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Manyetik Rezonans Kontrast Ajanlarin Sican Beyni Uzerine Etkilerinin

Histopatolojik Degerlendirilmesi
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Amag: Gadolinyum tabanli kontrast ajanlar (GBCA), manyetik rezonans goriintiilemelerde (MRG) kontrast saglamak
amaclt kullanilmaktadir. GBKA yapisina bagli olarak beyin dokusu ve diger dokularda birikim oldugu ile ilgili
calismalar mevcuttur. Bu prospektif hayvan ¢aligmasinda, makrosiklik iyonik (Gadoterik asit) ve lineer noniyonik
(Gadodiamide) GBCA'm c¢oklu enjeksiyonlarinin sigan santral sinir sistemindeki etkisini histopatolojik olarak
degerlendirmek ve molekiiler yapisina gore karsilagtirmak amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontemler: Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlara haftada 4 giin giin asir1, ve her seferinde 0.1 mmol (0,2
ml/kg) /mg/kg gadodiamide ve gadoterik asid 5 hafta boyunca uygulandiktan sonra 5 hafta ilagsiz bekletildi. Onuncu
haftanin sonunda siganlar anestezi altinda uyutulup beyin dokusundan &rnekler alindi. Beyin dokusu 6rnekleri beyin
dokusu tizerine yapilmis toksisite ¢aligmalaria uygun bir sekilde, serebral korteksden farkli alanlarda atipik néron ve
oligodendositler korleme olarak iki histopatolog tarafindan 1s1k mikroskobu altinda skorlanarak degerlendirildi. Elde
edilen veriler Kruskal-Wallis testi ile ve gruplar aras1 karsilastirmalar ise Tamhane T2 ile degerlendirildi.

Bulgular: Kontrol ve serum fizyolojik grubuna ait deneklerin beyin dokusu 1gik mikroskobik kesitlerinde gri ve beyaz
cevher normal histolojik yap1 6zellikleri sergiledigi izlendi. Gadodiamide uygulanmig grubun beyin dokusuna ait
kesitlerinde tipik yapida noronlar ve oligodendrositler mevcut olup herhangi bir patoloji gézlemlenmedi. Gadoterik asit
grubunda tipik yapida oligodenraositler gozlenmekle beraber birkag atipik noron disinda herhangi bir patolojik yap1
izlenmedi.

Sonug¢: Gadolinium uzun siireli diagnostik alimlarinda sigcan beyin hiicrelerinde patolojik bulguya neden olmamaktadir.
Bu bulgular kontrast maddenin kimyasal yapisina gore (lineer ya da makrosiklik ) farklilik géstermemektedir.

Anahtar Kelimeler: Beyin; gadodiamide; gadoterik asit; manyetik rezonans kontrast ajan.

Histopathological Evaluation of the Effects of Magnetic Resonance Contrast Agents on the
Rat Brain

ABSTRACT
Aim : Gadolinium-based contrast agents (GBCA) are used to provide contrast in magnetic resonance imaging (MRI).
Previous studies have reported that repeated administrations of linear gadolinium- based contrast agents lead to their
accumulation in the brain and other tissues depending on the GBKA structure. The purpose of this prospective animal
study was to investigate the effect of multiple administrations of macrocyclic ionic (gadoteric acid) and linear nonionic
(gadodiamide) gadolinium-based contrast agents (GBCAS) on rat brain tissue and to compare these molecules in terms
of tissue damage.
Material and Methods: Sprague-Dawley male rats were administered 0.1 mmol (0.2 ml/kg)/mg/kg gadodiamide and
gadoteric acid 4 days per week for 5 weeks. He was then kept drug-free for 5 weeks. At the end of the tenth week, the
rats were put to sleep under anesthesia and samples were taken from the brain tissue. Atypical neurons and
oligodendocytes from brain tissue samples were scored and evaluated by two histopathologists under a light
microscope. The data obtained were evaluated with the Kruskal-Wallis test and the comparisons between the groups
were Tamhane T2.
Results: Gray and white matter tissue in the brain tissue of the subjects belonging to the control and saline groups were
normal histological. Brain tissue sections of the gadodiamide group had typical neurons and oligodendrocytes, and no
pathology was observed. However, no pathological structure was observed except for a few atypical neurons.
Conclusion: Gadolinium does not cause pathological findings in rat brain cells in long-term diagnostic intakes. These
findings do not differ according to the chemical structure of the contrast agent (linear or macrocyclic).
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GIiRiS

Gadolinyum bazli MR kontrast ajanlar (GBKA), farkl
sekillerde selatlanmis gadolinyum iceren maddeler olup
manyetik rezonans goriintiilemelerde kontrast saglamak
amacl kullanilmaktadir. GBKA’lar yapilarina gore lineer
ve makrosiklik, iyonik- noniyonik olmak {izere
smiflanmustir (1).

Uzun siire giivenli profile sahip olduklar1 bilinerek
kullanilirken ilk olarak 2006 yilinda lineer yapidaki
GBKA’nin bobrek yetmezligi bulunanlarda nefrojenik
sistemik fibrosise (NSF) yol actig1 saptandi. GBKA’lar
sitokin ve TGF-beta 1 GBKA gibi bazi maddelerin
salimimina yol agarak NSF a yol acarlar (2). Lineer
yapida olanlar makrosiklik yapidakilere oranla NSK
acisindan daha risklidir (3). 2014 yilinda Kanda ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada kranial MR
incelemelerde normal bdbrek fonksiyonlu kisilerde
beynin bazi bolgelerinde (globus pallidus and dentate
nucleus) T1- agirlikhh imajlarda GBKA iligkili sinyal
artis1 oldugunu saptadi (4). Ancak GBKA iligkili sinyal
degisikliginin  histopatolojik  degisiklige yol acip
acmadigl belirsizligini korumaktaydi. Son zamanlarda
yapilan bir hayvan ¢aligmasinda, iskemik fel¢ olusturulan
beyin dokusunda lineer ve makrosiklik GBKA iskemik
dokuda saglam dokuya gore daha fazla biriktigi ve
iskemik dokuda astrositlere hasar verdigi ancak
makrosiklik GBKA lineerlere kiyasla daha fazla
etkiledigi bildirilmistir (5). Ancak diger noral yapilarda
etkisi hala net olarak bilinmemektedir.

Bu c¢alismada, GBKA kullaniminin merkezi sinir
sistemini olusturan ndron hiicrelerinin yaninda myelinin
olusumunda sorumlu olan oligodendrositler iizerindeki
etkisini de aragtirmak amacglandi. Bu amagla makrosiklik
iyonik  (Gadoterik asit) ve lineer  noniyonik
(Gadodiamide) GBKA’larin ¢oklu enjeksiyonlar seklinde
uygulandiktan sonra sigan beyin dokusunda néron ve
oligodendrositler iizerindeki etkisi histopatolojik olarak
degerlendirildi ve GBKA'min molekiiler yapilariyla
kargilastirildi.

GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda agirliklar1 ortalama 250+38 gr olan 3-4
aylik Sprague-Dawley cinsi 32 adet erkek si¢an
kullanild1. Siganlar Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Deney Hayvanlar1 ve Arastirma Merkezinde (Rize,
Turkey) {retildi. Biitiin sicanlar Ulusal Bilimler
Akademisi tarafindan hazirlanan ve Ulusal Saglik
Enstitillerince yayimlanan 'Laboratuvar Hayvanlarinin
Bakimi ve Kullanimi i¢gin Kilavuz' boliimiinde 6zetlenen
ve Helsinki Bildirgesi kriterlerine uygun olarak bakima
alind1.

Calismamiz, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Hayvan
Etik Kurulu (Rize, Tiirkiye,) tarafindan onayland:1 (Etik
Kurul No: 2017/4). Deney siiresince siganlar 22+10C
sicaklikta, standart 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde
giinliik su ile standart pelet yemler (Purina, Bayramoglu,
Erzurum, Turkey) verildi. Her grupta 8 adet olmak tizere
siganlar 4 gruba ayrildi. Grup 1: Kontrol grubu, Grup 2:
Serum fizyolojik grubu [serum fizyolojik
(0,2cc/kg)(mmol(0,2 mi/kg)], Grup 3: Gadodiamide
grubu, Grup 4: Gadoterik asit grubu. 1V (kuyruk veni) 5
hafta boyunca haftada 4 kez, giin asir1 0,6 mmol(1.2
ml/kg)/mg/kg uygulandiktan sonra 5 hafta ilagsiz olarak
bekletildi (6,7).

10 haftanin sonunda si¢anlar anestezi altinda uyutulup
beyin dokusundan 6rnekler alindi.

Ornekler, beyin dokusu iizerine yapilmis toksisite
caligmalarina uygun bir sekilde alindi.

Histopatolojik Analiz Porsediirii

Siganlardan elde edilen beyin dokusu materyalleri 10%
formalin ile 36 saat boyunca fikse edildi (SigmaAldrich,
St. Louis, MO, USA). Fiksasyondan sonra artan alkol
(Merck, Darmstadt, Germany) ve ksilol (Merck,
Darmstadt, Germany) ile sabitlestirilip sert ve yumusak
parafin (Merck, Darmstadt, Germany) inkliizyonu
yapilarak bloklandi. Parafin bloklarindan mikrotom
(Leica, RM2125RT, Germany) ile 4-5 pm kalinliginda
ornekler alindi. Beyin dokusuna ait drnekler hematoksilen
(Harris hematoksilen, Merck, Germany) ve Eosin (H&E)
(Eosin G, Merck, Germany) boyast ile boyandi. Ornekler
151k mikroskobunda  (Olympus BXS51, Olympus
Corparation, Tokyo, Japan) degerlendirildi. Gézlemlenen
bulgulara ait fotograflar Olympus DP71 (Olympus
Corparation, Tokyo, Japan) fotograf makinast ile
fotograflandi.

Semi-Kantitatif Analiz

H&E boyasi uygulanmig beyin dokusuna ait kesitlerde
gozlemlenen histopatolojik degisiklikler daha o6nceki
beyin dokusunda yapilmis ¢aligmalarda belirtildigi gibi
atipik noron ve oligodendositler Tablo-1’de gdsterildigi
gibi skorland1 (8-14). Bu skorlama metodunda,
birbirinden bagimsiz iki histopatholog tarafindan her bir
preparat ig¢in beyin dokusunda randomize olarak
belirlenmis farkli on alanda semi-kantitatif analiz yapildi.

Tablo 1. Serebral korteks histopatolojik skorlama metodu
Atipik/Dejeneratif Noron

Skor Yiizde(%)
0 Hasar yok
1 0-25%

2 25-50%

3 50-75%

4 >75%
Atipik/dejeneratif Oligodendrosit

Skor Yiizde(%)
0 Hasar yok
1 0-25%

2 25-50%

3 50-75%

4 >75%
Lokosit Infiltrasyonu

Skor Yiizde(%)
0 Hasar yok
1 0-25%

2 25-50%

3 50-75%

4 >75%

Istatistiksel Analiz

Calismamizda tiim veriler SPSS 20.0 (IBM, Armonk, NJ,
USA) istatistik programi kullanilarak hesaplanmistir.
Semi-kantitatif analizler sonucu elde edilen veriler
maksimum ve minimum degerler géz oniine alinarak
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mediantstandart sapma seklinde hesaplandi. Gruplar
arasindaki farklar kullanilarak non-parametrik Krukall
Wallis testi ve bunu takiben bir Tamhane testi
uygulanarak analizler yapildiktan sonra, gruplarin sayisal
verileri analize tabi tutuldu. p degeri <0,05 anlamli olarak
kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait deneklerin beyin dokusu 11k
mikroskobik kesitlerinde beyaz ve gri cevher normal
histolojik yap1 ozellikleri sergiledigi izlendi (Tablo 2)
(sekil 1A-B)(HPS: 0,00£0,43). Serum fizyolojik grubuna
ait beyin dokusu kontrol grubuna benzer olarak normal
yapida oldugu gozlemlendi (Tablo 2) (sekil 1C-D)(HPS:
0,00+0,52). Gadodiamide grubu beyin dokusuna ait
kesitlerde tipik yapida noronlar ve oligodendrositler
mevcut olup herhangi bir patoloji gézlemlenmedi (Tablo
2)(sekil 1E-F)(HPS: 0,50+0,46). Gadoteric acid
grubunda tipik yapida oligodenraositler gézlenmekle
beraber birkag atipik ndron disinda herhangi bir patolojik
yapt izlenmedi (Tablo 2)(sekil 1G-H)(HPS: 1,00£0,52).

% S
A > NG i
= N

Sekil 1. Serebral korteks 151k mikroskobik gérﬁnﬁsﬁ.
H&E.
Tablo 2. Histopatolojik Hasar Skorlamasi (HPS) Analiz

Sonuglari

Gruplar HPS
Kontrol 0.00£0.43
Serum Fizyolojik 0.0040.52
Gadodiamide 0.50£0.46
Gadoteric acid 1.00£0.52
*MediandStandart Deviation
*pr<0.05 Kontrol grubuna kiyasla
* Kruskall Walls-Tamhane's T2 est,

A(x10)-B(x20): Normal yapidaki beyin dokusu
izlenmekte. Tipik néron (ok) ve oligodendrosit (ok
bast)(HPS skor median degeri:0.00). C(x10)-D(x20):
Serum fizyolojik grubuna ait kesitlerde normal yapidaki
ndronlar (ok) ve oligodendrosit hiicreleri gozlenmekte.
(HPS skor median degeri:0.00). E(x10)-F(x20):
Gadodiamide gurubuna kesitlerine ait 11k mikroskop
goriintiisii. Noronlar (ok). Oligodendrositler (ok bas).
(HPS skor median degeri:0.50). G(x20)-H(x40):
Gadoteric acid gurubuna kesitlerine ait mikroskop
goriintiisii. Noronlar (ok). Oligodendrositler (ok basi)
(HPS skor median degeri:1,00).

TARTISMA

Bu caligma, lineer ve makrosiklik yapida GBKA
tekrarlayan  uygulanim sonrast  serebral dokuda
histopatolojik degisiklige yol agmadigini gostermistir
(15). Histolojik olarak, saglikli siganlarda yapilan diger
calismalarda GBKA noéronal interstisyumda ve vaskiiler
endotel duvarinda az miktarda biriktigi ancak bizim
calismamiza benzer sekilde, histolojik olarak analiz
edilen beynin farkli bolgelerine ait dokularda degisiklik
saptanmadig1 goézlenmistir(16). Smith ve arkadaslarinin
yaptig1 baska bir hayvan calismasinda da, lineer ve
makrosiklik yapida GBKA maruz birakilan siganlarda
beyin dokusunda erken ya da ge¢ donemde histopatolojik
etki izlenmedi(6).

GBCA'nin saglam bir kan-beyin bariyerini ge¢cmedigi
diisliniilmektedir bu nedenle gadalinyumun beyne ulagma
mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Yapilan
calismalarda siganlarda (17) ve insanlarda (18) serebro-
spinal sivi  yoluyla GBCA'larin olast bir beyin
ekspresyonu yolu, bdylece kan-beyin bariyerini asarak
ulastigr tartisilmaktadir.

Taoka ve ark. (19) perivaskiiler boslugun beyinde lenfatik
sisteme karsilik gelen bir sistem olusturdugunu varsaymis
ve buna glia hiicresi i¢in 'gl' ve 'lenfatik' sistemi
birlestiren bir kelime olan 'glimfatik sistem' adim
vermistir.  Sistemik dolasimdaki gadolinyum bazlh
kontrast madde (GBCM) ile karsilastirildiginda, beyin
omurilik sivist bosluguna glimfatik sistem yoluyla
dagilan GBCM, beyin dokusunda uzun siire kalabildigini
belirtmektedir. Boylece glimfatik sistemin gadolinyumun
doku birikiminde rol oynayabilecegi tahmin edilmektedir.
GBCA'larin iskemik serebral yapilarda normal dokuya
gore daha fazla birikimin oldugunu bildiren ve bdylece
kan-beyin bariyerinin bozulmasinin beyin dokusunda Gd
birikimini  kolaylastirabilecegini  gdsteren  hayvan
caligmalar1 mevcuttur (5). Kan-beyin bariyerinin
olusumunda rol alan endotel ve perisitlerle etkilesime
giren astrositlerin  GBCA gibi ekzojen ajanlarin
tasinmasinda ve depolanmasinda rol aldigini sdyleyen
aragtirmalar mevcuttur (20). Iskemik hayvan modelleriyle
yapilan ¢aligmalarda GBKA’nin astrositlerde morfolojik
degisikliklere ve hiicre 6liimiine yol actigi bildirilmistir
(5). Astrositlerin, ekzojen noérotoksik ajanlarin taginmasi
ve birikmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigimi bildiren
bagka bir ¢alisma ise Feng ve arkadaglari tarafindan
yaptlmistir. Bizim c¢aligmamiza benzer sekilde saglikli
siganlarla yaptiklari ¢alismada, normal kosullar altinda
GBCA maruz birakilan sigan astrositlerinde hiicre
canliliginda 6nemli bir azalma, laktik dehidrojenaz
(LDH) salmiminda bir artis ve cekirdekte morfolojik
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degisiklikler bildirmemistir 2n. Calismalarda
oligodendrositlerle ilgili hiicresel bazli degisiklikleri
iceren caligmaya raslamadik. Bu calisma ile GBKA’in
kimyasal yapisina bagli olmaksizin normal sican beyin
dokusunda diger noronal yapilarla birlikte oligodendrosit
iizerine de etkisinin olmadigini ve dolayisi ile mylin
yapisinda  herhangi  bir  morfolojik  degisiklik
olusturmayacagini gostermis bulunmaktayiz.

Sonug olarak GBKA uzun siireli alimlarinda sigan beyin
hiicrelerinde ndéron ve oligodensdrositler {izerinde
histopatolojik bulguya neden olmamaktadir. Bulgular
kontrast maddenin kimyasal yapisina gore farklilik
gostermemektedir. GBKA beyin dokusu tizerindeki
ektilerinin ortaya konulmasi icin o6zellikle elektron
mikroskobik diizeyinde daha fazla calismaya ihtiyag
vardir.

Yazarlarmm Katkilar: Fikir/Kavram: F.B.C.; Tasarim:
L.T.; Veri Toplama ve/veya Isleme: T.M.; Analiz: T.M,;
Literatiir Taramasi: M.B.; Makale Yazimi: F.B.C., G.B.;
Elestirel inceleme: A.T., N.H.
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