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Gadoterik Asit’in In Vitro Kosullarda Kardes Kromatid Degisimi ve Mitotik indeks Uzerine
Etkisinin Degerlendirilmesi

Hayal COBANOGLU'"

OZET: Gadoterik asit manyetik rezonans (MR) gériintiilemede teshis amagl kullanilan ekstraseliiler
gadolinyumlu kontrast maddedir. Bu ¢alismada gadoterik asit’in insan periferal lenfositlerinde in vitro
genotoksik ve sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi. Calismada kardes kromatid degisimi
(KKD) yontemi kullanildi. KKD genotosisiteyi temsil eden, mitotik indeks (M) sitotoksisiteyi temsil
eden parametreler olarak kullanildi. Gadoteric acid’in 1, 2.5, 5, ve 25 mM konsantrasyonlari ile 48 saat
muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde hem genotoksisite hem de sitototoksisite parametreleri
degerlendirildi. Gadoteric acid’in hi¢bir konsantrasyonda MI degerleri iizerinde anlamli bir degisiklige
neden olmadigi, KKD’ni ise sadece en yiiksek konsantrasyonda (25 mM) anlamli derecede arttig1 tespit
edildi (p<0.05). Bu bulgular gadoterik asit’in sitotoksik bir potansiyelinin olmadigini buna karsin zay1f
bir genotoksik potansiyelinin olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gadoterik asit, kardes kromatid degisimi, 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 Ml 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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GIRIS

Iyonlastiric1 radyasyonun kullanildigi X 1s1n1 ve radyoizotop gériintiileme tekniklerine gore daha
giivenli oldugu kabul edilen manyetik rezonans goriintiilleme (MRGQG), tipta teshis amaciyla yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir (Simi, 2008; Hill, 2018). MRG kullanim1 tiim diinyada her gegen giin artmaktadir
(OECDilibrary). Giintimiizde MRG uygulamalarimin %40’inda gadolinyumlu kontrast ajanlar
kullanilmakta ve diinya genelinde hastalara yillik yaklasik 30 milyon doz gadolinyumlu kontrast ajan
uygulanmaktadir (Rozenfeld, 2018). Pek c¢ok iilkede yiiriitilen c¢alismalarda insan kaynakli
gadolinyumun, atik su aritma tesislerinden temiz su tahliyesi ile nehirlere, gdllere, yeralt1 sularina ve
musluk suyuna ulastig1 rapor edilmistir. Bu nedenle insan kaynakli gadolinyum bazli kontrast maddeler,
ayn1 zamanda bir mikro tibbi ¢evre kirleticisi haline gelmistir (Bau, 2006; Kulaksiz 2011, 2013; Perat,
2017).

Bir goriintiiniin kontrastini artirmak i¢cin MRG’de ¢ok fayda saglayan gadolinyum (Gd) iyonunun
yasayan tim organizmalar i¢in toksik oldugu bilinmektedir (Parant, 2019). Gd’un toksisitesini
etkisizlestirmek i¢in Gd bagka bir molekiile selatlanir yani Gd’lu kontrast maddeler Gd iyonu igeren
selatlardir. Klinik tani i¢in 6nemli bir ara¢ olan ve tiim diinyada yaygin olarak kullanilan MRG’de
kullanilan gadolinyum bazli kontrast maddeler iki ana simifa ayrilir; makrosiklik kompleks ve lineer
kompleks. (Perrat, 2017). Gadolinyumlu kontrast maddelerin stabilitesi hangi guruba dahil olduklarina
gore degismektedir. Lineer selatlar Gd iyonuna giiclii bir sekilde baglanmazlar oysa makrosiklik selatlar
Gd iyonuna daha siki baglanirlar ve serbest Gd iyonu salinimina ¢ok az egilimlidirler (Morcos, 2008).

Kardes  kromatid degisimi  (KKD), kimyasallarin  genotoksik  potansiyellerinin
degerlendirilmesinde siklikla bagvurulan DNA hasarinin nitel ve nicel olarak belirlenmesinde ¢ok
faydali hizl1 ve hassas bir yontemdir (Tucker,1996; Lialiaris, 2013). Hiicre dongiisiiniin sentez evresinde
meydana gelen KKD; normal hiicrelerde meydana gelen spontan KKD’leri ve uyarilmig KKD’leri olarak
2 sinifa ayrilir. DNA tamir inhibitorleri, mutajenler, X 1sin1, elektromanyetik alanlar ve kanser,
kromozom kararsizlik sendromlar1 gibi bazi hastaliklar KKD’yi uyaran faktorler arasindadir (Willson,
2007; Lialiaris, 2013).

Bu calismada iilkemizde ve diinyada MR goriintiillemede yaygin olarak kullanilmasindan dolay:
gadoterik asit (Dotarem®) (sekil 1) ile calisildi. Gadoterik asit bugiine kadar, diinya genelinde 79 iilkede
kullanim1 onaylanmis, Mart 2017°den bu yana Avrupa ilag Ajans1 (EMA) tarafindan Avrupa’da da
kullanimina izin verilen, iyonik makrosiklik ekstraseliiler gadolinyum bazli kontrast bir maddedir
(Parant, 2019; FDA,2017). Literatiirde gadoterik asidin insanlarda genotoksik ve sitotoksik etkilerine ait
bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu yiizden bu ¢alismada gadoterik asidin in vitro kosullarda KKD
yontemi ile insan periferal lenfositleri lizerinde genotoksik ve sitotoksik potansiyelinin arastirilmasi
amaglandi. Genotoksisite i¢in KKD/hiicre, sitotoksisite i¢in mitotik indeks (MI) parametreleri kullanildi.

MATERYAL VE METOT

Calismada KKD yontemi kullanildi. Kirsch-Volders et al. (2003)’e gore in vitro genotoksisite
caligmalarda %60 toksisitenin altinda konsantrasyonlar ¢alisilmalidir. Bu yilizden goniillii saglikli iki
dondrden alman periferal kan 6rnekleri gadoterik asidin (Dotarem®, Guarbet) 6n denemelerle belirlenen
%60 toksisitenin altinda 4 farkli konsantrasyonu (1, 2.5, 5 ve 25 mM) ile 48 saat muamele edildi. Pozitif
kontrol olarak; klastojenik bir ajan oldugu bilinen mitomisin C (MMC / 0.05 pg ml™*) kullanildi. Negatif
kontrollere bir ekleme yapilmadi. Calismanin etik kurul izini Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan verildi (Etik kurul karar no: 2020-08).
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Sekil 1. Gadoterik asidin kimyasal yapisi.

Kimyasallar
Calismada kullanilan kimyasallar su firmalardan temin edildi; RPMI 1640, fetal calf serum, MMC,

bromodeoksiiiriidin (BrdU), sitokalasin B, kolsemid Sigma (USA); fitohemagulitinin (PHA) Biological
Industries (Israil); metanol, asetik asit ve etanol Merck (Almanya).

In vitro KKD Yontemi

Hiicre kiiltiirii Moorhead (1960)’a gore yapildi. Her deney iki tekrar olarak yapildi. 4 ml RPMI
1640, 0.2 ml PHA, 1 ml serum’dan olusan medyum karisim1 hazirlandi. Bu karigima 0.5 ml tam kan
eklendi. Negatif kontrol, pozitif kontrol ve tiim konsantrasyonlara kiiltiiriin basladig1 anda BrdU (10png
ml ) eklendi. Kiiltiir tiipleri 72 saat boyunca 37 °C’de muhafaza edildiler. Kiiltiir basladiktan 24 saat
sonra gadoterik asit 1, 2.5, 5 ve 25 mM konsantrasyonlarda kiiltiirlere eklendi. Hiicreleri metafaz
asamasinda durdurmak icin 70. saatte kolsemid (0.3ug ml™?) eklendi ve 72. saatte kiiltiir sonlandirilds.
Fiksasyon asamasinda hiicreler 6nce hipotonik ¢ozeltide (0.075 M KCI) 5 dakika bekletilip santrifiij
edildi. Ustteki dokelti atildiktan sonra, hiicreler 3 kez metanol / asetik asit karisimi ile yikandi. En son
lamlara damlatilan 6rnekler Perry ve Wollf (1974)’e gore Floresan arti Giemsa yontemiyle boyandi.

Mikroskobik inceleme

Her konsantrasyon, negatif ve pozitif kontrol i¢in iyi dagilmis 46 kromozomdan olusan 25 M2
asamasindaki metafaz 151k mikroskobunda 100x biiyiitmede degerlendirildi (Sekil 2). Toplamda her
konsantrasyon, negatif ve pozitif kontrol i¢in 100 metafaz (2 donor x 2 tekrar) degerlendirilerek hiicre
basina diisen ortalama KKD sayist1 (KKD/hiicre) belirlendi. MI’in belirlenmesi i¢in 1000 hiicre
degerlendirildi ve 1000 hiicre i¢inde kag¢ tane hiicrenin metafaz agamasinda oldugu tespit edildi. MI
hesaplamasi su formiil ile yapildi; MI=100 x metafazdaki hiicre sayisi / 1000.

Sekil 2. M2 asamasinda metafaz plagi
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Istatistiksel Analiz

Bu caligmada istatistiksel analizler GraphPad Prism programi kullanilarak yapildi. Calismadan
elde edilen genotoksisite ve sitotoksisite verilerine Kruskal Wallis H testi ve daha sonra Dunn testi
uygulandi. Elde edilen sonuglar negatif kontrol ile karsilastirildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Cizelgel gadoterik asidin KKD iizerine etkisini gostermektedir. Elde edilen sonuglar gadoterik
asidin KKD degerini tiim konsantrasyonlarda arttirdigini ancak bu artisin yalnizca en yiiksek
konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterdi (p<0.05).

Cizelge 1. Gadoterik asidin KKD/hiicre tizerine etkisi

Konsantrasyon 1. donor ortalama 2. donér ortalama Ortalama
KKD/hiicre KKD/hiicre KKD/hiicre
Negatif kontrol 3.94 4.04 3.99
MMC (0.05 pg ml?) 21.25 19.1 20.18
1 mM 4.52 3.98 4.25
2.5mM 4.49 4.13 4.31
5mM 3.94 4.3 4.12
25 mM 4.5 4.76 4.63"

Kisaltmalar: MMC: mitomisin-C, KKD: kardes kromatid degisimi, "p< 0.05.
Cizelge 2 gadoterik asidin MI {izerine etkisini gdstermektedir. Sonuglar gadoterik asidin MI {izerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigini gosterdi(p>0.05).

Cizelge 2. Gadoterik asidin MI {izerine etkisi

Konsantrasyon 1. donor MI 2. dondr MI Ortalama Ml
Negatif kontrol 3 2.8 2.9
MMC (0.05 pg ml™?) - - -
1mM 4.1 2.9 3.5

2.5 mM 4 2.9 3.5
5mM 3.9 2.5 3.2

25 mM 3.5 2.6 3.1

Kisaltmalar: MMC: mitomisin-C, MI: mitotik indeks.

Bu in-vitro ¢alismada gadoterik asidin 4 farkli konsantrasyonu ile ( 1, 2.5, 5, 25 mM) 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KKD siklig1 ve MI negatif kontrole gére anlamli bir
degisiklige neden olup olmadig1 arastirildi. Sonuglar, gadoterik asidin sadece en yiiksek
konsantrasyonda KKD/hiicre degerini, negatif kontrol KKD/hiicre degerine gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiikselttigini ancak MI iizerinde anlaml1 bir degisiklige neden olmadigini gosterdi.

Bilindigi kadaryla, literatiirde gadoterik asidin insan periferal lenfositleri lizerinde genotoksik ve
sitotoksik potansiyelinin arastirildigi in vitro bir ¢alisma yok. Fakat, tibbi goriintiilemede kullanilan
cesitli kontrast ajanlarin farkl hiicre tipleri iizerinde genotoksik ve sitotoksik etkileri ile ilgili yapilmis
baz1 caligsmalar vardir. Bazi kontrast maddelerin (diatrizoate, ioxaglate, iopromide, iotrolan) insan
vaskiiler endotel hiicrelerinde apoptosisi uyardigi ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettikleri bildirilmistir
(Zhang ve ark., 2000). Cesitli radyokontrast maddelerin sitotoksisitesi ile ilgili yapilan bir diger
calismada, kontrast maddelerin renal tiibiiler hiicreler lizerinde de sitotoksik oldugu bildirilmistir (Haller,
2004). Bu giincel ¢alismaya da arastirma konusu olan gadoterik asidin sitotoksik etkisi zebrafish cell
line’lar iizerinde MTT testi ile arastirmis ve gadoterik asidin sitotoksik bir etkisinin olmadig1 rapor
etmistir (Parant, 2019). Parland ve ark (2019) elde ettikleri sonug bu ¢calismada insan periferal lenfositleri
tizerinde elde edilen sonug ile uyumludur. Literatiirde yukarida 6zetlenen sitotoksisite ¢alismalarinin
yani sira farkli kontrast maddelerle farkli sekillerde dizayn edilmis genotoksisite ¢caligmalari da vardir.
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Gondillii hastalardan kontrastli MR goriintiileme 6ncesi ve sonrasinda alinan periferal kan drneklerinde
genetik hasarin karsilastirildigi bazi caligsmalarda, kontrastli MRG’nin genotoksik etkisi rapor edilmistir
(Fiechter, 2013; Azimi, 2017; Yildiz, 2011). Baz1 ¢alismalarda ise kontrastli MRG’nin genotoksik etkiyi
uyarmadigi rapor edilmistir (Brand, 2015).

Bu giincel ¢alismada, gadoterik asidin sitotoksik etkisini 6l¢gmek i¢cin MI parametresi kullanildi.
Gadoterik asidin test edilen konsantrasyonlarin hi¢birinde MI degerinde bir diisiise neden olmadigi
goriildii. Bu durum gadoterik asidin sitotoksik bir potansiyelinin olmadigin1 géstermektedir. Gadoterik
asidin genotoksik etkisini 6lgmek icin KKD parametresi kullanildi. KKD hiicre siklusunun sentez
evresinde ve DNA replikasyonu sirasinda meydana gelmektedir. KKD, bir kromozomun homolog
lokusundaki kardes kromatitler arasindaki DNA segmentlerinin karsilikli fiziksel olarak yer degisimini
temsil etmektedir (Willson, 2007). KKD’nin gadoterik asidin sadece en yiiksek konsantrasyonu ile
muameleye cevap olarak anlamli derecede artmis olmasi gadoterik asidin zayif genotoksik bir
potansiyelinin olababilecegine isaret etmektedir. Gadolinyumun’un yasayan tiim organizmalar i¢in
toksik bir iyon oldugu, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini arttirdig1 ve oksidatif stresi, apoptosisi uyardigi
bilinmektedir (Xia, 2011, Parant, 2019). Ayni zamanda gadolinyum bazli kontrast maddelerin
stabilitesinin lineer yada makrosiklik olmalaria gore farklilik gdsterdigi ve gadoterik asit gibi iyonik
makrosiklik gadolinyum bazli kontrast maddelerin viicutta serbest gadolinyum iyonu salinimina en az
egilimli ilaglar oldugu da bilinmektedir (Mocros, 2008). Bu ¢alismada gadoterik asidin sitotoksik bir
etkisinin olmamasinin ve zayif bir genotoksik potansiyelinin olabileceginin gozlenmis olmasinin
muhtemel nedeninin ortama serbest gadolinyum iyonlar1 birakmaya az egilimli bir gurupta yer almasi
oldugu diistindiirmektedir.

SONUC

Sonug olarak, gadoterik asidin sitotoksik bir etkisinin olmadigi, zayif bir genotoksik potansiyelinin
olabilecegi tespit edildi. Ancak genotoksik ve sitotoksik etkilerinin farklit molekiiler mekanizmalarla
olusan DNA hasari indikatorii farkli tekniklerle de arastirilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Cikar Catismasi
Makaleye ait ¢alismanin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve makalenin yazilmasi asamalarinda herhangi
bir ¢ikar ¢atigmasi olmadigin1 beyan ederim.
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