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0z
Manyetik rezonans (MR) tipta yaygin olarak kullanilan bir gorlntlleme teknigidir. Glinimuzde

diinya genelinde yapilan MR g¢ekimlerin %40 kontrast madde kullanilarak yapilmaktadir. Bu
galismaya arastirma konusu olan gadobutrol MR gérintilemede kullanilan non iyonik, makrosiklik
ve gadolinyum bazh bir kontrast maddedir. Bu ¢alismada in vitro kosullarda insan periferal

Anahtar kelimeler lenfositlerinde gadobutrol’lin genotoksik ve sitotoksik potansiyelinin olup olmadigi arastirildi.
Gadobutrol; Cahsmada genotoksisite degerlendirilmelerinde siklikla kullanilan sitokinezi bloke edilmis
Mikroniikleus; mikronikleus yontemi kullanildi. Gonulli dondrlerden alinan periferal kan 6rnegi ilacin 3 farkli
Nikleoplasmik kopri; konsantrasyonu (1, 5, 25 mM) ile 48 saat muamele edildi. Elde edilen sonuglar, mikronikleus sikhgi
Niklear bud; bakimindan tiim konsantrasyonlarda artis oldugunu ancak 5 ve 25 mM’lik konsantrasyondaki artisin
Sitotoksisite istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterdi (p<0.05; p<0.01 sirasiyla). Nikleoplasmik kopri ve

niklear bud sikliklarinda negatif kontrole gére anlaml bir farklilk gériilmedi (p>0.05). ilacin
sitostatik etki bakimindan da kontrole gére anlamli bir degisiklige neden olmadigi tespit edildi
(p>0.05). Bu bulgular gadobutrol’iin sitotoksik bir potansiyelinin olmadigini ancak genotoksik
potansiyelinin olabilecegini gostermektedir.

Assesment of Genotoxic and Cytotoxic Potential of Gadobutrol by Using
Cytokinesis-Blocked Micronucleus Assay

Abstract
Magnetic resonance is an imaging technique widely used in medicine. Today worldwide 40% of

magnetic resonance imaging is made using contrast agent. Gadobutrol is a nonionic, macrocyclic
and gadolinium based contrast agent for magnetic resonance imaging. In this in vitro study, it was

Keywords aimed to investigate whether Gadobutrol has genotoxic and cytotoxic effects on human peripheral
Gadobutrol; lymphocyte In the study, cytokinesis-blocked micronucleus assay, which is frequently used in
Micronucleus; evaluating genotoxicity, was used. Peripheral blood samples from volunteer donors were treated
Nucleoplasmic bridge; ~ With 3 different concentrations of the drug (1, 5, 25 mM) for 48 hours. The MN frequency caused
Nuclear bud; by each concentration of gadobutrol was found to be higher than the negative control, but the
Cytotoxicity increase in concentration of 5 and 25 mM was statistically significant (p<0.05; p<0.01 respectively).

At the studied concentrations, nucleoplasmic bridge and nuclear bud values were not significant
(p>0.05). It was determined that gadobutrol did not cause a significant change in terms of cytostatic
values compared to control. These findings suggest that gadobutrol was non-cytotoxic but
potentially genotoxic.
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1. Giris

Bilgisayarli  tomografi gibi X 1sint  bazh

gorintilemede kullanilan iyonize radyasyonun
insan hiicrelerinde karsinojenik bir hasara neden
olabildigi iyi bilinmektedir (Redding et al. 2017).
Manyetik rezonans (MR), X isini ve radyoizotop
gorintilemeye gore daha glvenli bir alternatif
olarak kabul edilen ve tipta yaygin olarak kullanilan
bir gorintileme teknigidir (Simi et al. 2008, Hill
2018).

cocuklarda

Ancak glnimizde, geleneksel olarak
kadinlarda
radyasyon kullanimindan kaginmak icin kullanilan
Cuinki
insanlar Gzerindeki olasi uzun vadeli muhtemel
biyolojik etkileri hakkinda bilgi sinirhdir (Redding et
al. 2017). Buna karsin OECD 2014 verilerine gére MR
gorintileme sayisi tim dinyada her gecen il
artmaktadir (Int Kyn. 1). 2007-2012 vyillari arasinda

MR goriinttileme cihazi kullanim orani Avrupa Birligi

ve hamile iyonlastirici

MR gorintileme tartisma konusudur.

ortalamasi %38 artmis iken Turkiye ortalamasi %134
oraninda artmustir (Int Kyn. 2).

Medikal
kontrastini arttirmak icin kontrast madde, yaklasik
40 wyildir
genelinde

gorintilemelerde  vicut vyapilarinin

kullanilmaktadir. Gilnliimizde diinya
%40’
gadolinyumlu (Gd) kontrast madde kullanilarak
yapllmaktadir (Rozenfeld and Podberesky 2018,
Azimi et al. 2017). Gd, tibbi gorintilemede, bir
gorantinidn  kontrastini

yapitlan MR  c¢ekimlerin

arttirmada faydali bir
iyondur. Ancak canlilar icin toksik bir iyon oldugu da
bilinmektedir (Parant et al. 2019). Gadobutrol (sekil
1) gibi MR gorintiilemede kullanilan gadolinyum
maddelerde Gd
molekdillere selatlanarak toksisitesi azaltiimaktadir
(Wack et al. 2012). Ancak bazi kontrast maddelerde
Gd selatlandigr molekiile sikica baglanirken bazilari

bazli kontrast iyonu baska

siki baglanamazlar. Bu durum Gd iyonunun az ya da
¢ok ortamda serbest kalmasina neden olur (Morcos
2008).
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Sekil 1. Gadobutrol’iin kimyasal yapisi

Sitokinezi bloke edilmis mikronikleus (CBMN)

teknigi, insan ve memeli hiicrelerinde kullanilan
standart sitogenetik yontemlerden biridir. Yontem;
kromozom kayiplari, kromozom kiriklari, apoptoz,
nekroz, DNA yanlis tamiri ve sitostazi tespitine
olanak saglayan kapsamli bir yéntemdir (Fenech
2007).
genotoksik etkilerinin degerlendirildigi calismalarda
kullanilmistir (Rhoshdy and Shoman 2004, Battal vd.
2013, Tazehkand and Topaktas 2015, Cobanoglu vd.

2018, Cayir vd. 2020).

Bu nedenle yontem, pek c¢ok ilacin

Diinya genelinde 6zellikle tGlkemizde hizla artan MR
cekimleri, bu c¢ekimler igin kullanilan kontrast
maddelere ¢ok sayida insanin maruz kaldiklarini
disindlrmektedir. Literatlirde farkli yontemler ile
Gadobutrol’iin genotoksisitesinin degerlendirildigi
bazi ¢alismalar vardir. Bu c¢alismalarin bazilari
Gadobutrol’iin genotoksik poatansiyeli oldugunu
(Fiechter et al. 2012), bazilari ise gonotoksik bir
2012) rapor

Buna karsin literatlirde Gadobutrol’lin

etkisinin olmadigini (Wack et al.
etmistir.
insan periferal lenfositlerinde in vitro
genotoksisitesine ait bir ¢alismaya rastlanmamistir.
Bu ylizden bu c¢alismada Gadobutrol’in in vitro
kosullarda CBMN yontemi ile insan periferal

lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik

potansiyelinin arastirilmasi amaclandi.

2. Materyal ve Metot

Calismada surekli ilag kullanimini gerektirecek
kronik bir hastaligi olmayan saglikli iki bireyden steril
heparinli tipe alinan 3 mL periferik tam kan 6rnegi
kullanild.
onam formlari alindi. Calismanin etik kurul izni
“Canakkale Mart Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu” tarafindan verildi (Karar

No: 2020-08).

Kan Ornegi veren gonilliden gonilli

Onsekiz Universitesi

2.1 Negatif ve pozitif kontrol

Negatif kontrollere hicbir ekleme yapilmadi. Pozitif
kontrol olarak 0.5 pg/mL mitomisin-C (MMC, Sigma)
kullanildi.

2.2 Kimyasallar

Gadobutrol; 1.0 mmol/mL Gadovist’den (Bayer,
Germany) elde edildi. Fetal kalf serumu, RPMI 1640
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kiltir medyumu ve sitokalasin B (Cyt B); Sigma
firmasindan, giemsa, entellan metanol, potasyum
klortir (KCI) ve asetik asit; Merck firmasindan,
(PHA);
firmasindan temin edildi.

fitohemaglutinin Biological Industries

2.3 In vitro sitokinezi bloke edilmis mikroniikleus
yoéntemi

CBMN,
kiicik degisiklikler yapilarak uygulandi (Fenech
2000). yaklasik %60
sitotoksisite cahlisisabilecek en

Fenech tarafindan belirtilen yontemde

Kirsch-Volders’a gore
ylksek
konsantrasyon olup bu konsantrasyonun altinda en
az 3 farkh konsantrasyon ile calisiimasi
gerekmektedir (Kirsch Volders et al. 2003). Yapilan
on denemelerde %60 sitotoksisitenin altinda
toksisite gosteren 3 farkli konsantrasyon ile
calisiimaya karar verildi (1, 5, 25 mM). Deneyler iki
paralel olarak yapildi. Gonulli dondrlerden alinan
0,5 mL periferik tam kan ornegine 4 mL kaltir
medyumu, 0,2 mL PHA ve 1 mL fetal kalf serum
eklendi. Kiltlrler 72 saat boyunca 37 °C etiivde
tutuldu. Her bir kiltlire, 24. saatte belirlenen
konsantrasyonlarda (1, 5, 25 mM) Gadobutrol, 44.
saatte ise sitokinezi durdurmak icin 6 pg/mL Cyt-B
eklendi. 72. saatin sonunda kdltir sonlandirilip
fiksasyon asamasina gecildi. Bu asamada her bir
kiltiir 6nce 1 kez hipotonik ¢ozelti (0.075 M KCl)
sonra 3 kez metanol /asetik asit ile yikanarak fikse
edildi. Slaytlar %5’lik Giemsa ile boyandi.

2.4 Mikroskobik degerlendirme

Slaytlar Fenech’in sayim kriterlerine gore sk
mikroskobunda (Carl Zeiss, Almanya) 100x
blyltmede degerlendirildi (Fenech et al. 2003). Her
bir dondr, her bir konsantrasyon ve paralel kiltur
icin 1000 cift cekirdekli hiicre degerlendirildi. Her
konsantrasyon icin toplam 4000 ¢ift cekirdekli hiicre
(2 dondor x 2 paralel) degerlendirilerek %o
mikrontikleus (MN), %o Nikleoplasmik kopri (NPB)
ve %o Niiklear bud (NBUD) sayilari tespit edildi (Sekil
2).

-

f“ .T‘
a b c
Sekil 2. (a) Nuklear budlu cift gekirdekli lenfosit (b)
nikleoplazmik kopralt  ¢ift  gekirdekli

¥
e
f

lenfosit  (c)
mikronikleuslu cift cekirdekli lenfosit

Hicre proliferasyon indeksi (CBPI) degerleri igin 500
hiicre her konsantrasyon icin degerlendirildi ve 1, 2,
3, 4 gekirdekli hicre sayilan (Sekil3) tespit edilip
CBPI degerleri elde edildi. CBPI degerleri asagidaki
formiil ile hesaplandi (Eastmond and Tucker 1989).
(IxM1)+@2xM2)+ (3 xM3)+ (4x M4)/N

(1)

M1, M2, M3 ve M4 sirasiyla 1, 2, 3, ve 4 cekirdekli
hiicre sayilarini, N ise degerlendirilen toplam hiicre
sayisini temsil ediyor. % sitostazi ise Lorge (2008)’e
gore hesaplandi.

’
.
&
a

Sekil 3. 1, 2, 3, 4 cekirdekli lenfositler

o: "

b C

2.5 istatistiksel analiz

Negatif kontrol ile muamele gruplarinda elde edilen
verilerin karsilastirilmasi amaciyla Kruskal Wallis
testi uygulandi ve daha sonra Dunnet Testi
uygulanarak farkhliklar belirlendi. Bu amacla, Graph

PadPrism istatistik programi kullanildi.

3. Bulgular

Bu calismada insan periferal lenfositlerinde in vitro
CBMN yOntemi
genotoksik ve sitotoksik etkileri ¢alisildi. Genotoksik
NBUD
parametreleri, sitostatik degerlendirme igin sirasiyla

kosullarda ile  Gadobutrol’lin

degerlendirme icin MN, NPB ve

CBPIl ve %sitostazi verileri kullanildi. Elde edilen

sonuglar;  Gadobutrol’in = MN  sikihgini  tim
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konsantrasyonlarda arttirdigini ve bu artislarin 5 ve
25mM
anlamli oldugunu goésterdi (sirasiyla p<0.05; p<0.01

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
). Ayrica ¢alisilan tim konsantrasyonlarda (1, 5,
25mM) NBUD

kontrole gore arttirdigl tespit edildi ancak bu

gadobutroliin sikhgini  negatif

istatistiksel olarak anlaml
(p>0.05).

konsantrasyonlarda

artislarin olmadigi
galisilan
NPB olusumu Uzerine bir
(p>0.05) ve 5 ve 25 mM

konsantrasyonlarinda CBPI degerlerini distrdigu

gorildi Gadobutrol’lin

etkisinin olmadigi

ancak bu azalmanin da istatistiksel olarak anlamli
olmadigi tespit edildi (p>0.05) (tablo 1, tablo 2).
Ayrica lineer regresyon analizi yapildi ve higbir
parametrede doza bagli bir artis gorilmedi (p>0.05).

Cizelge 1. Gadobutrolu’lin insan peripheral
lenfositlerinde MN, NPB ve NUD sikliklari Gzerine etkileri

Kons DHS Ort %o MN  Ort %o  Ort %0
NPB NBUD
NK 4000 18+1.4 3.3+04 23+04
MMC(0,5 4000 150 3 1
pg/mL)
1mM 4000 25.8%2,5 43+25 3+28
5mM 4000 283°+1,1 28+18 53+1.1
25 mM 4000 313" + 18+1.1 3.8+25
1.8

Kisaltmalar: Kons: konsantrasyon, DHS: Degerlendirilen toplam hiicre
sayisi, MMC: mitomisin C, NK: negatif kontrol, MN: mikrontikleus, NPB:
nikleoplazmik képri, NBUD: niklear bud, Ort: ortalama, * p<0.05, **
p<0.01

Cizelge 2. Gadobutrolu’iin CBPI lzerine etkileri

Konsantrasyon DHS CBPI  %Sitostazi
NK 1000 1.60

0,5 ug/mL MMC

1mM 1000 1.60 0
5mM 1000 1.54 10

25 mM 1000 1.49 18

Kisaltmalar: DHS: Degerlendirilen toplam hiicre sayisi MMC: mitomisin
C, NK: negatif kontrol, CBPI: hiicre proliferasyon indeksi

4. Tartisma ve Sonug

Gadobutrol’lin ¢alisilan konsantrasyonlarda
sitotoksik bir etkisi gozlenmedi. Benzer sekilde

NBUD ve NPB degerleri (izerinde anlamh bir

degisiklige de neden olmadig goruldi. Ancak
5 ve 25mM
derecede arttirdig

gadobutrol’in  MN olusumunu
konsantrasyonlarda anlamh

tespit edildi.

Genotoksikolojik biyomonitoring, insanlarda

kimyasal maruziyet ile olusan genetik riskin
degerlendirilmesinde kullanilan faydal bir aragtir
(Bolognesi 2003). Cunkii genotoksik potansiyel,
dejeneratif hastaliklar, Ureme toksikolojisi ve
kasinojenite gibi uzun sureli etkiler icin temel risk
faktorudir (Bolognesi 2011). Anlamli derecede
artmis MN, NPB ve NBUD sikliklari genomik
kararsizligin biyo-belirtegleridir (Fenech 2002). MN;
asentrik kromozom kiriklarindan olusabildigi gibi
tam kromozom kayiplari ile de meydana
gelebilmektedir ayrica NPB kirilmalari da MN
olusum mekanizmalari arasinda yer almaktadir.
ve/veya
disentrik

kromozomlari ile olugsmaktadir. NBUD’lar ise gen

NPB; DNA vyanlis tamir mekanizmasi

telomer u¢ flzyonu ile olusan
amplifikasyonlarinin indikatorleridir (Fenech 2006).
Wack ve ark. (2012) Gadobutrol’iin genotoksisitesini
bakteriyal mutajenite testi ve Ames testi ile
calismislar. Calismalarinda her iki test sonuclarina
gore gadobutroliin genotoksik bir potansiyelinin
olmadig, ilacin glvenli bir ilag oldugu ve tani amagli
kullanilan hastalar igin bir saglk riski olusturmadigi
rapor edilmistir. Ancak bir baska ¢alisma Fiechter ve
ark. (2013)

kardiak MR c¢ekimi yapilacak 20 gonilli hasta ile

tarafindan kontrasth (gadobutrol)
planlanmistir. Gadobutrol verilmeden o6nce ve
verilip cekim bittikten sonra alinan kan ornekleri ile
calismada kardiak MR’In
lenfositlerde DNA cift zincir kiriklarini istatistiksel

yapilan kontrasth
olarak anlamli derecede arttirdigi tespit edilmistir.
Fiechter ve ark. (2013)'Gn elde ettikleri sonuglar
Wack ve ark. (2012)'nin elde ettikleri sonuglar ile
ancak bu edilen

celismekte calismada elde

sonuclarla kismen ortismektedir. Literatirde
Gadobutrol’in  genotoksisitesine ait baska bir
Ancak

gorintileme tekniklerinde kontrast madde olarak

¢alismaya rastlanmamistir. cesitli
kullanilan bazi baska ilaglarla yapilmis ¢alismalar

bulunmaktadir. Azimi ve ark. vyaptiklari bir
calismada; bilgisayarli tomografide (BT) kontrast

madde olarak kullanilan omnipaque ve visipaque
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enjeksiyonundan dnce ve ¢ekim bitikten 30 dakika
sonra hastalardan aldiklari kan 6rnekleri ile CBMN
ve komet yontemleri kullanilarak bu kontrast
muhtemel

maddelerin genotoksisitelerini

degerlendirmisler. Bu calismada  kontrastsiz
abdominal BT ¢ekimi yapilan 15 hastadan olusan
grup, kontrol grubu olarak secilmis. Calismada non-
iyonik kontrast maddeler olan omnipaque ve
visipaque ilaglarinin MN sikhgini ve DNA hasarini
anlamli derecede uyardiklari rapor edilmistir (Azimi
2017). In

(diatrizoate, ioxaglate) ve non- iyonik (iohexol,

vitro bir baska c¢alismada iyonik
iosimide, iopromide, iotrolan) kontrast maddeler ile
48 saat muamele edilen periferal kan 6rneklerinde
maddelerin  MN

degerlendirilmistir. Test

kontrast sikhgina  etkileri

edilen tim kontrast
maddelerin MN sikligini istatistiksel olarak anlamh
derecede arttirdigl rapor edilmistir (Parvez et al.
1986). Parvez ve ark. (1986)'nin elde ettigi bu
sonuclar, calismamizda test edilen gadobutrol’lin

genotoksisitesine ait sonuglar ile uyumludur.

Bu giincel ¢alismada, Non-iyonik makrosiklik
kontrast madde olan gadobutroliin insan periferal
lenfositlerinde MN

arttirmis

sikhgini  anlamli  derecede

olmasi genotoksik olabilecegini
gostermektedir. Gadobutrol
dahil bir kontrast maddedir.

kontrast maddelerin selatlandiklari

makrosiklik guruba

Bu guruba dahil
molekiillere
sikica baglandiklari ve ortama lineer guruba dahil
kontrast maddelerden daha az serbest Gd iyonu
biraktiklari bilinmektedir. (Morcos 2008). Yasayan
tim organizmalar icin yliksek derecede toksik
oldugu bilinen Gd iyonunun, oksidatif stresi ve
apoptozu uyardigini, reaktif oksijen tirlerini
arttirdigini rapor eden galismalar vardir (Xia et al.
2011, Parant et al. 2019). Bu ¢alismada elde edilen
gadobutroliin  genotoksik  olabilecegine  dair
sonucun, ortama az da olsa birakilan serbest Gd
Ozetlenen  etkilerinden

iyonunun  yukarida

kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

sitotoksik  bir
ancak genotoksik bir

Sonu¢ olarak, gadobutroliin

potansiyelinin  olmadigi
potansiyelinin olabilecegi gorildi. Ancak konunun
farkh mekanizmalarla olusan genetik hasarlarin
indikatord farkli yontemler ile de arastiriimasi

gerektigi distinilmektedir.
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