG govdeleri ¢ikarilarak petri kutusunda toplandiktan sonra, petri
kutusu hassas yuvarlak hareketlerle sallandi ve bitiin gangliyonlarin bir araya
toplanmasi saglandiktan sonra kiltir medyumu bir Pastor pipeti ile cekildi.
Ardindan 900 ul 1hk (37°C’de inkiibe edilmis) kultlr vasati ve 100 pl kollagenaz
(% 0,125, Sigma) ilave edilerek hafifce c¢alkalandi ve 13 dakika streyle
inkiibatorde tutuldu. Bu sire sonunda hicre, solisyon, enzim karigimi
inkiibatorden alinarak hizla (i¢ defa PBS ile yikandi. Daha sonra 900 pul PBS ve 100
pl tripsin (% 0,25, Sigma) ilave edilerek hafifce calkalandi ve 6 dakika siireyle

inkibe edildikten sonra 15 ml’lik steril plastik tipe aktarildi ve yaklasik 4 ml ihk
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kiltur vasati ilave edildi, gangliyonlar tiiplin dibine ¢okturildikten sonra kultir
vasatl Pastor pipeti ile uzaklastirildi ve bu islem 3 defa tekrarlandi. Daha sonra
100 pl DNAz (Sigma) ve 900 ul kiltiir medyumu ilave edilerek ucu daraltiimig
steril bir Pastor pipetine hizla ¢ekip bosaltarak gangliyonlar mekanik olarak tek
hiicrelere ayristirildi. Bu ¢cekip bosaltma islemi 3-6-9 defa kademeli olarak yapildi.
Her bir kademede Ustte kalan slispansiyon alinarak diger gangliyonlara mekanik
ayristirma islemi devam edildi. Sayet gangliyon topagi tam olarak dokuz cekip
bosaltmadan sonra hala ayrismadiysa bu isleme 14 defaya kadar devam edildi.
Hicre kultir vasati slispansiyonu, kiltiir vasati ilave edilerek 2,4 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra inkibasyon icin daha onceden lamininle kaplanan
lamellerin bulundugu kiictik petri kutulari inklibatorden alindi. Lamellerin laminin
ile inkiibasyon zamani en az 3-4 saat oldugu icin dekapitasyon islemine
baslamadan yaklasik olarak en az 2 saat dnce laminin ekim islemi tamamlandi.
Laminin iceren sivinin blylk bir kismi lamellerden uzaklastirildiktan sonra hiicre
siispansiyonu bulunan sollisyona 240 pl sinir bliyitme faktort (NGF, 2.5 S, Sigma)
eklendi ve her lamele 150 pul hiicre igeren bu sollsyon ekildi ve yaklasik 4-6 saat
sureyle inkibatorde bekletildi. Bu sinir hiicreleri laminin-polyornithin ile yuzeyi
kapli cam lameller Gzerine ekilerek 37°C derecede, % 5 karbondioksit iceren
nemli inkiibatérde kullanilincaya kadar (maksimum 2-3 hafta) inkibe edildi.
Yaklasik 6 saat sonra DKG hiicreleri (Sekil 1) floresan kalsiyum gorintileme
deneylerinde kullanilmaya baslandi.

Sinir hiicre kiltir medyumu; F14, isiyla inaktive edilmis % 10’luk at

serumu, sinir blylitme faktord, penisilin+streptomisin icermektedir.
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Sekil 1. Fura-2-AM ile Yiiklenmis DKG Hicrelerinin Mikroskop Altindaki

Gorunumleri.

4.4. Trigeminal Gangliyon Hiicre Kultiirii Protokolii

Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nden temin edilen iki
glnlik Wistar cinsi sicanlar dekapite edilerek baslari bir petri kutusuna
yerlestirildi. Klglik bir makasla MSS etrafindaki bag doku kaldirilarak beyin ortaya
¢ikarildi. Pontin fleksuralardan gecen enine bir kesi yapilarak her iki hemisfer ve
orta beyin disari diseke edildi. Ardindan, arka beyin dahil (st servikal spinal kord
diseke edilerek bag doku ve meninkslerden arindirildi. Her iki taraftaki TG ve

uzantilarina zarar vermemeye dikkat edildi. Daha sonra diseksiyon mikroskobu
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altinda makas ve forsepslerle her iki TG hassas bir sekilde uzantilarindan kesilip
izole edilerek kiguk bir petri kutusu igerisindeki kiiltir vasatina konuldu.

TG govdeleri ¢ikarilarak petri kutusuna konulduktan sonra, petri kutusu
hassas yuvarlak hareketlerle sallandi ve gangliyonlarin bir araya toplanmasi
saglandi. Sonra kiltlir medyumu bir Pastor pipeti ile cekildi. Ardindan 900 ul ihk
(37°C'de inklbe edilmis) kaltir vasati ve 100 ul kollagenaz (% 0,125) ilave
edilerek hafifge calkalandi ve 13 dakika siireyle inkibatorde tutuldu. Bu sire
sonunda hiicre, sollsyon, enzim karisimi inkiibatérden alinarak hizla ti¢ defa PBS
ile yikandi. Daha sonra 800 pul PBS ve 200 ul tripsin (% 0,5) ilave edilerek hafifce
calkalandi ve 6 dakika sireyle inkiibe edildikten sonra 15 ml’lik steril plastik tlipe
aktarildi ve yaklasik 4 ml 1lik kiiltlir vasati ilave edildi, gangliyonlar tiipiin dibine
¢Oktirildikten sonra kiltlir vasati Pastor pipeti ile uzaklastirildi ve bu islem 3
defa tekrarlandi. Daha sonra 100 pl DNAz ve 900 ul kiltir medyumu ilave
edilerek ucu daraltilmis steril bir Pastor pipetine hizla ¢ekip bosaltarak
gangliyonlar mekanik olarak tek hicrelere ayristirildi. Bu ¢ekip bosaltma islemi
3-6-9 defa kademeli olarak yapildi. Her bir kademede Ustte kalan slspansiyon
alinarak gangliyonlara mekanik ayristirma islemi devam edildi. Sayet gangliyon
topagl tam olarak 9 g¢ekip bosaltmadan sonra ayrismadiysa bu isleme 14 defaya
kadar devam edildi. Hiicre kiltir vasati siispansiyonu, kiltir vasati ilave edilerek
2,4 ml'ye tamamlandi. Daha sonra inkiibasyon icin daha ©6nceden lamininle
kaplanan lamellerin bulundugu kiglik petri kutular inkiibatorden alindi.
Lamellerin laminin ile inkiibasyon zamani en az 3-4 saat oldugu icin dekapitasyon

islemine baslamadan yaklasik olarak en az 2 saat 6nce laminin ekim islemi
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tamamlandi. Laminin igeren sivinin blyuk bir kismi lamellerden uzaklagtirildiktan
sonra hiicre siispansiyonu bulunan soliisyona 240 pl sinir biiyitme faktori (NGF)
eklendi ve her lamele 150 pl hiicre iceren bu soliisyon ekildi ve yaklasik 4-6 saat
sureyle inkibatorde bekletildi. Bu sinir hiicreleri laminin-polyornithin ile yuzeyi
kapli cam lameller Gzerine ekilerek 37°C derecede, % 5 karbondioksit iceren
nemli inkiibatorde kullanilincaya kadar (maksimum 2-3 hafta) inkiibe edildi.
Yaklasik 6 saat sonra TG hicreleri (Sekil 2) floresan kalsiyum gorintileme
deneylerinde kullanilmaya baglandi.

Sinir hiicre kiltir medyumu; F14, isiyla inaktive edilmis % 10’luk at

serumu, sinir blylitme faktord, penisilin+streptomisin icermektedir.

Sekil 2. Fura-2-AM ile Yiklenmis TG Huicrelerinin Mikroskop Altindaki

Gorunumleri.
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4.5. GT1-7 Hiicre Serisi Protokoli

Hediye hiicre serisi slispansiyonu, kultiir vasati ilave edilerek 2,4 ml'ye
tamamlandi. inkiibasyon icin daha 6nceden lamininle kaplanan lamellerin
bulundugu kigluk petri kutulari inkiibatorden alinarak laminin igeren sivinin
blylk bir kismi lamellerden uzaklastirildiktan sonra hiicre sispansiyonu bulunan
sollisyona 240 pl sinir biyitme faktort (NGF) eklendi ve her lamele 150 ul hiicre
iceren bu soliisyon ekildi ve yaklasik 4-6 saat slireyle inklibatorde bekletildi.
GT1-7 hicreleri laminin-polyornithin ile ylzeyi kapli cam lameller (izerine ekilerek
37°C derecede, % 5 karbondioksit iceren nemli inkiibatorde kullanilincaya kadar
(maksimum 2-3 hafta) inkiibe edildi. Yaklasik 6 saat sonra GT1-7 hiicreleri (Sekil
3) floresan kalsiyum goriintileme deneylerinde kullanilmaya baslandi.

Sinir hucre kiltur medyumu; F14, isiyla inaktive edilmis % 10’luk at

serumu, sinir blylitme faktord, penisilin+streptomisin icermektedir.
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Sekil 3. Fura-2-AM ile Yluklenmis GT1-7 Hiicrelerinin Mikroskop Altindaki

Gorunumleri.

4.6. Gadolinyum ve Selatlarinin Standart Kosullar Altinda Uygulaniimasi

Calismada gadolinyum (Gadolinium ICP/DCP standard solution 10,006
ug/mL Gd”® in 2% HNO; 100 ml PN: 356220, Fluka, Taufkirchen, Germany) ile
dinya piyasalarinda yaygin 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 kullanildi.
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GMRKA’lar ve gadolinyum, GMRKA’larin tavsiye edilen kullanim dozu olan
0,1 mmol/kg oldugundan viicut dagilim hacmi = hiicre disi sivi hacmi = 200 ml/kg
kabul edilerek 5 mmol/1000 ml (5 milimolar) uygulama ortam konsantrasyonu
olusturulacak sekilde hazirlanilarak ayni pH ve oda sicaklik degerlerinde hiicre

kilturlerine uygulandi. Asagida tariflenen yontemle degerlendirme yapildi.

4.7. Hiicre igi Kalsiyum Goriintiileme Teknigi ve Goriintii Analizleri

Kiltlre hiicreler en az 4-6 saat inklibe edildikten ve lamel Gzerine iyice
yapismasi saglandiktan sonra bir saat siireyle 1 uM Fura-2-AM iceren NaCl esasli
hiicre disi kayit soliisyonunda (135 mM NaCl, 5,9 mM KCl, 1,5 mM CaCl,, 1,2 mM
MgCl,, 11,5 mM glikoz, 11,6 mM HEPES) inklibe edilerek floresan boya hiicrelere
ylklendi. Bu esnada pH NaOH kullanilarak 7,4’e ozmolarite ise sukroz kullanilarak
310-320 mOSm’a ayarlandi. Ardindan hiicreler taze hicre disi kayit soliisyonu ile
20 dakika suresince yikanarak hiicre disindaki Fura-2-AM uzaklastirildi ve hiicre
ici kalsiyuma duyarh boyanin de-esterifikasyonu saglandi.

Kalsiyum duyarli floresan boya ile yiklenen hiicreleri iceren lameller kayit
sistemine aktarilarak floresan atasmanh ters mikroskoba (Eclipse TE2000-S
mikroskop, CFI S Fluor 40XH N.A.: 1.3 objektif; Nikon, Tokyo, Japan) baglantili
perflizyon sistemine (Warner Instruments, ABD) yerlestirildi (Sekil 4). Mikro
inklibasyon-perfiizyon sistemi araciligiyla NaCl-esash hiicre disi solisyonu ile
kayit cemberi ince silikon hortum ile baglantili, agma kapamasi bilgisayar

kontroll, akim hizi yergekimine gore ayarlanan ilag uygulama/perflizyon sistemi
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(Warner Instruments, ABD) araciligi ile (1ml/dakika) sirekli perfiize edildi ve
gerektiginde mikroskop altinda goz ile degerlendirildi. Hiicreler floresan isik
kaynagi ve filtre surici aracihigi ile 340 - 380 nm UV dalga boyunda uyarilarak
(uyari 340-380 nm, emisyon 510 nm) goriuntiler yliksek hizli sogutmali dijital CCD
kamera (Orca-285, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) ve veri kazanim
ve analiz modila Simple PClI C-Imaging (Hamamatsu Co., Sewickley, PA, USA)
araciligi ile kayit ve analiz edildi (Sekil 4). Hiicre ici kalsiyum sinyalleri uyarilarak,
DKG ile TG hiicrelerinde KCl ve GT1-7 hiicrelerinde melatonin ile uyari standart
kabul edilerek Gd™ ve GMRKA'larin etkileri pik degerleri olarak saptandi. DKG ile
TG hiicrelerinde KCl ve GT1-7 hicrelerinde melatonin ile non-spesifik
depolarizasyonla hiicreler uyarilmaya calisildi ve indiiklenen kalsiyum sinyalleri
tizerine Gd"™ ve GMRKA'larin etkileri incelendi. Bitiin deneyler oda isisinda
(= 22°C) ve karanhk ortamda gerceklestirildi. Deneysel islemler hiicrelerin
floresan isaretleyici ile yiklenmesinden maksimum bir saat icerisinde
gerceklestirildi. Floresan boyanin 1si8a maruz kalarak agarmasini sinirlandirmak
icin optimum pozlama zamani (exposure time) belirlendi ve bilgisayar kontrolli
filtre surlclisi perde (shutter) donanimi araciigl ile gorintid alhnmadig
zamanlarda 1stk maruziyeti 6nlendi. Fura-2 floresansi bir Xenon 1sik kaynagindan
(LS-Sutter Instr, ABD) gonderilen UV isininin hizli bir otomatize filtre sirictsine
(Lambda-2, Sutter Instr, ABD) yerlestirilen fura-2 filtre seti 340 ve 380 nm
filtrelerden (Chroma, ABD) gonderilerek saglandi. Veriler aritmetik ortalama ve

standard hata (AO * SH) olarak kaydedildi. Tim ajanlar ile goriinti kayit hizi 6n
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denemelerle belirlendi. Deneyler yapilirken her bir ajan icin en az Ug¢ farkh kiltlire
ait lamellerden kayit alindi.

Floresan orani analizleri off-line olarak, cevap veren hiicrelerde “ilgi alani”
secimleri yapilarak Simple PCl yazilm programi araciligiyla gerceklestirildi. [Ca*?);
hesaplanmasinda 510 nm’de emisyon gerceklestirilerek 340 nm eksitasyonda
elde edilen floresan yogunlugunun 380 nm eksitasyonla elde edilen floresan
yogunluguna oranlanmasi (dual uyari: 340 nm/380 nm; emisyon: 510 nm) esas

alindi.
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Sekil 4. Floresan Kalsiyum Gorlintiileme Sisteminin Fotografik Gortinim.

ilac uygulama/mikroinkiibasyon sistemi, CCD kamera, ters mikroskop, filtre

suricusl, kontrol Unitesi ve kayitlarin islendigi bilgisayar sistemi.
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4.8 istatistiksel Metot

Bitin degerler; aritmetik ortalama, standard hata (AO + SH) olarak
ifadelendi. istatistiksel analizler ve grafikler sirasiyla; SPSS 15.0 ve Sigma Plot 10.0
programlari kullanilarak yapildi. istatistiksel degerlendirmede bagimsiz gruplarda,
iki gubun karsilastirmasi icin Student’s t testi, cli gruplarin karsilastirmasi icin
ise varyans analizi (Tukey HSD) kullanildi. Tim analizlerde p<0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Calismamizda Ca*? kanal blokuri etkilerine sahip olan Gd* ve in vivo Gd*™
kullanim imkani saglayan GMRKA’larin floresan kalsiyum goériintileme yontemi

ile in vitro olarak hicre igi kalsiyum Gzerine etkileri incelendiginde:

5.1. Hiicre i¢i Floresan Kalsiyum Goriintiileme Bulgular

Cahsmanin gergeklestirildigi deneysel sartlarda kalsiyuma duyarh olan
Fura-2-AM ile yuklenmis DKG néronlarindan yaklasik 45-60 dakika stabil floresan
sinyalleri kaydedilebilmektedir. Kiltire edilmis sinir hiicreleri standart olarak
yiksek K" (30 mM) ile uyarilmaya cevaben hiicre ici serbest kalsiyum
diizeylerinde artis meydana getirir.

Calismanin gercgeklestirildigi deneysel sartlarda kalsiyuma duyarli olan
Fura-2-AM ile yuklenmis TG noronlarindan yaklasik 45-60 dakika stabil floresan
sinyalleri kaydedilebilmektedir. Kiltliire edilmis sinir hlicreleri standart olarak
yiksek K" (30 mM) ile uyarilmaya cevaben hiicre ici serbest kalsiyum
dizeylerinde artis meydana getirir.

Gahsmanin gergeklestirildigi deneysel sartlarda kalsiyuma duyarh olan
Fura-2-AM ile yliklenmis kiiltire GT1-7 hicrelerinden yaklasik 45-60 dakika stabil

floresan sinyalleri kaydedilebilmektedir. Kiltlre edilmis sinir hiicreleri standart
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olarak yiksek melatonin (100 mM) ile uyarilmaya cevaben hiicre ici serbest
kalsiyum dizeylerinde artis meydana getirir. Laboratuvarimizdaki &6nceki
deneyimlerimiz GT1-7 hiicrelerinin melatonin etkisine tek seferlik cevap verdigi
seklindedir (121).

Calismada oransal floresan kalsiyum gorintiileme yontemi kullanilarak
kiltire edilmis hiicrelerin hiicre igi serbest kalsiyum diizeyinde meydana gelen
degisiklikler incelendi. Calismalar sirasinda hem Gd" hem de GMRKA’larin DKG
ile TG hiicrelerinde K”ya ve GT1-7 hiicrelerinde ise melatonin’e karsit olarak
hiicre ici serbest kalsiyum diizeylerinde azalma meydana getirmesinden dolayi
DKG ile TG hiicrelerinde yiiksek K* &n ve son uygulamasi ve GT1-7 hiicrelerinde
ise melatonine tek yanit olusumu nedeni ile melatoninle sadece 6n uygulama
yapilarak (ayni sayidaki farkli hiicrelerin dnceki sinyal dizeyleriyle karsilastirarak)

ajanlarin hiicre ici serbest kalsiyum tzerine direk etkileri incelendi (Sekil 5).
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A B
C D
Sekil 5. Ornek Olarak Gadodiamid’in Fura-2-AM ile Yiiklenmis Sican DKG

Hiicrelerinde [Ca*?]; Duizeylerine Etkisinin Gosterilmesi.

Tipik bir deney uygulamasina ait kayit 6rneklerinde denenen ajanin (gadodiamid)
uygulanmasinin meydana getirdigi floresan orani degisikligini gésteren A) bazal
B) KCI C) ajan+KCI D) KCI (kontrol, geri donlsiim) uygulanmasi siireclerinin
fotografik gorinti kayitlari izlenmektedir.
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5.2. Gadolinyum ve Gadolinyum’lu Manyetik Rezonans Kontrast Ajan’larin

Dorsal K6k Gangliyon Hiicrelerinin Hiicre ici Kalsiyum Diizeyi Uzerine Etkileri

Kalsiyuma duyarli floresan boya Fura-2-AM ile boyanmis izole sigan DKG
néron kiiltirlerinde hicre disina uygulanan Gd* ve GMRKA’larinin hiicre igi
serbest kalsiyum diizeyleri (izerine etkisi Tablo 2.1’de 6zetlenmistir. Hiicre disina
uygulanan Gd" (% 82,245,8; p<0,001) ve Gadodiamid (% 83,415,5; p<0,001)
hiicre ici bazal kalsiyum diizeylerinde Gd** daha fazla olmak tizere anlamli azalma
meydana getirirken Meglumin Gadoterat (% 98,7+3,4; p<0,058) anlamli bir etki
gostermedi. Son kontrol degerlendirmede Gd** geri dénusimsiz (% 89,6+4,2)
olarak etki gosterirken Gadodiamid ile geri donlisiim tama yakin idi (% 98,6+3,6).
Meglumin Gadoterat ise (% 99,3+2,3) anlaml bir etki gostermedi (Tablo 2.2 ve

Sekil 6.1, 6.2, 6.3).
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Sekil 6.1. Gadolinyum’un Sigan DKG Hiicrelerinde [Ca*?]; Diizeylerine Etkisi.

Grafik Fura-2-AM ile yiklenmis DKG sinir hiicrelerinde gadolinyum uygulamasinin
meydana getirdigi floresan orani degisikligini gosteren deney uygulamasina ait
ortalama verilerden elde edilmistir. [Ca*?]; duizeyleri, gadolinyum uygulamasindan
once (bazal), gadolinyum uygulamasi ve gadolinyum uygulamasini takiben tekrar
(kontrol) seklinde, floresan oraninda meydana gelen degisikliklerin pik degerleri

olarak belirlendi. Hata ¢ubuklari SH’y1 gostermektedir.
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Sekil 6.2. Gadodiamid’in Sican DKG Huicrelerinde [Ca*]; Diizeylerine Etkisi.

Grafik Fura-2-AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde gadodiamid uygulamasinin
meydana getirdigi floresan orani degisikligini gosteren deney uygulamasina ait
ortalama verilerden elde edilmistir. [Ca*?]; diizeyleri, gadodiamid uygulamasindan
once (bazal), gadodiamid uygulamasi ve gadodiamid uygulamasini takiben tekrar
(kontrol) seklinde, floresan oraninda meydana gelen degisikliklerin pik degerleri

olarak belirlendi. Hata ¢ubuklari SH’y1 gostermektedir.
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Sekil 6.3. Meglumin Gadoterat’in Sican DKG Hiicrelerinde [Ca*?]; Diizeylerine

Etkisi.

Grafik Fura-2-AM ile yuklenmis DKG sinir hiicrelerinde meglumin gadoterat
uygulamasinin meydana getirdigi floresan orani degisikligini gosteren deney
uygulamasina ait ortalama verilerden elde edilmistir. [Ca*?]; dizeyleri, meglumin
gadoterat uygulamasindan o6nce (bazal), meglumin gadoterat uygulamasi ve
meglumin gadoterat uygulamasini takiben tekrar (kontrol) seklinde, floresan
oraninda meydana gelen degisikliklerin pik degerleri olarak belirlendi. Hata

cubuklari SH’y1 gostermektedir.
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5.3. Gadolinyum ve Gadolinyum’lu Manyetik Rezonans Kontrast Ajan’larin

Trigeminal Gangliyon Hiicrelerinin Hiicre i¢i Kalsiyum Diizeyi Uzerine Etkileri

Kalsiyuma duyarh floresan boya Fura-2-AM ile boyanmis izole sigcan TG
néron kiltiirlerinde hiicre disina uygulanan Gd*®> ve GMRKA dozlarinin hiicre igi
serbest kalsiyum diizeyleri (izerine etkisi Tablo 3.1’de 6zetlenmistir. Hiicre disina
uygulanan Gd*" (% 86,6%4,1; p<0,001) ve Gadodiamid (% 94,2+4,6; p<0,01) hiicre
ici bazal kalsiyum diizeylerinde Gd** daha fazla olmak tizere anlamli azalma
meydana getirirken Meglumin Gadoterat (% 99,4+1,1; p<0,057) anlamli bir etki
gostermedi. Son kontrol degerlendirmede Gd** geri dénusimsiiz (% 88,9+4,9)
olarak etki gosterirken Gadodiamid ile geri donlisiim tama yakin idi (% 98,4+3,9).
Meglumin Gadoterat ise (% 99,8+1,2) anlaml bir etki gostermedi (Tablo 3.2 ve

Sekil 7.1, 7.2, 7.3).
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Sekil 7.1. Gadolinyum’un Sican TG Hiicrelerinde [Ca*?]; Diizeylerine Etkisi.

Grafik Fura-2-AM ile yiiklenmis TG sinir hiicrelerinde gadolinyum uygulamasinin
meydana getirdigi floresan orani degisikligini gosteren deney uygulamasina ait
ortalama verilerden elde edilmistir. [Ca*?]; duizeyleri, gadolinyum uygulamasindan
once (bazal), gadolinyum uygulamasi ve gadolinyum uygulamasini takiben tekrar
(kontrol) seklinde, floresan oraninda meydana gelen degisikliklerin pik degerleri

olarak belirlendi. Hata ¢ubuklari SH’y1 gostermektedir.
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Sekil 7.2. Gadodiamid’in Sican TG Hiicrelerinde [Ca*?]; Diizeylerine Etkisi.

Grafik Fura-2-AM ile yiklenmis TG sinir hiicrelerinde gadodiamid uygulamasinin
meydana getirdigi floresan orani degisikligini gosteren deney uygulamasina ait
ortalama verilerden elde edilmistir. [Ca*?]; diizeyleri, gadodiamid uygulamasindan
once (bazal), gadodiamid uygulamasi ve gadodiamid uygulamasini takiben tekrar
(kontrol) seklinde, floresan oraninda meydana gelen degisikliklerin pik degerleri

olarak belirlendi. Hata ¢ubuklari SH’y1 gostermektedir.
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Sekil 7.3. Meglumin Gadoterat’in Sican TG Hucrelerinde [Ca*?]; Duizeylerine Etkisi.

Grafik Fura-2-AM ile yiklenmis TG sinir hiicrelerinde meglumin gadoterat
uygulamasinin meydana getirdigi floresan orani degisikligini gosteren deney
uygulamasina ait ortalama verilerden elde edilmistir. [Ca*?]; dizeyleri, meglumin
gadoterat uygulamasindan once (bazal), meglumin gadoterat uygulamasi ve
meglumin gadoterat uygulamasini takiben tekrar (kontrol) seklinde, floresan
oraninda meydana gelen degisikliklerin pik degerleri olarak belirlendi. Hata

cubuklari SH’yI gbstermektedir.
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5.4. Gadolinyum ve Gadolinyum’lu Manyetik Rezonans Kontrast Ajan’larin

Kiiltiire GT1-7 Hiicrelerinin Hiicre ici Kalsiyum Diizeyi Uzerine Etkileri

Kalsiyuma duyarli floresan boya Fura-2-AM ile boyanmis izole sigan GT1-7
néron kiltirlerinde hiicre disina uygulanan Gd*®> ve GMRKA dozlarinin hiicre igi
serbest kalsiyum diizeyleri (izerine etkisi Tablo 4.1’de 6zetlenmistir. Hiicre disina
uygulanan Gd*® (% 33,3t6,1; p<0,001) ve Gadodiamid (% 55,2+5,1; p<0,001)
hiicre ici bazal kalsiyum diizeylerinde Gd** daha fazla olmak tizere anlamli azalma
meydana getirirken Meglumin Gadoteratin (% 97,4+2,4; p<0,001) etkisi anlaml
ancak digerleriyle karsilastirilamayacak kadar hafifti (Tablo 4.2 ve Sekil 8.1, 8.2,

8.3).
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p<0.001 n=39
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Sekil 8.1. Gadolinyum’un Sican GT1-7 Hiicrelerinde [Ca*?]; Dlizeylerine Etkisi.

Grafik Fura-2-AM ile ylklenmis GT1-7 sinir hicrelerinde gadolinyum
uygulamasinin meydana getirdigi floresan orani degisikligini gosteren deney
uygulamasina ait ortalama verilerden elde edilmistir. [Ca*?]; dizeyleri,
gadolinyum uygulamasindan 6nce (bazal) ve gadolinyum uygulamasini takiben
floresan oraninda meydana gelen degisikliklerin pik degerleri olarak belirlendi.

Hata cubugu SH’yi gbstermektedir.
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Sekil 8.2. Gadodiamid’in Sican GT1-7 Hiicrelerinde [Ca*?]; Diizeylerine Etkisi.

Grafik Fura-2-AM ile yiklenmis GT1-7 sinir hicrelerinde gadodiamid
uygulamasinin meydana getirdigi floresan orani degisikligini gosteren deney
uygulamasina ait ortalama verilerden elde edilmistir. [Ca*?]; dizeyleri,
gadodiamid uygulamasindan 6nce (bazal) ve gadodiamid uygulamasini takiben
floresan oraninda meydana gelen degisikliklerin pik degerleri olarak belirlendi.

Hata cubugu SH’yi gbstermektedir.
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Sekil 8.3. Meglumin Gadoterat’in Sican GT1-7 Hiicrelerinde [Ca*’]; Duzeylerine

Etkisi.

Grafik Fura-2-AM ile yuklenmis GT1-7 sinir hiicrelerinde meglumin gadoterat
uygulamasinin meydana getirdigi floresan orani degisikligini gosteren deney
uygulamasina ait ortalama verilerden elde edilmistir. [Ca*?]; dizeyleri, meglumin
gadoterat uygulamasindan once (bazal) ve meglumin gadoterat uygulamasini
takiben floresan oraninda meydana gelen degisikliklerin pik degerleri olarak

belirlendi. Hata cubugu SH’y1 gstermektedir.
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6. TARTISMA

Gadolinyumun néroblastom hiicrelerinde kalsiyum kanallarini inhibe
ettigi gosterilmistir. GMRKA’lar stabilite sabitlerine ve transmetalasyon kinetigine
bagl olarak toksik Gd** iyonlarinin farkli oranlarda salinmasiyla sonuclanan in
vivo ayrilmaya ugrayabilirler. Bu tez calismasinda serbest Gd" iyonlarinin
olusumunun hiicre ici kalsiyumu UGzerine etkileri farkli hiicrelerde arastirildi.

Kalsiyum iyonu liremeden apoptoza kadar bircok hiicresel fonksiyonun
kontroliinden sorumlu ikinci haberci molekdildiir (126).

Hicre disindan icine Ca* girisi yada hicre ici depolardan salinmiyla
sitozolik serbest Ca'® konsantrasyonundaki degisim kalsiyum baglayici
proteinlerin (CaBP) aktivasyonuna ve buna bagli olarak spesifik protein kinazlarin
fosforilasyonuna neden olur (127).

Ca™ bagimli sinyal iletim sistemi kas kasilmasi, sekresyon ya da enzim
aktivasyonu gibi fonksiyonlar icin 6nemli bir mekanizmadir (128).

Bu sinyalin bircok bliyume faktéri ile mitojeni DNA transkripsiyonu
diizeyinde aktive etmesiyle hiicre farklilasmasi saglanir (127).

CaBP’ler hiicre igi Ca** konsantrasyonundaki ([Ca*’];) degisime bagl olarak
enzim, kanal ve yapisal proteinlerin aktivitelerini diizenler (129).

En 6nemli gérevi degisen sitozolik Ca** konsantrasyonunu kontrol etmek

olmasina ragmen, CaBP’lerin tim fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir.
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CaBP’ler hiicrede Ca™ tasinimi ve tamponlanmasinda rol oynar, ayrica iyon
kanallarinin aktivitesini duzenleyerek Ca** girisinin kontrolini saglarlar ve
eksiklikleri birgok patolojik duruma yol agar (130).

Hiicre gocl, embriyogenez, bagisikhk (savunma mekanizmalari), yara
iyilesmesi ve timor metastazi olusumu gibi cok sayida fizyolojik ve patofizyolojik
slirecte 6nemli bir rol oynar (93).

Periferik kandaki Dolasan Fibrosit’lerin (DF) inflamasyon patofizyolojisinde
ve deri lezyonlarinin iyilesmesinde ayrica doku fibrozisini gelisiminde 6zglin bir
rol oynadigl ve dolayisiyla NSF patofizyolojisinde de DF'nin periferik kandan
enflamasyon alanina gogliniin neden oldugu dislintlmektedir (131, 132).

Hiicre gocli, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi (133, 134),
hicre-matriks baglantilarinin  olusumu ve salinimi (135), membran geri
donliisimi (136) ve iyon tasiyicilarinin ve kanallarinin aktivasyonunun (137)
karmasik bir etkilesimine baglidir. Tim bu siiregler optimal hiicre gogl igin

gereklidir. Cesitli calismalar gostermistir ki, [Ca*)),

hiicre gocu icin gerekli farkl
mekanizmalarin 6nemli bir koordinatoriadiir (93, 138).

[Ca*?); yukselmesi, kortikal aktomyozin aginin kasiimasini saglayan (139)
integrinlerin bagl bulunduklari hiicre disi ligandlardan ayrilmalarina yol agar
(140) ve de Ca* duyarli K* kanallarini aktive eder (93, 141).

Yine, Gadodiamid ile indiklenen myofibroblastlarin a-diz kas aktin
fenotipine degisimi saptanmistir (131, 142).

Uyarilabilir olmayan hiicre tiplerinde yapilan galismalar Ca**un plazma

zarindan en az (i¢ ana tasinma yolu oldugunu ortaya cikarmistir (143). Bir adet
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Ca* kanallari yolu ile Ca** iceriye alim yolu (6rnegin mekanosensitif veya depo
kontrollii kanallar) ve iki adet Ca** disariya atim yolu Plazma Membrani Ca*
ATPaz (PMKA) ve Na*/Ca*? degistirici. Ca*? iceriye akim yolu Gd™ ile bloke olabilir
(93, 144).

Cozunir Gd™ selatlari saglkl insanlarda 1-5 saat icerisinde pasif
glomeriler filtrasyonla degismeden atilir. Bobrek yetmezlikli olgularda klirens
azalr ve olan eliminasyon yari 6mri 30 saati asabilir (1).

Toksik sonug¢ olusumunda, herhangi bir GMRKA'nin toplam dozundansa
salinan Gd*® miktarinin daha belirleyici oldugunu net bir sekilde gdsterilmistir (1,
145).

Bobrek yetmezliginde yikselmis olan metabolik profil Gd* iyonlarinin
disosiyasyonundaki dengeyi kaydirabilir (1).

GMRKA kullanimin takiben gelisen NSF hastalarinin deri biyopsilerin de
gadolinyum varligi bircok c¢alismada gosterilmistir (1, 12, 146). Cesitli
¢alismalarda GMRKA kullanimindan 3 ay sonra bile pek ¢ok dokuda Gd*
saptanmistir (131, 147).

Ancak bu calismalarda kullanilan teknik selatli ve serbest Gd* net ayrimini

yapamamaktadir (131).

GMRKA'nin stabilitesini tarifleyen ve bazen kafa karistirici olabilen iki

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

Gd", selatlandiginda Metal [M], ligand [L] ve kompleks [ML] arasinda

termodinamik bir denge vardir: { [M] + [L] 5 [ML] (1) }
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Gd" komplekslerinin stabilitesi log Kinerm terimiyle ifade edilmektedir.
Kinerm termodinamik stabilite sabitidir ve { Kinerm = [ML] / ( [M] x [L] ) (2) } seklinde
tanimlanir. Cesitli ajanlan karsilagtirmada daha uygun bir yéntem olarak
ligandlarin protonasyon sabitleri de dikkate alindiginda fizyolojik pH’da dengede
olduklari varsayilarak pH 7,4’deki termodinamik stabilite sabiti (log Kcong)

tanimlanmistir (131, 149).

En bariz termodinamik stabilite sabiti su olarak tanimlanir:

{ Keond = ( Kiherm % [L] )/ Lt (3) }

Formildeki Ly kompleks halde olmayan ligandin total konsantrasyonudur.
{L + [HL] + [H2L] + ...} formilindeki [HL], [H2L] serbest ligand tirlerinin proton
nakledilmis formlaridir. Termodinamik stabilite sabiti ligandinin gadolinyuma
olan afinitesini yansittigindan yiksek termodinamik stabilite sabiti, termodinamik
dengeye ulagsmak icin yeterli zaman verildiginde daha stabil kompleks ve daha az
serbest gadolinyum iyonu ve serbest ligand durumudur. Gd* kompleklerinin
termodinamik stabiliteleri esasen Gd** iyonlari ile poliaza-karboksilat selatlarin

donor gruplari arasindaki elektrostatik etkilesimden kaynaklanmaktadir (131).

GMRKA’larin termodinamik stabilitesini etkileyen ¢ ana yapisal faktor

tarif edilmistir (131, 150):
e Poliaza-karboksilat iskeletinin esasi, makrosiklik poliamino karboksilatlar

e Metal ve ligandin gesitli dondér atomlari arasindaki kompleks tarafindan

sekillendirilen bes organli halkalarin (N-Gd-N ve N-Gd-0) sayisi,
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e Selat halkasinin kavitesinin boyutu ve de ligandin preorganizasyon, rijidite

ve konformasyonu ile alakali makrosiklik etki.

Bu yapisal yonlerin termodinamik stabilite agisindan iyonik acik zincirli
kompleksler ile makrosiklik iyonik kompleksler arasinda gozlemlenen farki da

aciklayan énemli sonuglari vardir (151, 152).

Suda olcilen yiksek termodinamik stabilite sabitleri in vivo stabilite icin

ne gerekli ne de yeterli kosullara sahiptir (153).

GMRKA’larin ayrisma (disosiyasyon) oranlari pH 7,4’de diisuktir ve bu

kompleksler asidik sollisyonlarda ¢ok daha hizli ayrisirlar (150).
Ancak, literaturde farkh degerler de bildirilmistir (4, 154-156).

Meglumin Gadoterat, makrosiklik selatlar icerisinde kinetik stabilitesi en

yuksek ajandir ve kinetik stabilite 37°C'de 25°C’den daha hizlidir (131).

GMRKA’larin stabilitesi 37°C’deki insan serumunda karsilastirildiginda
makrosiklik molekiller en stabil iken non-iyonik lineer komplekslerin distk
stabilite sergiledigi gosterilmistir. Gadodiamid formilasyonundaki fazla serbest
ligand Gd" salimmini 2-3 giin icin geciktirmekte fakat bu molekillerin

disosiyasyon oranlarini degistirmemektedir (131, 157).

BUtln acik zincirli selatlarin makrosiklik poliamino karboksilatlardan
kinetik olarak daha az stabil olduklarini gésterilmistir. Agik zincirli komplekslerinin
dislk kinetik stabiliteleri, bu komplekslerin konformosyonal hareketliliklerine

bagli olusan hizli ¢dzlilmeleri neden olarak agiklanmistir (158).
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Makrosiklik komplekslerin kinetik ataleti muhtemelen siki paket
formlarindan ve yiksek konformosyonel rijiditelerinden kaynaklanmaktadir (153,

159).

Bu diger molekiller ile karsilastirldiginda en disiuk termodinamik ve
kinetik stabiliteye sahip Gadodiamid ile iliskili NSF olgularindaki yliksek insidans

ile tutarhdir (131, 149, 160, 161).

Gahsmamizda gadolinyum iyonunun farkli hiicre kiltirlerinde benzer
sekilde hiicre ici kalsiyum miktarini distrdigi ve akimi bloke ettigi gozlemlendi.
Gadodiamid’in de gadolinyum benzeri etki gostererek yapisindaki gadolinyumu
serbestledigini ancak ylksek selat aktivitesi ve/veya sayisi nedeniyle ortamdan
hizla topladigini distindiiren geri donls etkisi saptandi. Meglumin Gadoterat’in
ise ¢cok cok hafif formda gadolinyumu serbestledigi ve hiicre ici kalsiyuma etkiyi

belirgin degistirmedigi bulundu.

Gadolinyum ve GMRKA’lardan etkilenim miktar olarak sirasiyla, GT1-7
(bariz), TG ve DRG hicrelerinde gozlendi. Bu durum GT1-7 hiicrelerinin daha
hassas oldugunu ve hicre tipleriyle etkilenim arasinda farklilhklar bulundugunu

gostermektedir.

SONUGC

Gadolinyumun DKG, TG ve GT1—7 hicrelerinde hiicre igi kalsiyum
miktarini geri donlslimsliz olarak azalttigi ve bazi gadolinyum selatlarinin
gadolinyumu fizyolojik sartlarda serbestleyip hticre ici kalsiyum duzeylerini

degistirerek dokulardaki muhtemel toksik etkilerinin olusmasina sebep
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olabilecegi kanisina varilmistir. Bu etki sonucu gelisen fizyopatolojik slireglerin ne
oldugu ve olasi terapdétik yaklasimlarin ne olacagi bu tezin amacini agsmakta olup

ayrintili ileri gahsmalarla degerlendirilmelidir.

Halen, gesitli GMRKA’lari birbirleri ile ve ayni GMRKA’y1 farkl fizyolojik
sartlarda in vivo karsilastirarak yapi-kosul-aktivite iligskilerinin  varhgini

aydinlatacak ek calismalar gereklidir.

70



10.
11.

12.

13.
14.

15.

16.

7. KAYNAKLAR

Abraham JL, Thakral C, Skov L, Rossen K, Marckmann P. Dermal inorganic gadolinium concentrations:
evidence for in vivo transmetallation and long-term persistence in nephrogenic systemic fibrosis. Br J
Dermatol 2008; 158: 273-280.

Runge VM. Gd-DTPA: an i.v. contrast agent for clinical MRI. Int J Rad Appl Instrum B 1988; 15: 37-44.
Tweedle MF, Eaton SM, Eckelman WC, et al. Comparative chemical structure and pharmacokinetics of
MRI contrast agents. Invest Radiol 1988; 23: S236-239.

Wedeking P, Kumar K, Tweedle MF. Dissociation of gadolinium chelates in mice: relationship to
chemical characteristics. Magn Reson Imaging 1992; 10: 641-648.

Cowper SE, Robin HS, Steinberg SM, et al. Scleromyxoedema-like cutaneous disease in renal-dialysis
patients. Lancet 2000; 356: 1000-1001.

Cowper SE, Su LD, Bhawan J, Robin HS, LeBoit PE. Nephrogenic fibrosing dermopathy. Am J
Dermatopathol 2001; 23: 383—-393.

Grobner T. Gadolinium — a specific trigger for the development of nephrogenic fibrosing dermopathy
and nephrogenic systemic fibrosis? Nephrol Dial Transplant 2006; 21: 1104-1108.

Levine JM, Taylor RA, Elman LB, et al. Involvement of skeletal muscle in dialysis-associated systemic
fibrosis (nephrogenic fibrosing dermopathy). Muscle Nerve 2004; 30: 569-577.

Ting WW, Stone MS, Madison KC, Kurtz K. Nephrogenic fibrosing dermopathy with systemic
involvement. Arch Dermatol 2003; 139: 903-906.

LeBoit PE. What nephrogenic fibrosing dermopathy might be. Arch Dermatol 2003; 139: 928-930.

High WA, Ayers RA, Chandler J, Zito G, Cowper SE. Gadolinium is detectable within the tissue of patients
with nephrogenic systemic fibrosis. J Am Acad Dermatol 2007; 56: 21-26.

Boyd AS, Zic JA, Abraham JL. Gadolinium deposition in nephrogenic fibrosing dermopathy. J Am Acad
Dermatol 2007; 56: 27-30.

Silbernagl S, Despopulos A. Renkli Fizyoloji Atlasi. istanbul: Arkadas Tip Kitaplari, 1989.

Stutts MJ, Canessa CM, Olsen JC, et al. CFTR as a cAMP-dependent regulator of sodium channels.
Science 1995; 269: 847-850.

Jentsch TJ, Stein V, Weinreich F, Zdebik AA. Molecular structure and physiological function of chloride
channels. Physiol Rev 2002; 82: 503-568.

Gutman GA, Chandy KG, Grissmer S, et al. International Union of Pharmacology. LIll. Nomenclature and

molecular relationships of voltage-gated potassium channels. Pharmacol Rev 2005; 57: 473-508.

71



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
32.

33.

34.

35.

Rudy B. Diversity and ubiquity of K channels. Neuroscience 1988; 25: 729-749.

Hille B. lon Channels of excitable membranes. 3" ed. Sunderland: Sinauer Associates, 2001.

Isom LL, De Jongh KS, Patton DE, et al. Primary structure and functional expression of the beta 1 subunit
of the rat brain sodium channel. Science 1992; 256: 839-842.

Goldin AL, Barchi RL, Caldwell JH, et al. Nomenclature of voltage-gated sodium channels. Neuron 2000;
28:365-368.

Kellenberger S, Schild L. Epithelial sodium channel/degenerin family of ion channels: a variety of
functions for a shared structure. Physiol Rev 2002; 82: 735-767.

Waldmann R, Bassilana F, de Weille J, et al. Molecular cloning of a non-inactivating proton-gated Na+
channel specific for sensory neurons. J Biol Chem 1997; 272: 20975-20978.

Wemmie JA, Price MP, Welsh MJ. Acid-sensing ion channels: advances, questions and therapeutic
opportunities. Trends Neurosci 2006; 29: 578-586.

Krishtal O. The ASICs: signaling molecules? Modulators? Trends Neurosci 2003; 26: 477-483.

Akopian AN, Chen CC, Ding Y, Cesare P, Wood JN. A new member of the acid-sensing ion channel family.
Neuroreport 2000; 11: 2217-2222.

Evans CJ, Peto GC, al-Lehyani S, Darko JB. The use of associated particle timing based on the D + D
reaction for elemental analysis of bulk samples such as the human body. Appl Radiat Isot 1997; 48:
257-266.

Sutherland SP, Benson CJ, Adelman JP, McCleskey EW. Acid-sensing ion channel 3 matches the
acid-gated current in cardiac ischemia-sensing neurons. Proc Natl Acad Sci U S A 2001; 98: 711-716.
Diochot S, Salinas M, Baron A, Escoubas P, Lazdunski M. Peptides inhibitors of acid-sensing ion
channels. Toxicon 2007; 49: 271-284.

Mahaut-Smith MP, Schlichter LC. Ca2(+)-activated K+ channels in human B lymphocytes and rat
thymocytes. J Physiol 1989; 415: 69-83.

DeCoursey TE, Cherny VV. Temperature dependence of voltage-gated H+ currents in human
neutrophils, rat alveolar epithelial cells, and mammalian phagocytes. J Gen Physiol 1998; 112: 503-522.
Ashcroft EM. lon Channels And Disease. 1% ed. San Diego: Academic Press, 2000.

Catterall WA. Structure and regulation of voltage-gated Ca+2 channels. Annu Rev Cell Dev Biol 2000; 16:
521-555.

Glauner KS, Mannuzzu LM, Gandhi CS, Isacoff EY. Spectroscopic mapping of voltage sensor movement
in the Shaker potassium channel. Nature 1999; 402: 813-817.

Lacinova L, Klugbauer N, Hofmann F. Low voltage activated calcium channels: from genes to function.
Gen Physiol Biophys 2000; 19: 121-136.

Hofmann F, Lacinova L, Klugbauer N. Voltage-dependent calcium channels: from structure to function.

Rev Physiol Biochem Pharmacol 1999; 139: 33-87.

72



36.

37.

38.

39.

40.

41.
42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Ellis SB, Williams ME, Ways NR, et al. Sequence and expression of mRNAs encoding the alpha 1 and
alpha 2 subunits of a DHP-sensitive calcium channel. Science 1988; 241: 1661-1664.

Hobom M, Dai S, Marais E, et al. Neuronal distribution and functional characterization of the calcium
channel alpha2delta-2 subunit. Eur J Neurosci 2000; 12: 1217-1226.

Bosse E, Regulla S, Biel M, et al. The cDNA and deduced amino acid sequence of the gamma subunit of
the L-type calcium channel from rabbit skeletal muscle. FEBS Lett 1990; 267: 153-156.

Chu PJ, Robertson HM, Best PM. Calcium channel gamma subunits provide insights into the evolution of
this gene family. Gene 2001; 280: 37-48.

Hofmann F, Biel M, Flockerzi V. Molecular basis for Ca+2 channel diversity. Annu Rev Neurosci 1994; 17:
399-418.

Hagiwara S. Ca-dependent action potential. Membranes 1975; 3: 359-381.

Curtis BM, Catterall WA. Purification of the calcium antagonist receptor of the voltage-sensitive calcium
channel from skeletal muscle transverse tubules. Biochemistry 1984; 23: 2113-2118.

Tanabe T, Takeshima H, Mikami A, et al. Primary structure of the receptor for calcium channel blockers
from skeletal muscle. Nature 1987; 328: 313-318.

Mikami A, Imoto K, Tanabe T, et al. Primary structure and functional expression of the cardiac
dihydropyridine-sensitive calcium channel. Nature 1989; 340: 230-233.

Biel M, Ruth P, Bosse E, et al. Primary structure and functional expression of a high voltage activated
calcium channel from rabbit lung. FEBS Lett 1990; 269: 409-412.

Seino S, Chen L, Seino M, et al. Cloning of the alpha 1 subunit of a voltage-dependent calcium channel
expressed in pancreatic beta cells. Proc Natl Acad Sci U S A 1992; 89: 584-588.

Bech-Hansen NT, Naylor MJ, Maybaum TA, et al. Loss-of-function mutations in a calcium-channel
alphal-subunit gene in Xp11.23 cause incomplete X-linked congenital stationary night blindness. Nat
Genet 1998; 19: 264-267.

Starr TV, Prystay W, Snutch TP. Primary structure of a calcium channel that is highly expressed in the rat
cerebellum. Proc Natl Acad Sci U S A 1991; 88: 5621-5625.

Dubel SJ, Starr TV, Hell J, et al. Molecular cloning of the alpha-1 subunit of an
omega-conotoxin-sensitive calcium channel. Proc Natl Acad Sci U S A 1992; 89: 5058-5062.

Niidome T, Kim MS, Friedrich T, Mori Y. Molecular cloning and characterization of a novel calcium
channel from rabbit brain. FEBS Lett 1992; 308: 7-13.

Perez-Reyes E. Molecular characterization of a novel family of low voltage-activated, T-type, calcium
channels. J Bioenerg Biomembr 1998; 30: 313-318.

Cribbs LL, Lee JH, Yang J, et al. Cloning and characterization of alphalH from human heart, a member of
the T-type Ca+2 channel gene family. Circ Res 1998; 83: 103-109.

Lee JH, Daud AN, Cribbs LL, et al. Cloning and expression of a novel member of the low

voltage-activated T-type calcium channel family. J Neurosci 1999; 19: 1912-1921.

73



54.

55.

56.

57.
58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Ertel EA, Campbell KP, Harpold MM, et al. Nomenclature of voltage-gated calcium channels. Neuron
2000; 25: 533-535.

Fox AP, Nowycky MC, Tsien RW. Kinetic and pharmacological properties distinguishing three types of
calcium currents in chick sensory neurones. J Physiol 1987: 394: 149-172.

Pehlivan F. Biyofizik. 2. Baski. Ankara: Feryal Matbaasi, 2004.

Lacinova L. Voltage-dependent calcium channels. Gen Physiol Biophys 2005; 24 Suppl 1: 1-78.

Kuniyasu A, Itagaki K, Shibano T, et al. Photochemical identification of transmembrane segment IVS6 as
the binding region of semotiadil, a new modulator for the L-type voltage-dependent Ca+2 channel. J
Biol Chem 1998; 273: 4635-4641.

Suh-Kim H, Wei X, Klos A, Pa et al. Reconstitution of the skeletal muscle dihydropyridine receptor.
Functional interaction among alpha 1, beta, gamma and alpha 2 delta subunits. Receptors Channels
1996; 4: 217-225.

Hescheler J, Pelzer D, Trube G, Trautwein W. Does the organic calcium channel blocker D600 act from
inside or outside on the cardiac cell membrane? Pflugers Arch 1982; 393: 287-291.

Glossmann H. New therapeutic uses of calcium channel blockers. Introduction. J Neural Transm 1990;
Suppl 31: 1-3.

Nowycky MC, Fox AP, Tsien RW. Three types of neuronal calcium channel with different calcium agonist
sensitivity. Nature 1985; 316: 440-443.

Catterall WA, Perez-Reyes E, Snutch TP, Striessnig J. International Union of Pharmacology. XLVIII.
Nomenclature and structure-function relationships of voltage-gated calcium channels. Pharmacol Rev
2005; 57: 411-425.

Kim D, Song |, Keum S, et al. Lack of the burst firing of thalamocortical relay neurons and resistance to
absence seizures in mice lacking alpha(1G) T-type Ca(+2) channels. Neuron 2001; 31: 35-45.

Dogrul A, Gardell LR, Ossipov MH, et al. Reversal of experimental neuropathic pain by T-type calcium
channel blockers. Pain 2003; 105: 159-168.

Ono K, lijima T. Pathophysiological significance of T-type Ca+2 channels: properties and functional roles
of T-type Ca+2 channels in cardiac pacemaking. J Pharmacol Sci 2005; 99: 197-204.

Hayashi K, Wakino S, Homma K, Sugano N, Saruta T. Pathophysiological significance of T-type Ca+2
channels: role of T-type Ca+2 channels in renal microcirculation. J Pharmacol Sci 2005; 99: 221-217.
Schrier AD, Wang H, Talley EM, Perez-Reyes E, Barrett PQ. Alphalh T-type Ca+2 channel is the
predominant subtype expressed in bovine and rat zona glomerulosa. Am J Physiol Cell Physiol 2001;
280: C265-272.

Bhattacharjee A, Whitehurst RM Jr, Zhang M, Wang L, Li M. T-type calcium channels facilitate insulin
secretion by enhancing general excitability in the insulin-secreting beta-cell line, INS-1. Endocrinology

1997; 138: 3735-3740.

74



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.
78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Heady TN, Gomora JC, Macdonald TL, Perez-Reyes E. Molecular pharmacology of T-type Ca+2 channels.
Jpn J Pharmacol 2001; 85: 339-350.

Sidach SS, Mintz IM. Kurtoxin, a gating modifier of neuronal high- and low-threshold ca channels. )
Neurosci 2002; 22: 2023-2034.

Clapham DE. Calcium signaling. Cell 2007; 131: 1047-1058.

Ma J, Pan Z. Retrograde activation of store-operated calcium channel. Cell Calcium 2003; 33: 375-384.
Falcke M. Reading the patterns in living cells-the physics of ca+2 signaling. Advances in Physics 2004; 53:
255-440.

Alberts B, Johnson A, Lewis J, et al. Molecular biology of the cell. 4™ ed. New York: Garland Science,
2002.

McKay BE, Placzek AN, Dani JA. Regulation of synaptic transmission and plasticity by neuronal nicotinic
acetylcholine receptors. Biochem Pharmacol 2007; 74: 1120-1133.

North RA. Molecular physiology of P2X receptors. Physiol Rev 2002; 82: 1013-1067.

Putney JW Jr, Broad LM, Braun FJ, Lievremont JP, Bird GS. (). Mechanisms of capacitative calcium entry.
J Cell Sci 2001; 114: 2223-2229.

Keizer J, Levine L. Ryanodine receptor adaptation and Ca+2(-)induced Ca+2 release-dependent Ca+2
oscillations. Biophys J Dec 1996; 71: 3477-3487.

Laver DR. Regulation of ryanodine receptors from skeletal and cardiac muscle during rest and
excitation. Clin Exp Pharmacol Physiol 2006; 33: 1107-1113.

Patel S, Joseph SK, Thomas AP. Molecular properties of inositol 1,4,5-trisphosphate receptors. Cell
Calcium 1999; 25: 247-264.

Dufour JF, Arias IM, Turner TJ. Inositol 1,4,5-trisphosphate and calcium regulate the calcium channel
function of the hepatic inositol 1,4,5-trisphosphate receptor. J Biol Chem 1997; 272: 2675-2681.

Evellin S, Nolte J, Tysack K, et al. Stimulation of phospholipase C-epsilon by the M3 muscarinic
acetylcholine receptor mediated by cyclic AMP and the GTPase Rap2B. J Biol Chem 2002; 277:
16805-16813.

Hambly TBD, Dos Remedios CG. Responses of skeletal muscle fibres to lanthanide ions. Dependence of
the twitch response on ionic radii. Experientia 1977; 33: 1042-1044.

Sarkozi S, Szegedi C, Lukadcs B, Ronjat M, Jona |. Effect of gadolinium on the ryanodine
receptor/sarcoplasmic reticulum calcium release channel of skeletal muscle. FEBS J 2005; 272: 464-471.
Docherty RJ. Gadolinium selectively blocks a component of calcium current in rodent neuroblastoma x
glioma hybrid (NG108-15) cells. J Physiol 1988; 398: 33-47.

Chevallier J, Butow RA. Calcium binding to the sarcoplasmic reticulum of the rabbit skeletal muscle.
Biochemistry 1971; 10: 2733-2737.

Docherty RJ. Gadolinium specifically blocks a component of voltage sensitive calcium current in

neuroblastoma x glioma hybrid cells. J Physiol 1988; 381: 69P.

75



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Biagi BA, Enyeart JJ. Gadolinium blocks lowand high-threshold calcium currents in pituitary cells. Am J
Physiol 1990; 259: C515-520.

Gotoh H, Takahashi A. Mechanical stimuli induce intracellular calcium response in a subpopulation of
cultured rat sensory neurons. Neuroscience 1999; 92: 1323-1329.

Jona |, Martonosi A. The effects of membrane potential and lanthanides on the conformation of the
Ca+2-transport ATPase in sarcoplasmic reticulum. Biochem J 1986; 234: 363-371.

Le Guennec JY, Lacampagne A, Garnier D. Orthophosphate salts induce calcium current recovery from
blockade by gadolinium in isolated guinea-pig ventricular myocytes. Exp Physiol 1996; 81: 577-585.
Dreval V, Dieterich P, Stock C, Schwab A. The role of Ca™ transport across the plasma membrane for cell
migration. Cell Physiol Biochem 2005; 16: 119-126.

Fang X, McMullan S, Lawson SN, Djouhri L. Electrophysiological differences between nociceptive and
non-nociceptive dorsal root ganglion neurones in the rat in vivo. J Physiol 2005; 565: 927-943.

Fang X, Djouhri L, Black JA, et al. The presence and role of the tetrodotoxin-resistant sodium channel
Na(v)1.9 (NaN) in nociceptive primary afferent neurons. J Neurosci 2002; 22: 7425-7433.

Buchthal F, Folkow B. Interaction between acetylcholine and adenosine triphosphate in normal,
curarised and denervated muscle. Acta Physiol Scand 1948; 15: 150-160.

Buchthal F, Engbaek L. On the neuromuscular transmission in normal and myasthenic subjects. Acta
Psychiatr Neurol 1948; 23: 3-11.

Harper AA, LawsonSN. Conductionvelocity is related to morphological cell type in rat dorsal root
ganglion neurons. J Physiol 1985; 359: 31-46.

Emmelin N, Feldberg W. Systemic effects of adenosine triphosphate. Br J Pharmacol Chemother 1948;
3:273-284.

Kuperman AS, Okamoto M, Beyer AM, Volpert WA. Procaine action: Antagonism by adenosine
triphosphate and other nucleotides. Science 1964; 144: 1222-1223.

Vyklicky L, Knotkova-Urbancova H. Can sensory neurones in culture serve as a model of nociception?
Physiol Res 1996; 45: 1-9.

Ayar A, Scott RH. The actions of ryanodine on Ca+2-activated conductances in rat cultured DKG
neurones; evidence for Ca+2-induced Ca+2 release. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 1999; 359:
81-91.

Ozcan M, Ayar A, Canpolat S, Kutlu S. Antinociceptive efficacy of levetiracetam in a mice model for
painful diabetic neuropathy. Acta Anaesthesiol Scand 2008; 52: 926-930.

Gover TD, Moreira TH, Kao JP, Weinreich D. Calcium homeostasis in trigeminal ganglion cell bodies. Cell
Calcium 2007; 41: 389-396.

Kim HC, Chung MK. Voltage-dependent sodium and calcium currents in acutely isolated adult rat

trigeminal root ganglion neurons. J Neurophysiol 1999; 81: 1123-1134.

76



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

Mellon PL, Windle JJ, Goldsmith PC, et al. Immortalization of hypothalamic GnRH neurons by genetically
targeted tumorigenesis. Neuron 1990; 5: 1-10.

Dalmazzoa S, Antoniottia S, Arianoa P, Gilardinoa A, Lovisoloa D. Expression and localisation of TRPC
channels in immortalised GnRH neurons. Brain Research 2008; 1230: 27-36.

Masotto C, Negro-Vilar A. Gonadectomy influences the inhibitory effect of the endogenous opiate
system on pulsatile gonadotropin secretion. Endocrinology 1988; 123: 747-752.

Vazquez-Martinez R, Shorte SL, Boockfor FR, Frawley LS. Synchronized exocytotic bursts from
gonadotropin-releasing hormoneexpressing cells: dual control by intrinsic cellular pulsatility and gap
junctional communication. Endocrinology 2001; 142: 2095-2101.

Spergel DJ, Catt KJ, Rojas E. Immortalized GnRH neurons Express large-conductance calcium-activated
potassium channels. Neuroendocrinology 1996; 63: 101-111.

Martiez de la Escalera G, Choi AL, Weiner Rl. Generation and synchronization of gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) pulses: intrinsic properties of the GT1-1 GnRH neuronal cell line. Proc Natl Acad Sci U S
A 1992; 89: 1852-1855.

Martiez de la Escalera G, Choi AL, Weiner RI. Signaling pathways involved in GnRH secretion in GT1 cells.
Neuroendocrinology 1995; 61: 310-317.

Nunez L, Villalobos C, Boockfor FR, Frawley LS. The relationship between pulsatile secretion and calcium
dynamics in single, living gonadotropin-releasing hormone neurons. Endocrinology 2000; 141: 2012—
2017.

Ikura M, Osawa M, Ames JB. The role of calcium-binding proteins in the control of transcription:
structure to function. Bioessays 2002; 24: 625-636.

Carrion AM, Link WA, Ledo F, Mellstrom B, Naranjo JR. DREAM is a Ca+2-regulated transcriptional
repressor. Nature 1999; 398: 80-84.

Craig TA, Benson LM, Venyaminov SY, et al. The metal-binding properties of DREAM: evidence for
calcium-mediated changes in DREAM structure. J Biol Chem 2002; 277: 10955-10966.

Roy D, Angelini NL, Fujieda H, Brown GM, Belsham DD. Cyclical regulation of GnRH gene expression in
GT1-7 GnRH-secreting neurons by melatonin. Endocrinology 2001; 142: 4711-4720.

Roy D, Belsham DD. Melatonin receptor activation regulates GnRH gene expression and secretion in
GT1-7Gn-RH neurons. Signal transduction mechanisms. J Biol Chem 2002; 277: 251-258.

Gillespie JM, Chan BP, Roy D, Cai F, Belsham DD. Expression of circadian rhythm genes in
gonadotropin-releasing hormone-secreting GT1-7 neurons. Endocrinology 2003; 144: 5285-5292.

Ishii H, Sato S., Yin C, Sakuma Y, Kato M. Cetrorelix, a gonadotropin-releasing hormone antagonist,
induces the expression of melatonin receptor 1a in the gonadotropin-releasing hormone neuronal cell
line GT1-7. Neuroendocrinology 2009; 90: 251-259.

Kelestimur H, Ozcan M, Kacar E, et al. Melatonin elicits protein kinase C-mediated calcium response in

immortalized GT1-7 GnRH neurons. Brain Res 2011; 1435: 24-28.

77



122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.
131.

132.

133.

134.
135.

136.

137.

138.

Ozcan M, Ayar A. Modulation of action potential and calcium signaling by levetiracetam in rat sensory
neurons. J Recept Signal Transduct Res 2012; 32: 156-162.

Ozcan M, Ayar A, Alcin E, Ozcan S, Kutlu S. Effects of levobupivacaine and bupivacaine on intracellular
calcium signaling in cultured rat dorsal root ganglion neurons. J Recept Signal Transduct Res 2010; 30:
115-120.

Ozcan M, Alcin E, Kuzgun KT, Kelestimur H, Ayar A. Investigation of the calcium signaling in
subpopulation of rat sensory neurones: relationships between capsaicin sensitivity, nonspecific
depolarisation and cell size. Turkiye Klinikleri J Med Sci 2010: 30: 544-552.

Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals; National Research
Council. Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 8" ed. Washington: The National Academies
Press, 2011.

Bouschet T, Henley JM. Calcium as an extracellular signalling molecule: perspectives on the Calcium
Sensing Receptor in the brain. C R Biol 2005; 328: 691-700.

Munaron L, Antoniotti S, Fiorio Pla A, Lovisolo D. Blocking Ca*’entry: a way to control cell proliferation.
Curr Med Chem 2004; 11: 1533-1543.

Nussey SS, Whitehead SA. Endocrinology, An Integrated Approach. Oxford: BIOS Scientific Publishers
Ltd, 2001.

Haeseleer F, Palczewski K. Calmodulin and Ca**-binding proteins (CaBPs): variations on a theme. Adv
Exp Med Biol 2002; 514: 303-317.

Bastianelli E. Distribution of calcium-binding proteins in the cerebellum. Cerebellum 2003; 2: 242-262.
Idée JM, Port M, Medina C, et al. Possible involvement of gadolinium chelates in the pathophysiology of
nephrogenic systemic fibrosis: a critical review. Toxicology 2008; 248: 77-88.

Bucala R. Fibrocytes: discovery of a circulating connective tissue cell progenitor. In: R Bucala (Editor)
Fibrocytes. New Insights into Tissue Repair and Systemic Fibrosis. Hackensack: World Scientific 2007: 1—
18.

Lauffenburger DA, Horwitz AF. Cell migration: a physically integrated molecular process. Cell 1996; 84:
359-369.

Mitchison TJ, Cramer LP. Actin-based cell motility and cell locomotion. Cell 1996; 84: 371-379.

Webb DJ, Parsons JT, Horwitz AF. Adhesion assembly, disassembly and turnover in migrating
cells -- over and over and over again. Nat Cell Biol 2002; 4: E97-100.

Aguado-Velasco C, Bretscher MS. Circulation of the plasma membrane in Dictyostelium. Mol Biol Cell
1999; 10: 4419-4427.

Schwab A. Function and spatial distribution of ion channels and transporters in cell migration. Am J
Physiol Renal Physiol 2001; 280: F739-747.

Mandeville JT, Maxfield FR. Effects of buffering intracellular free calcium on neutrophil migration

through three-dimensional matrices. J Cell Physiol 1997; 171: 168-178.

78



139.

140.

141.

142.

143.
144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

Eddy RJ, Pierini LM, Matsumura F, Maxfield FR. Ca+2-dependent myosin Il activation is required for
uropod retraction during neutrophil migration. J Cell Sci 2000; 113: 1287-1298.

Lawson MA, Maxfield FR. Ca(+2)- and calcineurin-dependent recycling of an integrin to the front of
migrating neutrophils. Nature 1995; 377: 75-79.

Schwab A, Wojnowski L, Gabriel K, Oberleithner H. Oscillating activity of a Ca(+2)-sensitive K+ channel. A
prerequisite for migration of transformed Madin-Darby canine kidney focus cells. J Clin Invest 1994; 93:
1631-1636.

Edward M, Quinn JA, Mukherjee S, et al. Gadodiamide contrast agent ‘activates’ fibroblasts: a possible
cause of nephrogenic systemic fibrosis. J Pathol 2008; 214: 584-593.

Carafoli E. Calcium signaling: a tale for all seasons. Proc Natl Acad Sci U S A 2002; 99: 1115-1122.

Lee J, Ishihara A, Oxford G, Johnson B, Jacobson K. Regulation of cell movement is mediated by
stretch-activated calcium channels. Nature 1999; 400: 382-386.

Cacheris WP, Quay SC, Rocklage SM. The relationship between thermodynamics and the toxicity of
gadolinium complexes. Magn Reson Imaging 1990; 8: 467—481.

High WA, Ayers RA, Cowper SE. Gadolinium is quantifiable within the tissue of patients with
nephrogenic systemic fibrosis. ] Am Acad Dermatol 2007; 56: 710-712.

Saussereau E, Lacroix C, Cattaneo A, Mahieu L, Goulle JP. Hair and fingernail gadolinium ICP-MS
contents in an overdose case associated with nephrogenic systemic fibrosis. Forensic Sci Int 2008; 176:
54-57.

Briicher E, Sherry, AD. Stability and toxicity of contrast agents. In: AE Merbach, E Toth (Editors). The
Chemistry of Contrast Agents in Medical Magnetic Resonance Imaging. Chichester: John Wiley & Sons
Ltd. 2001: 243-279.

Idée JM, Port M, Raynal |, et al. Clinical and biological consequences of transmetallation induced by
contrast agents for magnetic resonance imaging: a review. Fundam Clin Pharmacol 2006; 20: 563-576.
Bricher E. Kinetic stability of gadolinium (lll) chelates used as MRI contrast agents. Topics in Current
Chemistry vol. 221. Berlin: Springler-Verlag, 2002.

Toth E, Briicher E, Lazar I, Toth I. Kinetics of formation and dissociation of lanthanide(lll)-DOTA
complexes. Inorg Chem 1994; 33: 4070-4076.

Toth E, Kiraly R, Platzek J, Raduchel B, Briicher E. Equilibrium and kinetic studies on complexes of
10-[2,3-dihydroxy-(1-hydroxymethyl)-propyl]-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetate. Inorg
Acta 1996; 249: 191-199.

Tweedle MF, Hagan JJ, Kumar K, Mantha S, Chang CA. Reaction of gadolinium chelates with
endogenously available ions. Magn Reson Imaging 1991; 9: 409-415.

Kumar K, Chang C, Tweedle A. Equilibrium and kinetic studies of lanthanide complexes of macrocyclic

polyamino carboxylates. Inorg Chem 1993; 32: 587-593.

79



155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

Tweedle MF. Physicochemical properties of gadoteridol and other magnetic resonance contrast agents.
Invest Radiol 1992; 27: S2—-6.

Pulukkody KP, Norman TJ, Parker D, Royle L, Broan CJ. Synthesis of charged and uncharged complexes
of gadolinium and yttrium with cyclic polyazaphosphinic acid ligands for in vivo applications. J Chem Soc
Perkin Trans 1993; 2: 605-620.

Frenzel T. Stability of gadolinium-based contrast agents in human serum. Eur Radiol 2008; 18: 162.
Kumar K. Macrocyclic polyamino carboxylate complexes of Gd3+ (lll) as magnetic resonance imaging
contrast agents. J Alloys Comp 1997; 249: 163-172.

Meyer D, Schaefer M, Bonnemain B. Gd-DOTA, a potential MRI contrast agent. Current status of
physicochemical knowledge. Invest Radiol 1988; 23: S232-235.

Kanal E, Broome DR, Martin DR, Thomsen HS. Response to the FDA's May 23, 2007, nephrogenic
systemic fibrosis update. Radiology 2008; 246: 11-14.

Thomsen HS. Nephrogenic systemic fibrosis: a serious late adverse reaction to gadodiamide. Eur Radiol

2006; 16: 2619-2621.

80



8. EK

TE:
FIRAT UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI ETIK KURULU
ELAZIG
ETiK KURULU KARARI
TOPLANTI TOPLANTI -
TARIHI sayisi | KARARNO b
24.03.2011 2011/04 70 Prof. Dr. Haluk KELESTIMUR
KARAR

“ Farkh Hiicre Kiiltiirlerinde Gadolinyum ve Gadolinyum Selatlarimin Hiicre fgi
Kalsiyum Uzerine Etkisinin Aragtinlmas: » baghkh aragtirmada 20 adet Wistar Albino
rat kullanacagi ve hayvanlar iizerinde yapilacak girisimlerde hayvan kullamm etigi
ilkelerine uyulacag beyan edilmistir. Bu gergevede anilan ¢alismanin etik ytnden uygun
bulunduguna oybirligi ile karar verilmistir.

GOREVI ADI SOYADI BOLUMU iMZA
i . . Tp Fakiiltesi %ﬂ/
Bagkan | Prof. Dr. Ibrahim H. OZERCAN Patoloii AD.
& Fen Fakiiltesi i
Raportdr | Yrd. Dog. Dr. Mehmet TUZCU |\ o4 vier Bivolodi AD. zéréfmia/

- Tip Fakiiltesi \
Uye Prof. Dr. Ramazan BAL Fizyoloji AD. 4 W

5 . Veteriner Fakiiltesi
Uye |Dog. Dr. Abdullah OZEN Decatolofi AD. c ALLJ__)

Uye Dog. Dr. Cihan GUNAY Veteriner Hekim
Uye |Tahsin AVCI Sivil iye —ﬂ y 7 i
Uye |Hidir DOGAN Sivil iiye ] ;Qggég»

81



9. 0ZGECMIS

Adi Soyadi : Murat Baykara
Dogum Yeri ve Tarihi : Elazig / 1969
Egitimi :

Elazig 27 Mayis ilkokulu'ndan 1980’de mezun oldu.

Elazig Atatirk Ortaokulu’ndan 1983’te mezun oldu.

Elazig Lisesi’'nden 1986’da mezun oldu.

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’'nden “Tip Doktoru” olarak 1992’de mezun oldu.

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyodiagnostik Anabilim Dalindan “Radyodiagnostik Uzmani”
Gnvanini 2003’te aldi.

Anadolu Universitesi Agikdgretim Fakiiltesi iktisadi ve idari Programlar Boliimi Saghk Kurumlari
isletmeciligi B&lim{i’'nden 2007’de mezun oldu.

Firat Universitesi Fizyoloji Anabilim Dalinda doktora egitimine 1996’da basladi, 1998’de radyoloji
uzmanlik egitimi icin ara verdi. 2008’de tekrar dondu.

Calistigi Kurumlar :

Elazig Vali Muharrem Goktayoglu Saglik Ocagi’'nda Doktor olarak gérev yapti (1992-1998).

Askerlik gdrevini Sirnak ili idil ilcesinde Jandarma Komando yedek subay olarak yapti (1994-1995).
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyodiagnostik Anabilim Dalinda arastirma gérevlisi olarak
calisti (1998-2003).

Elazig Egitim ve Arastirma Hastanesinde ¢alismaktadir (2003-Halen).

Uyesi Oldugu Meslek Kuruluslari

Elazig Tabipler Odasi (1992-Halen)

Tirk Radyoloji Dernegi (1998-Halen)

Tlrk Manyetik Rezonans Dernegi (2008-Halen)
European Society of Radiology (2009-Halen)

82



	TEZ-KAPAK
	Tablolar R07
	TEZ-METİN R09

