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Gadoterik Asit’in In Vitro Koşullarda Kardeş Kromatid Değişimi ve Mitotik İndeks Üzerine 

Etkisinin Değerlendirilmesi 

Hayal ÇOBANOĞLU1* 

ÖZET: Gadoterik asit manyetik rezonans (MR) görüntülemede teşhis amaçlı kullanılan ekstraselüler 

gadolinyumlu kontrast maddedir. Bu çalışmada gadoterik asit’in insan periferal lenfositlerinde in vitro 

genotoksik ve sitotoksik etkilerinin değerlendirilmesi amaçlandı. Çalışmada kardeş kromatid değişimi 

(KKD) yöntemi kullanıldı. KKD genotosisiteyi temsil eden, mitotik indeks (MI) sitotoksisiteyi temsil 

eden parametreler olarak kullanıldı. Gadoteric acid’in 1, 2.5, 5, ve 25 mM konsantrasyonları ile 48 saat 

muamele edilmiş insan periferal lenfositlerinde hem genotoksisite hem de sitototoksisite parametreleri 

değerlendirildi. Gadoteric acid’in hiçbir konsantrasyonda MI değerleri üzerinde anlamlı bir değişikliğe 

neden olmadığı, KKD’ni ise sadece en yüksek konsantrasyonda (25 mM) anlamlı derecede arttığı tespit 

edildi (p<0.05). Bu bulgular gadoterik asit’in sitotoksik bir potansiyelinin olmadığını buna karşın zayıf 

bir genotoksik potansiyelinin olabileceğine işaret etmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Gadoterik asit, kardeş kromatid değişimi, mitotik indeks 

Evaluation of Gadoteric Acid's Effect on Sister Chromatid Exchange and Mitotic Index Under 

In Vitro Conditions 

ABSTRACT: Gadoteric acid is extracellular gadolinium based contrast agent used for diagnostic 

purposes in magnetic resonance (MR) imaging. In this study, it was aimed to evaluate the in vitro 

genotoxic and cytotoxic effects of gadoteric acid on human peripheral lymphocytes. Sister chromatid 

exchange (SCE) was used in the study. SCE and mitotic index (MI) were used as genotoxicity and 

cytotoxicity parameters respectively. Both genotoxicity and cytototoxicity parameters were evaluated 

in human peripheral lymphocytes treated with 1, 2.5, 5, and 25 mM concentrations of gadoteric acid for 

48 hours. It was determined that gadoteric acid did not cause a significant change on MI values at any 

concentration and SCE values increased significantly only at the highest concentration (25 mM). These 

findings indicate that gadoteric acid does not have a cytotoxic potential, but it may have a weak 

genotoxic potential. 
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GİRİŞ  

İyonlaştırıcı radyasyonun kullanıldığı X ışını ve radyoizotop görüntüleme tekniklerine göre daha 

güvenli olduğu kabul edilen manyetik rezonans görüntüleme (MRG), tıpta teşhis amacıyla yaygın olarak 

kullanılan bir tekniktir (Simi, 2008; Hill, 2018). MRG kullanımı tüm dünyada her geçen gün artmaktadır 

(OECDilibrary). Günümüzde MRG uygulamalarının %40’ında gadolinyumlu kontrast ajanlar 

kullanılmakta ve dünya genelinde hastalara yıllık yaklaşık 30 milyon doz gadolinyumlu kontrast ajan 

uygulanmaktadır (Rozenfeld, 2018). Pek çok ülkede yürütülen çalışmalarda insan kaynaklı 

gadolinyumun, atık su arıtma tesislerinden temiz su tahliyesi ile nehirlere, göllere, yeraltı sularına ve 

musluk suyuna ulaştığı rapor edilmiştir. Bu nedenle insan kaynaklı gadolinyum bazlı kontrast maddeler, 

aynı zamanda bir mikro tıbbi çevre kirleticisi haline gelmiştir (Bau, 2006; Kulaksız 2011, 2013; Perat, 

2017). 

Bir görüntünün kontrastını artırmak için MRG’de çok fayda sağlayan gadolinyum (Gd) iyonunun 

yaşayan tüm organizmalar için toksik olduğu bilinmektedir (Parant, 2019). Gd’un toksisitesini 

etkisizleştirmek için Gd başka bir moleküle şelatlanır yani Gd’lu kontrast maddeler Gd iyonu içeren 

şelatlardır. Klinik tanı için önemli bir araç olan ve tüm dünyada yaygın olarak kullanılan MRG’de 

kullanılan gadolinyum bazlı kontrast maddeler iki ana sınıfa ayrılır; makrosiklik kompleks ve lineer 

kompleks. (Perrat, 2017). Gadolinyumlu kontrast maddelerin stabilitesi hangi guruba dahil olduklarına 

göre değişmektedir. Lineer şelatlar Gd iyonuna güçlü bir şekilde bağlanmazlar oysa makrosiklik şelatlar 

Gd iyonuna daha sıkı bağlanırlar ve serbest Gd iyonu salınımına çok az eğilimlidirler (Morcos, 2008).  

Kardeş kromatid değişimi (KKD), kimyasalların genotoksik potansiyellerinin 

değerlendirilmesinde sıklıkla başvurulan DNA hasarının nitel ve nicel olarak belirlenmesinde çok 

faydalı hızlı ve hassas bir yöntemdir (Tucker,1996; Lialiaris, 2013). Hücre döngüsünün sentez evresinde 

meydana gelen KKD; normal hücrelerde meydana gelen spontan KKD’leri ve uyarılmış KKD’leri olarak 

2 sınıfa ayrılır. DNA tamir inhibitörleri, mutajenler, X ışını, elektromanyetik alanlar ve kanser, 

kromozom kararsızlık sendromları gibi bazı hastalıklar KKD’yi uyaran faktörler arasındadır (Willson, 

2007; Lialiaris, 2013). 

Bu çalışmada ülkemizde ve dünyada MR görüntülemede yaygın olarak kullanılmasından dolayı 

gadoterik asit (Dotarem®) (şekil 1) ile çalışıldı. Gadoterik asit bugüne kadar, dünya genelinde 79 ülkede 

kullanımı onaylanmış, Mart 2017’den bu yana Avrupa İlaç Ajansı (EMA) tarafından Avrupa’da da 

kullanımına izin verilen, iyonik makrosiklik ekstraselüler gadolinyum bazlı kontrast bir maddedir 

(Parant, 2019; FDA,2017). Literatürde gadoterik asidin insanlarda genotoksik ve sitotoksik etkilerine ait 

bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu yüzden bu çalışmada gadoterik asidin in vitro koşullarda KKD 

yöntemi ile insan periferal lenfositleri üzerinde genotoksik ve sitotoksik potansiyelinin araştırılması 

amaçlandı. Genotoksisite için KKD/hücre, sitotoksisite için mitotik indeks (MI) parametreleri kullanıldı. 

MATERYAL VE METOT  

Çalışmada KKD yöntemi kullanıldı. Kirsch-Volders et al. (2003)’e göre in vitro genotoksisite 

çalışmalarda %60 toksisitenin altında konsantrasyonlar çalışılmalıdır. Bu yüzden gönüllü sağlıklı iki 

donörden alınan periferal kan örnekleri gadoterik asidin (Dotarem®, Guarbet) ön denemelerle belirlenen 

%60 toksisitenin altında 4 farklı konsantrasyonu (1, 2.5, 5 ve 25 mM) ile 48 saat muamele edildi. Pozitif 

kontrol olarak; klastojenik bir ajan olduğu bilinen mitomisin C (MMC / 0.05 µg ml-1) kullanıldı. Negatif 

kontrollere bir ekleme yapılmadı. Çalışmanın etik kurul izini Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Klinik Araştırmalar Etik Kurulu tarafından verildi (Etik kurul karar no: 2020-08). 
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Şekil 1. Gadoterik asidin kimyasal yapısı. 

Kimyasallar  

Çalışmada kullanılan kimyasallar şu firmalardan temin edildi; RPMI 1640, fetal calf serum, MMC, 

bromodeoksiürüdin (BrdU), sitokalasin B, kolsemid Sigma (USA); fitohemagulitinin (PHA) Biological 

Industries (İsrail); metanol, asetik asit ve etanol Merck (Almanya). 

In vitro KKD Yöntemi 

Hücre kültürü Moorhead (1960)’a göre yapıldı. Her deney iki tekrar olarak yapıldı. 4 ml RPMI 

1640, 0.2 ml PHA, 1 ml serum’dan oluşan medyum karışımı hazırlandı. Bu karışıma 0.5 ml tam kan 

eklendi. Negatif kontrol, pozitif kontrol ve tüm konsantrasyonlara kültürün başladığı anda BrdU (10µg 

ml-1) eklendi. Kültür tüpleri 72 saat boyunca 37 ℃’de muhafaza edildiler. Kültür başladıktan 24 saat 

sonra gadoterik asit 1, 2.5, 5 ve 25 mM konsantrasyonlarda kültürlere eklendi. Hücreleri metafaz 

aşamasında durdurmak için 70. saatte kolsemid (0.3µg ml-1) eklendi ve 72. saatte kültür sonlandırıldı. 

Fiksasyon aşamasında hücreler önce hipotonik çözeltide (0.075 M KCl) 5 dakika bekletilip santrifüj 

edildi. Üstteki dökelti atıldıktan sonra, hücreler 3 kez metanol / asetik asit karışımı ile yıkandı. En son 

lamlara damlatılan örnekler Perry ve Wollf (1974)’e göre Floresan artı Giemsa yöntemiyle boyandı. 

Mikroskobik İnceleme 

Her konsantrasyon, negatif ve pozitif kontrol için iyi dağılmış 46 kromozomdan oluşan 25 M2 

aşamasındaki metafaz ışık mikroskobunda 100× büyütmede değerlendirildi (Şekil 2). Toplamda her 

konsantrasyon, negatif ve pozitif kontrol için 100 metafaz (2 donör × 2 tekrar) değerlendirilerek hücre 

başına düşen ortalama KKD sayısı (KKD/hücre) belirlendi. MI’in belirlenmesi için 1000 hücre 

değerlendirildi ve 1000 hücre içinde kaç tane hücrenin metafaz aşamasında olduğu tespit edildi. MI 

hesaplaması şu formül ile yapıldı; MI=100 × metafazdaki hücre sayısı / 1000. 

 
Şekil 2. M2 aşamasında metafaz plağı 
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İstatistiksel Analiz 

Bu çalışmada istatistiksel analizler GraphPad Prism programı kullanılarak yapıldı. Çalışmadan 

elde edilen genotoksisite ve sitotoksisite verilerine Kruskal Wallis H testi ve daha sonra Dunn testi 

uygulandı. Elde edilen sonuçlar negatif kontrol ile karşılaştırıldı.  

BULGULAR VE TARTIŞMA 

Çizelge1 gadoterik asidin KKD üzerine etkisini göstermektedir. Elde edilen sonuçlar gadoterik 

asidin KKD değerini tüm konsantrasyonlarda arttırdığını ancak bu artışın yalnızca en yüksek 

konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamlı olduğunu gösterdi (p<0.05).  

Çizelge 1. Gadoterik asidin KKD/hücre üzerine etkisi 

Konsantrasyon 1. donör ortalama 

KKD/hücre 

2. donör ortalama 

KKD/hücre 

Ortalama 

KKD/hücre 

Negatif kontrol 3.94 4.04 3.99 

MMC (0.05 µg ml-1) 21.25 19.1 20.18 

1 mM 4.52 3.98 4.25 

2.5 mM 4.49 4.13 4.31 

5 mM 3.94 4.3 4.12 

25 mM 4.5 4.76 4.63* 

Kısaltmalar: MMC: mitomisin-C, KKD: kardeş kromatid değişimi, *p< 0.05. 

Çizelge 2 gadoterik asidin MI üzerine etkisini göstermektedir. Sonuçlar gadoterik asidin MI üzerinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişikliğe neden olmadığını gösterdi(p>0.05).  

Çizelge 2. Gadoterik asidin MI üzerine etkisi 

Konsantrasyon 1. donör MI 2. donör MI Ortalama MI 

Negatif kontrol 3 2.8 2.9 

MMC (0.05 µg ml-1) - - - 

1 mM 4.1 2.9 3.5 

2.5 mM 4 2.9 3.5 

5 mM 3.9 2.5 3.2 

25 mM 3.5 2.6 3.1 
Kısaltmalar: MMC: mitomisin-C, MI: mitotik indeks.  

Bu in-vitro çalışmada gadoterik asidin 4 farklı konsantrasyonu ile ( 1, 2.5, 5, 25 mM) 48 saat 

muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KKD sıklığı ve MI negatif kontrole göre anlamlı bir 

değişikliğe neden olup olmadığı araştırıldı. Sonuçlar, gadoterik asidin sadece en yüksek 

konsantrasyonda KKD/hücre değerini, negatif kontrol KKD/hücre değerine göre istatistiksel olarak 

anlamlı derecede yükselttiğini ancak MI üzerinde anlamlı bir değişikliğe neden olmadığını gösterdi.  

Bilindiği kadarıyla, literatürde gadoterik asidin insan periferal lenfositleri üzerinde genotoksik ve 

sitotoksik potansiyelinin araştırıldığı in vitro bir çalışma yok. Fakat, tıbbi görüntülemede kullanılan 

çeşitli kontrast ajanların farklı hücre tipleri üzerinde genotoksik ve sitotoksik etkileri ile ilgili yapılmış 

bazı çalışmalar vardır. Bazı kontrast maddelerin (diatrizoate, ioxaglate, iopromide, iotrolan) insan 

vasküler endotel hücrelerinde apoptosisi uyardığı ve hücre proliferasyonunu inhibe ettikleri bildirilmiştir 

(Zhang ve ark., 2000). Çeşitli radyokontrast maddelerin sitotoksisitesi ile ilgili yapılan bir diğer 

çalışmada, kontrast maddelerin renal tübüler hücreler üzerinde de sitotoksik olduğu bildirilmiştir (Haller, 

2004). Bu güncel çalışmaya da araştırma konusu olan gadoterik asidin sitotoksik etkisi zebrafish cell 

line’lar üzerinde MTT testi ile araştırmış ve gadoterik asidin sitotoksik bir etkisinin olmadığı rapor 

etmiştir (Parant, 2019). Parland ve ark (2019) elde ettikleri sonuç bu çalışmada insan periferal lenfositleri 

üzerinde elde edilen sonuç ile uyumludur. Literatürde yukarıda özetlenen sitotoksisite çalışmalarının 

yanı sıra farklı kontrast maddelerle farklı şekillerde dizayn edilmiş genotoksisite çalışmaları da vardır. 
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Gönüllü hastalardan kontrastlı MR görüntüleme öncesi ve sonrasında alınan periferal kan örneklerinde 

genetik hasarın karşılaştırıldığı bazı çalışmalarda, kontrastlı MRG’nin genotoksik etkisi rapor edilmiştir 

(Fiechter, 2013; Azimi, 2017; Yıldız, 2011). Bazı çalışmalarda ise kontrastlı MRG’nin genotoksik etkiyi 

uyarmadığı rapor edilmiştir (Brand, 2015).  

Bu güncel çalışmada, gadoterik asidin sitotoksik etkisini ölçmek için MI parametresi kullanıldı. 

Gadoterik asidin test edilen konsantrasyonların hiçbirinde MI değerinde bir düşüşe neden olmadığı 

görüldü. Bu durum gadoterik asidin sitotoksik bir potansiyelinin olmadığını göstermektedir. Gadoterik 

asidin genotoksik etkisini ölçmek için KKD parametresi kullanıldı. KKD hücre siklusunun sentez 

evresinde ve DNA replikasyonu sırasında meydana gelmektedir. KKD, bir kromozomun homolog 

lokusundaki kardeş kromatitler arasındaki DNA segmentlerinin karşılıklı fiziksel olarak yer değişimini 

temsil etmektedir (Willson, 2007).  KKD’nin gadoterik asidin sadece en yüksek konsantrasyonu ile 

muameleye cevap olarak anlamlı derecede artmış olması gadoterik asidin zayıf genotoksik bir 

potansiyelinin olababileceğine işaret etmektedir. Gadolinyumun’un yaşayan tüm organizmalar için 

toksik bir iyon olduğu, hücre içi reaktif oksijen türlerini arttırdığı ve oksidatif stresi, apoptosisi uyardığı 

bilinmektedir (Xia, 2011, Parant, 2019).  Aynı zamanda gadolinyum bazlı kontrast maddelerin 

stabilitesinin lineer yada makrosiklik olmalarına göre farklılık gösterdiği ve gadoterik asit gibi iyonik 

makrosiklik gadolinyum bazlı kontrast maddelerin vücutta serbest gadolinyum iyonu salınımına en az 

eğilimli ilaçlar olduğu da bilinmektedir (Mocros, 2008). Bu çalışmada gadoterik asidin sitotoksik bir 

etkisinin olmamasının ve zayıf bir genotoksik potansiyelinin olabileceğinin gözlenmiş olmasının 

muhtemel nedeninin ortama serbest gadolinyum iyonları bırakmaya az eğilimli bir gurupta yer alması 

olduğu düşündürmektedir.   

SONUÇ  

Sonuç olarak, gadoterik asidin sitotoksik bir etkisinin olmadığı, zayıf bir genotoksik potansiyelinin 

olabileceği tespit edildi. Ancak genotoksik ve sitotoksik etkilerinin farklı moleküler mekanizmalarla 

oluşan DNA hasarı indikatörü farklı tekniklerle de araştırılması gerektiği düşünülmektedir. 

Çıkar Çatışması  

Makaleye ait çalışmanın planlanması, yürütülmesi ve makalenin yazılması aşamalarında herhangi 

bir çıkar çatışması olmadığını beyan ederim. 
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