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OZET

Bu galigmada, manyetik rezonans goriintiilemede kullanilan gadobutrol ve gadoversetamid etken
maddelerinin insan lenfositlerinde in vitro genotoksik etkileri kromozom anormallikleri (KA), kardes
kromatit degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri ile incelenmistir. Her iki maddenin de bes
farkli konsantrasyonu (7 000, 14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL) kullanilmistir. Her iki
madde (¢cogu konsantrasyonlarda), hem kromozom anormallikleri ve hem de KA/Hiicre frekansinda,
negatif kontrole kiyasla artisa sebep olmustur. Anormal hiicre frekansindaki artig, hem 24 ve hem de
48 saatlik uygulamada, gadobutrolun 112 000 pg/mL ve gadoversetamidin  biitiin
konsantrasyonlarinda (7 000 pg/mL hari¢) negatif kontrole kiyasla anlamhidir. 24 saatlik
uygulamada, KA/Hiicre frekansindaki artis gadobutrolin 56 000 ve 112000 pg/mL’lik
konsantrasyonlarinda, gadoversetamidin ise tiim konsantrasyonlarinda (7 000 pg/mL harig)
istatistiksel acidan anlamlidir. 48 saatlik uygulamada, gadobutrol KA/Hiicre diizeyinde anlamli bir
farklilik olugturmazken, gadoversetamid, biitiin konsantrasyonlarda (7 000 pg/mL hari¢) anlamli bir
artis olusturmustur. KKD testinde, gadobutroliin 24 saatlik uygulamasinda, tiim konsantrasyonlarda
KKD/Hiicre diizeyi artig gostermesine ragmen, negatif kontrole kiyasla sadece 112 000 ug/mlL.’de
istatistiksel olarak anlamlidir. Diger taraftan, gadoversetamidin biitiin konsantrasyonlar1 (7 000
pg/mL haric), KKD/Hiicre diizeyinde anlamli bir artig olugturmustur. 48 saatlik ugulamada, her iki
kontrast ajan, KKD/Hiicre diizeyinde artisa sebep olmustur, fakat bu artiglar 56 000 ve 112 000
pg/mL’lik  konsantrasyonlarda anlamlidir. Ayrica, gadoversetamidin 7 000 pg/mL’lik
konsantrasyonu da KKD/Hiicre sayisinda anlamli artis meydana getirmistir. Bunlarin tersine, her iki
ajan, mitotik indeksi (M) hem 24 ve hem de 48 saatte, 56 000 ve 112 000 ug/mL’de negatif kontrole
kiyasla istatistiksel olarak diistirmiistiir. 48 saatlik uygulamada, gadoversetamidin 7 000 ug/mL’lik
konsantrasyonu da MI’i anlamli diizeyde azaltmuistir. MN testinde, her iki maddenin biitiin
konsantrasyonlar: (gadoversetamid, 7 000 pg/mL harig), negatif kontrole kiyasla MN frekansinda
artis olusturmustur. Fakat bu artig, sadece gadoversetamidin 112 000 ug/mL’lik konsantrasyonunda
anlamlidir. Bu kontrast ajanlarin hicbir konsantrasyonu replikasyon indeksi ve niikleer boliinme
indeksini anlamli sekilde etkilememistir. Biitiin bu veriler, gadoversetamidin, gadobutrole kiyasla
daha sitotoksik ve genotoksik potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Bununla beraber, bu kontrast
ajanlarin genotoksik etkilerini tam olarak ortaya koyabilmek i¢in daha detayl: in vitro ve in vivo
aragtirmalarin yapilmas1 gerekmektedir.
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ABSTRACT

In this study, the genotoxic effects of gadobutrol and gadoversetamide, active substances used in
magnetic resonance imaging (MRI), were investigated by chromosome aberrations (CA), sister
chromatid exchange (SCE), and micronucleus (MN) tests. Human lymphocytes were treated with the
same five different (7 000, 14 000, 28 000, 56 000, and 112 000 ug/mL) concentrations of both
agents. Both substances led to an increase in abnormal cell and CA/Cell frequency (at most
concentrations) compared to the negative control. However, at 24 h, increase in the frequency of
aberration was statistically significant at 112 000 ug/mL for gadobutrol and at all the concentrations
(except 7000 pg/mL) for gadoversetamide. At 48 h treatment, the frequency of aberrations
significantly increased at 112 000 pg/mL of gadobutrol and at all the concentrations (except 7 000
ug/mL) of gadoversetamide. In terms of CA/Cell frequency, at 24 h treatment, the increase was
statistically significant compared to the negative control at 56 000 and 112 000 pg/mL of gadobutrol
and 14 000, 28 000, 56 000, and 112 000 ug/mL of gadoversetamide. At 48 h treatment, while there
was no statistically significant increase in CA/Cell for gadobutrol, all the concentrations (except
7 000 ug/mL) of gadoversetamide statistically increased the same parameter. In SCE assay, at 24 h
treatment of gadobutrol, SCE/Cell increased in all the concentrations, but only the highest one was
statistically significant compared to the negative control. On the other hand, all the concentrations
(except 7000 pg/mL) of gadoversetamide caused significant increase on SCE/Cell. At 48 h
treatment, both agents led to an increase on SCE/Cell compared to control however only the two
highest concentrations were statistically significant. In addition, SCE/Cell statistically increased at
7 000 pg/mL of gadoversetamide. In contrast, both active substances induced significant decrease on
the mitotic index (MI) at 56 000 and 112 000 pg/mL concentrations compared to the negative control
at both 24 and 48 hour applications. In addition, 7 000 pg/mL of gadoversetamide led to significant
decrease in Ml at 48 h. In the MN test, all the concentrations of both contrast agents (except 7 000
ug/mL of gadoversetamide) stimulated the frequency of MN formation compared to negative control,
however, this increase was statistically significant only at 112 000 pg/mL of gadoversetamide. Any
concentration of both contrast agents statistically affect the replication index and nuclear division
index. All these results indicate that gadoversetamide has a stronger cytotoxic and genotoxic
potential compared to gadobutrol in human Ilymphocytes. However, more comprehensive in vitro
and in vivo examinations are required to determine the exact genotoxic effects of these substances.
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1. GIRiS

Manyetik rezonans goriintiileme (MRG), gliniimiizde tiim diinyada yaygin bir kullanim alan
bulan, bilgisayarli tomografi gibi iyonize radyasyon icermeyen ve bu nedenle daha giivenli
oldugu bilinen bir radyolojik tekniktir (Fatahi, Reddig, Friebe, Reinhold ve Speck, 2017).
MRG, doku ve organlarin detayli kesitsel ve iic boyutlu anatomik goriiniimlerinin elde
edilmesini saglayan, ¢esitli hastaliklarin tanisinda, teshisinde ve tedavisinin izlenmesinde
kullanilan 6nemli bir goriintiileme yontemi olup merkezi sinir sistemi, bas ve boyun,
karaciger ve kas-iskelet sisteminin goriintiilenmesi i¢in en iyi radyolojik teknik olarak kabul
edilmektedir (Majumdar, Roy, Sen ve Chakraborty, 2020: 731, 739; Nates ve Price, 2020:
1861, 1868). Bu nedenle, MRG’nin kullanim alani, her gegen giin artig gostermektedir.
Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilat1’nin (Organisation for Economic Co-operation and
Development, OECD) 2013 verilerine gore Tiirkiye’de bir milyon kisiye diisen MRG cihazi
sayist 10,4 iken Japonya’da 46,9 ve Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 34,5’tir. Diger
yandan ABD’de bin kisiye yapilan manyetik rezonans tetkik sayis1 106,9 iken, Tiirkiye’de
yapilan tetkik sayis1 118,3 ile OECD iilkeleri arasinda en yiiksek degere sahiptir (OECD,
2013; Yigit, 2016).

MRG yiiksek rezoliisyon ve yumusak dokular1 ayirt etme gibi avantajlara sahip olmasina
ragmen, kontrastin tam olarak saglanamadigi durumlarda kontrast ajanlar kullanilmaktadir
(Geraldes ve Laurent, 2009). Giiniimiizde MR incelemelerinin %40-50'sinde kontrast ajanlar
kullanilmaktadir (Bellin, 2006; Xiao, Paudel, Liu, Ma, Zhang ve Zhou, 2016). MRG’de
kullanilan kontrast ajanlar genel olarak manyetik ve siiperparamanyetik olmak iizere iki
sekilde siniflandirilirlar. Bunlarin yani sira kontrast maddeler, gadolinyum, mangan bazli ve
demir oksit bazli olmak {izere ¢esitli gruplara ayrilmaktadir. Kontrast ajanlar arasinda en
yaygin kullanilan grup gadolinyum bazli olanlardir. Yapilan arastirmalara goére, MRG
sirasinda gadolinyum bazli kontrast ajanlarin (GBKA’larin) diinya ¢apinda 200 milyonun

tizerinde dozunun uygulandig1 tahmin edilmektedir.

Kontrast ajanlarin toksik etkileriyle ilgili yapilan literatiir taramalarinda hem pozitif ve hem
de negatif sonuglar oldugu belirlenmistir. Bu tez caligmasinin amaci, gadolinyum bazli
kontrast ajanlardan gadobutrol ve gadoversetamid etken maddelerinin insan lenfositlerinde

in vitro genotoksik etkilerini, yoOnergeleri OECD tarafindan yaymlanan kromozom



anormallikleri (KA) ve mikroniikleus (MN) testleri ve ayrica kardes kromatit degisimi
(KKD) testi ile incelemektir. Bu ¢alisma, iki farkli gadolinyum bazli kontrast maddenin ayni
konsantrasyonlarinin insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerinin karsilagtirmali olarak
incelendigi ilk aragtirmadir. Bu incelemelerden elde edilecek sonuglarla, hem gadobutrol ve
gadoversetamidin tip diinyasinda insan saglhigi acisindan daha giivenli bir sekilde

kullanimina katki saglanacak ve hem de bu konuda biiyiik bir farkindalik olusturulacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Manyetik Rezonans Goriintiillemede Kullanilan Kontrast Ajanlar

Kontrast ajanlar, dokularin MR-sinyal 0zelliklerini etkileyen paramanyetik veya
siiperparamanyetik metal iyonlar1 igeren, hem MRG’nin goriintii kalitesini ve hem de
viicudun i¢ yapisinin gorlinlirliigiinii arttiran tamisal farmasotik bilesiklerdir. Kontrast
maddeler, doku kontrastin1 arttirarak lezyonlarin karakterize edilmesinde ve perfiizyon ve
akisla iligkili neoplastik, inflamatuar ve fonksiyonel anormalliklerin degerlendirilmesinde
uygulanirlar (Bellin, 2006; Khairnar, More, Mounika ve Kapusetti, 2019; Xiao ve digerleri,
2016). Ideal bir kontrast ajanin 6zellikleri arasinda, dokuya spesifik olmasi, dokuda makul
bir siire kalabilmesi ve bdylece iyi bir kontrast saglamasi, goriintiileme sonrast hedef
dokudan uygun bir sekilde atilmasi, uzun yari-Omiir, iyi bir kimyasal kararlilik,
biyoyararlanim ve yiiksek manyetik momente sahip olmasi gibi 6zellikler gosterilmektedir

(Khairnar ve digerleri, 2019; Ward, 2007).

Kontrast maddelerin insanlardaki ilk kullanimi1 1981°de gastrointestinal sistemi
goriintiilemek amaciyla gergeklestirilmistir (Young, Clarke, Baffles, Pennock, Doyle ve
Bydder, 1981). ilk kez, Runge, Stewart, Clanton, Jones, Lukehart, Partain ve James (1982)
tarafindan, Kuzey Amerika Radyoloji Dernegi'nin (The Radiological Society of North
America, RSNA) yillik toplantisinda, bakir (Cu®"), krom (Cr), demir (Fe™), mangan
(Mn™) ve gadolinyum (Gd"™) dahil olmak {izere paramanyetik iyonlarin ve bunlarn
potansiyel komplekslerinin, MRG’de oral veya intravendz kontrast madde olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir. Gadolinyum bilesigi, tanisal intravaskiiler MRG kontrast
maddesi olarak ilk kez Carr, Brown, Weinmann, Speck, Thomas ve Young (1984) tarafindan
kullanilmigtir. 1988’de klinik kullanim igin ilk onaylanan kontrast ajan gadopentetat
dimeglumin (Gd-DTPA)’dir (Hao, Goerner, Hu, Runge ve Tweedle, 2012). Takiben, diinya
capinda 8 adet gadolinyum igerikli kontrast ajan gelistirilmis ve kullanim i¢in onaylanmuistir.
Bunlar, gadodiamid (Gd-DTPA-BMA), gadoversetamid (Gd-DTPA-BMEA), gadobenat
dimeglumin (Gd-BOPTA), gadoksetik asit disodyum tuzu (Gd-EOB-DTPA), gadofosveset
trisodyum (Gd-DTPA), gadoteridol (Gd-HP-DO3A), gadobutrol (Gd-BT-DO3A) ve
gadoterat meglumin (Gd-DOTA)’dir (Thomsen, Marckmann ve Logager, 2007).



MRG kontrast maddeleri, manyetik 6zelliklerine, kimyasal bilesimlerine, metal atomunun
varligina veya yokluguna, uygulanma sekline, biyolojik dagilimlarina ve manyetik rezonans
goriintiisli lizerindeki etkilerine gore siniflandirilmaktadir. Kimyasal bilesimleri ve manyetik
ozellikleri dikkate alindiginda MRG kontrast ajanlari paramanyetik ve siiperparamanyetik

olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.

2.1.1. Paramanyetik kontrast ajanlar

Fornasiero, Bellen, Richmond ve Chatterton (1987) tarafindan, MRG’nin, klinik
uygulamalar i¢in biiylik avantajlara sahip oldugu ve ayrica lezyonlar ile normal dokular
arasindaki kontrasti iyilestirmek icin paramanyetik maddelerin uygulanmasinin gerekli
oldugu belirtilmistir. Onceki calismalarda, paramanyetik maddeler olarak eslenmemis
degerlik elektronlar1 nedeniyle nitroksit serbest radikalleri ve molekiiler oksijen aragtirilmig
olmasina ragmen, bu maddelerin biyolojik 6zelliklerinin karmasik olmasi ve daha biiytlik
organik molekiiller ile birlestigi takdirde biyolojik 6zelliklerinin manipiile edilmesi olasilig
g0z Ontline alinarak, kontrast ajanlarin paramanyetik metallerden gelistirilmesinin gerekliligi
vurgulanmistir (Brasch, London, Wesbey, Tozer, Nitecki, Williams, Doemeny, Tuck ve
Lallemand, 1983; Fornasiero, Bellen, Baker ve Chatterton, 1987; Geraldes ve Laurent,
2009). Sulu ¢ozeltilerde, paramanyetik maddelerin atomunun elektronik manyetik momenti
ile yakinindaki su molekiillerinin protonlarinin ¢ok daha kiigiik manyetik momenti arasinda
bir dipolar manyetik etkilesim bulunmaktadir. Hidrojen atomlar1 dogal ortamda rastgele
yonlenmis vaziyette bulurken, dipoller sifira yakin bir manyetik alan iiretir, diger yandan
harici bir manyetik alan olusturuldugunda, dipoller uygulanan manyetik alan ydniinde
hizalanarak pozitif alan iiretmektedir (Sekil 2.1). Molekiiler hareketler, dipolar manyetik
etkilesim {izerinde rastgele dalgalanmalar meydana getirerek, su protonlarinin hem boyuna
(T1) ve hem de enine (T2) gevseme siirelerini azaltmaktadir (Geraldes ve Laurent, 2009;

Khairnar ve digerleri, 2019).



e rt

Sekil 2.1. a. Hidrojen atomlarinin manyetik alan yoklugunda, b. harici manyetik alan
varliginda manyetik dipol yonleri (Khairnar ve digerleri, 2019)

Temel olarak, T1 faktorii, manyetik dipollerin (spinlerin) harici bir manyetik alanin
varliginda mevcut protonlarin ve kontrast ajanlarin uygun bir sekilde hizalanmasi i¢in
gereken siireyi tarif etmektedir. Bu nedenle, T1 gevsemesi, manyetik alanin uzunlamasina
yonde cikarilmasindan sonra, protonlarin gevseme durumuna veya dengeye gelmelerini
ifade etmektedir. Fiziksel olarak, T1 gevsemesi, Z ekseninde niikleer spinden komsu
molekiillere enerji aktarim hizini Olgerken, benzer sekilde, T2 gevsemesi, uygulanan
manyetik alana dik a¢1 olan XY diizlemindeki manyetizmanin bozulma hizin1 6lgmektedir
(Sekil 2.2). T2 gevsemesi sirasinda, protonlarin ve kontrast ajanlarin manyetik dipolleri
dipol-dipol etkilesimi ile bir manyetik etkilesim olusturmaktadir (Bumb, Brechbiel ve
Choyke, 2010; Khairnar ve digerleri, 2019; Schuhle ve Caravan, 2013; 901, 932).

Radyofrekans
titregimi

>

T1 (boyuna) gevgeme T2 (enine) gevgeme

Sekil 2.2. Cesitli eksenlerde T1 ve T2 gevsemeleri (Khairnar ve digerleri, 2019)



MRG'de, temel olarak T1 ve T2 dizileri kullanilmaktadir. T1 agirlikli diziler, T1 relaksasyon
stiresini kisaltip ¢ok iyi bir yumusak doku kontrasti ve boyutsal ¢oziiniirliik saglayarak
anatomik degerlendirmeye yardimci olurken, T2 agirlikli diziler T2 relaksasyon siiresini
kisaltip patolojik sinyal yogunlugu degisikliklerinin kolayca ayirt edilebilmesini saglar
(Bittner ve Felix, 1998; Miiller, 2002). Ayn1 zamanda T1 agirlikli goriintiiler, yag dokuyu
parlak beyaz bir sinyal olarak gosterirken, su ve beyin omurilik sivisin1 daha karanlik
gostererek kontrast saglamaktadir. T2 agirlikli goriintiilerde ise, yag doku gri iken kan, 6dem
ve beyin omurilik sivisi beyaz bir sinyal olarak goriinmektedir. Bu da, goriintiillemenin
yapilacagi doku veya organa gore, hangi dizinin kullanilacagini belirlemektedir (Hasebroock

ve Serkova, 2009).

Fiziksel ozellikleri nedeniyle T1 ve T2 gevseme siirelerini etkili bir sekilde azaltabilen
metaller, paramanyetik kontrast ajan olarak kullanilmaktadir (Geraldes ve Laurent, 2009).
Paramanyetik ajanlar, eslenmemis elektronlari bulunan ve bu nedenle manyetik moment
ozelligine sahip olan disprosyum (Dy*?), lantanid metal gadolinyum (Gd**) veya ge¢is metali
mangan (Mn*?) metalleri ile bu metallerin toksisitesini azaltmak amaciyla selat ad1 verilen
organik bilesiklerle ligand meydana getiren komplekslerden olusmaktadir (Normann,
Hustvedt, Storflor ve Hals, 1995, Shokrollahi, 2013; Xiao ve digerleri, 2016). Giinilimiizde,
MRG kontrast ajanlarinda, bu metal atomlar1 arasindan en yaygin kullanilan gadolinyum
(IIT) olup, diger metallere kiyasla daha yiiksek manyetik momente ve kararli bir yapiya
sahiptir (Xiao ve digerleri, 2016).

Gadolinyum bazli kontrast ajanlar

Gadolinyum bazli kontrast ajanlar (GBKA'lar) tibbi goriintiilemede yaygin olarak
kullanilmaktadir. GBKA’lar, diinya ¢apinda yilda yaklasik 30 milyon, iiretildigi ilk giinden
bugiine ise toplam 300 milyonun iizerinde dozu uygulanan maddelerdir. Gadolinyum,
1880'de Jean Charles de Marignac tarafindan kesfedilmis ve adim1 kimyager Johan
Gadolin'den almis nadir bir yer elementidir. Gadolinyum, eslenmemis yedi elektrona sahip,
oldukca paramanyetik bir agir metaldir. GBKA'lardaki kimyasal baglar, bir gadolinyum
iyonundan ve bir tagiyict molekiilden olugsmaktadir. Tasiyict molekiil olan selatlar,
gadolinyumun hem kontrast 6zelliklerini korur ve hem de toksisitesini azaltarak kemik doku

ve karacigerde birikimini onleyerek dokular1 nekrozdan korumaktadir. Gadolinyum bazl



kontrast ajanlar hem tanisal MRG'nin ve hem de manyetik rezonans anjiyografinin detay ve
netligini arttirmak i¢in intravendz olarak uygulanmaktadir (Rogosnitzky ve Branch, 2016,

Sen-Dokumact, 2012).

MRG sirasinda dokularin, manyetik alan varliginda radyo frekansi ile titrestirilmesi saglanir.
Bu sayede, dokularin %63 {inii olusturan su molekiilleri i¢indeki protonlarin uyarilmasi
tesvik edilir. Protonlar temel seviyeye geri dondiiklerinde enerji serbest kalir ve bu fark kayit
altina alinarak MR goriintiisti olusturulur. Degisen doku-sinyal yogunlugu, T1 (boyuna) ve
T2 (enine) olarak bilinen gevseme siireleri ve proton yogunlugu ile belirlenir. GBKA’lar, bir
yandan dokularin sinyal yogunlugunu arttirirken bir yandan da gadolinyumun eslenmemis
yedi elektronu sayesinde protonlarin gevseme siirelerini azaltarak islev goriir (Oyar, 2008;
Rogosnitzky ve Branch, 2016; Rozenfeld ve Podberesky, 2018).

iki

GBKA’lar, iyonik-noniyonik ve olmak {izere

siniflandirilmaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Gadolinyum selatlarinin siniflandirilmasi ve yapilar1 (Idée, Port, Robic, Medina,

Sabatou ve Corot, 2009)




GBKA’larin bu kategorilere ait selatlar1 arasindaki en oOnemli farklilik, maddelerin
kararliliklaridir. Makrosiklik bilesikler, kompleksin boslugunda Gd** bulunan kafes benzeri
yapilar olusturduklarindan daha diisiik ayrisma oranina sahiptir. Bu nedenle, makrosiklik
ajanlar, dogrusal ajanlara gore daha yiiksek bir kararliliga sahipken, iyonik bilesikler de
noniyonik bilesiklere gore daha yiliksek bir kararliliga sahiptir. GBKA’lar arasinda
termodinamik olarak en kararli yapiya sahip olan ajan gadoterat meglumindir. Ancak iyonik-
makrosiklik ve noniyonik-makrosiklik ajanlar arasinda klinik olarak anlamli bir kararlilik
fark1 yoktur (Hope, 2018: 41, 51; Sen-Dokumaci, 2012). Port ve digerleri (2008), ajanlarin
ayrigma sabitleri ne kadar yliksek olursa dokulara ve dolagima toksik serbest gadolinyum
saliniminin da bir o kadar yiiksek olabildigini belirtmistir (Rogosnitzky ve Branch, 2016)
(Sekil 2.4).

lyonik (+)
i O o Gd*? salinim diigitk
L =
o -
&
tgiik kineti 2 viksek kineti Makrosiklik
Lineer (-) « Disiik kinetik kararlilik 'E Yiiksek kinetik kararlilik +)
:
g a
: =X
r (@)
3 .. , - ) |
Gd ™ salinimi yitksek }u_/ _\_{
Non iyonik (-)

Sekil 2.4. Lineer-makrosiklik GBKA’larin, iyonik-noniyonik formlara gore kararliliklar
ve Gd" salmimi (Cekdemir, 2016)

2.1.2. Siiperparamanyetik kontrast ajanlar

Stiperparamanyetik kontrast ajanlar, birka¢ bin manyetik iyon iceren, boyutlar1 1-10 nm
arasinda degisen ¢ok kiiciik kristalitlerden olusan kolloid yapidaki materyallerdir (Geraldes
ve Laurent, 2009). Siiperparamanyetik materyaller, paramanyetizmaya benzer sekilde
davranir, ancak her bir atomun harici bir manyetik alandan bagimsiz olarak etkilenmesi

yerine, tiim kristalitin manyetik momenti mevcut manyetik alanla hizalanma egilimindedir.



Boylece, her bir iyonun manyetik momenti karsilikli olarak hizalanarak kristalitlerin, tek bir
gadolinyum selatindan ¢ok daha biiyiikk ve kalici bir manyetik momente sahip olmasi
saglanmaktadir (Laurent, Forge, Port, Roch, Robic, Vander Elst ve Muller, 2008; Muller,
Vander Elst, Roch, Peters, Csajbok, Gillis ve Gossuin, 2005). Siiperparamanyetik
parcaciklarin her biri, topaklanmay1 6nleyen dekstranlardan veya siloksanlardan olusan bir
kaplama icine gomiilmiis bir veya daha fazla manyetik kristalitin ¢ekirdeginden
yapilmaktadir. Kristalitler ise, stokiyometrik (tam oranli) olmayan demir oksitlerden
olugsmaktadir. Bu yapiy1 olusturan ¢ekirdegin boyutu pargacik gevsemelerini belirlerken,

genel parcacigin boyutu ise farmakokinetigini yonetmektedir (Geraldes ve Laurent, 2009).

Partikiillerin toplam boyutuna gore; c¢apt 50 nm’den kiigiik olan ultra kiiciik
siiperparamanyetik demir oksit (USPIO) partikiilleri, ¢ap1 50 nm’den biiyiik olan kiiciik
siiperparamanyetik demir oksit (SPIO) partikiilleri ve birka¢ mikron ¢apinda olan demir
oksit (MPIO) parcaciklar1 olmak iizere {i¢ cesit siiperparamanyetik demir oksit (SPIO)
kullanilmaktadir. USPIO ve SPIO partikiilleri intravendz kullanima uygunken, mikron
boyutundaki siiperparamanyetik demir oksit pargaciklari, akciger alveollerinde tutunma
riskinden dolay1r agiz yoluyla uygulanabilmektedir (Geraldes ve Laurent, 2009; Sen-
Dokumaci, 2012).

SPIO kontrast ajanlari, ilk olarak 20 yil dnce kullanima baslanan ve MRG sirasinda
uygulandiginda, kontrast maddeyi absorbe eden dokulardaki T2 sinyallerinin yogunlugunu
azalttig1 i¢in, karaciger tiimor goriintiilemelerinde basarili sonuglar elde edilen maddelerdir
(Na, Song ve Hyeon, 2009; Nakamura, Ito, Kotake, Mizokami ve Matsuoka, 2000; Sen-
Dokumaci, 2012; Xiao ve digerleri, 2016). Feridex I.V., Resovist, Sinerem ve Clariscan gibi
SPIO'ar ve USPIO'lar ge¢miste kullanim i¢in onaylanmis ancak suanda kullanilmamaktadir.
Glinlimiizde karaciger, dalak ve lenf nodu goriintiilemeleri icin MRG’de kullanilan
siiperparamanyetik kontrast ajan Lumirem/GastroMARK tir. Fe3Os4 (manyetit) ve FeoO3
(demir oksit) gibi sliperparamanyetik nanopartikiiller ise, diger kontrast ajanlara kiyasla
kimyasal kararliliklarinin daha yiiksek, toksisite oranlarmin daha az olmasi ve
biyobozunurluklar1 gibi avantajlari nedeniyle klinik uygulamada popiiler bir sekilde

kullanilmaktadir (Na ve digerleri, 2009; Xiao ve digerleri, 2016).
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2.2. Kontrast Ajanlarin Toksisitesi

1970"erin teknolojik goriintiilleme devrimi manyetik rezonans goriintiileme, pozitron
emisyon tomografisi (PET), tek foton emisyon tomografisi ve ultrasonografi gibi tekniklerin
kullanimin1 da beraberinde getirmistir. Bugiin, tiim bu yontemler klinik ortamda onkoloji,
noroloji ve kardiyoloji goriintiilemeleri i¢in rutin olarak kullanilmaktadir. Bu goriintiilleme
yontemlerinin her birinin kendi avantajlar1 oldugu gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu
avantajlara 0rnek olarak MRG’nin yiiksek bir ¢Oziiniirliige sahip olmasi gosterilirken,
lezyonlarin tanisinda daha hassas goriintiileme gerektiginde kontrast ajan kullanimina
ihtiyac gostermesi ve bu maddelerin bazi yan etkilerinin bulunmasi, dezavantaj olarak
goriilmektedir (Hasebroock ve Serkova, 2009). Bu yan etkiler arasinda iirtiker, kusma,
hipotansiyon, vagal reaksiyon, anaflaksi benzeri reaksiyonlar, larinks O6demi ve
bronkospastik reaksiyon gibi akut renal olmayan etkiler, kontrast nefropati gibi akut renal
yan etkiler ve 6zellikle GBKAlar i¢in nefrojenik sistemik fibroz (NSF) gibi ge¢ yan etkiler
bulunmaktadir (Cekdemir, 2016; Runge, 2001; Sen-Dokumact, 2012).

2.2.1. Gadolinyum bazh kontrast ajanlarin toksisitesi

ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan kullanimi onaylanmis gadolinyum bazl1 kontrast
maddelerinin, Onerilen doz seviyelerinde kullanildiginda son yirmi yila kadar giivenli,
viicutta iyi tolere edilen ve bobreklerden hizla ve tamamen atilan ajanlar olduguna
inanilmaktaydi. Ancak son yillarda yapilan caligmalara goére, MRG sirasinda GBKA'lara
maruz kalan, normal bobrek fonksiyonuna sahip bireylerin kemik dokularinda ve beyin ve
bobrek gibi organlarinda gadolinyum birikimi oldugu ve bu birikimin tekrarlanan GBKA
maruziyeti ile iliskili oldugunu gosteren veriler bulunmaktadir (Mathur, Jones ve Weinreb,
2020). Lighthouse Projesi olarak bilinen, hasta savunuculugu grubu araciligiyla elde edilen
ve hastalar tarafindan baslatilan bir anketin sonuglarina gore, son kontrast ajan uygulanan
MRG ¢ekimlerini takip eden bir ay i¢inde, hastalarda noérolojik, kas-iskelet sistemi ve dermal
dahil olmak iizere bir dizi semptomun gelistigi bildirilmistir (Rogosnitzky ve Branch, 2016).
Saglikli bobrek fonksiyonuna sahip hastalarda, dokuda kontrast ajan birikimi ile ilgili artan
veriler gz Oniine alindiginda, FDA, Temmuz 2015'te, MRG ¢ekimleri sirasinda GBKA'lara
dort kez veya daha ¢ok maruz kalma Oykiisii olan kisilerde, beyinde birikim riskininin

arastirildigini belirten bir glivenlik duyurusu yayinlamis ancak GBKA’lara bagl bir yan etki
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olusmadigimi bildirmistir (FDA, 2017). FDA Aralik 2017°de, bu giivenlik duyurusunu
giincelleyerek, doku ve organlarda gadolinyum birikiminin, normal bobrek fonksiyonu olan
hastalarda olumsuz saglik etkileri ile dogrudan iligkili olmadigini ve onaylanan tiim
GBKA'larin yararmin potansiyel risklerinden daha fazla olmaya devam ettigi sonucuna
varildigini belirtmistir. FDA ayni1 duyuruda, hastalarin GBKA uygulanmadan 6nce, hasta-
ila¢ kilavuzunu dikkatlice okumalar1 gerektigini ve GBKA iireticilerinin de, bu kontrast
maddelerinin gilivenliginin daha fazla degerlendirilebilmesi i¢in daha ¢ok sayida insan ve
hayvan caligmalar1 yiiriitmeleri gerektigini talep ettiklerini bildirmistir (FDA, 2018a).
GBKA'’lara maruz kalma sonrasi meydana gelen tibbi durumlar ve tekrarlayan GBKA
maruziyeti ile ilgili retrospektif veya prospektif klinik kohort g¢alismalarmin eksikligi
nedeniyle, saglikli bobrek fonksiyonlarna sahip hastalarda gadolinyum doku birikiminin
klinik 6nemi tam olarak bilinmemektedir. Ancak, gadolinyumun toksisite potansiyeli,
GBKA'larin biyokimyasi ve ¢esitli gadolinyum selatlarinin birbirinden farkl kararliliklari,
literatiirde mevcut olan in vivo ve in vitro ¢alismalardan elde edilebilmektedir (Rogosnitzky

ve Branch, 2016).

Nefrojenik sistemik fibroz

Nefrojenik sistemik fibroz (NSF) ilk olarak Cowper, Robin, Steinberg, Su, Gupta ve LeBoit
tarafindan (2000), 3 senedir renal diyaliz hastas1 olan 15 kiside gelisen el ve ayak derilerinin
kalinlagsmasi1 ve sertlesmesi ile kendini gosteren skleromiksddem benzeri bir durum olarak
tanimlanmistir. NSF, oncelikle cildi ve eklemleri etkileyen ve daha az siklikla kalp, akciger,
karaciger ve kaslar etkileyebilen nadir fakat ciddi bir hastaliktir. NSF ve gadolinyum bazl
kontrast ajanlar arasindaki ilk baglanti, Grobner tarafindan (2006) bildirilmis olup, son evre
bobrek yetmezligi olan 5 hastada gadodiamid (Omniscan®) kontrastli manyetik rezonans
anjiyografi uygulandiktan 2-4 hafta sonra cilt semptomlarinin gelistigi tespit edilmistir.
Daha sonraki vaka analizleri incelendiginde, hastalarin ¢ogunda, GBKA maruziyetinden 3-
6 ay sonra NSF gelistigi belirlenmistir (Broome, Girguis, Baron, Cottrel, Kjellin ve Kirk,
2007; Endrikat, Dohanish, Schleyer, Schwenke, Agarwal ve Balzer, 2018). Yapilan
arastirmalara gére, GBKA’larin standart dozdan daha yiiksek (>0.1 mmol/kg) uygulandig:
takdirde de NSF gelistigi tespit edilmistir (Mathur ve digerleri, 2020).
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NSF'nin patofizyolojisi heniiz tam olarak anlagilamamistir. Ancak, edinilen bilgilere gore,
agir bobrek yetmezligi olan hastalarda, normal bireylere nazaran, GBKA’larin viicuttan daha
yavas atildig1 ve bu nedenle dokularda birikebildigi bildirilmistir. Diger yandan, kullanilan
GBKA eger diisiik kararlilik gosteren yani lineer/noniyonik kategorisinde bulunan bir
ajansa, gadolinyum selatlarinin viicutta ayrisarak serbest gadolinyum salinimini
gerceklesmesinin, NSF patogenezinde 6nemli bir faktor oldugu fikrini ortaya ¢ikarmustir
(Rogosnitzky ve Branch, 2016; Thomsen, Morcos, Almén, Bellin, Bertolotto, Bongartz,
Clement, Leander, Gertraud, Heinz-Peer, Reimer, Stacul, Molen ve Webb, 2013). FDA
tarafindan onaylanan 447 NSF vakasinda, 283’iinlin gadodiamid, 125’inin gadopentetat
dimeglumin, 20’sinin gadoversetamid, 10’unun gadobenat dimeglumin ve 9’unun
gadoteridol uygulamasini takiben hastalarda ortaya ¢iktig1, diger GBKA uygulamalarindan
sonra ise herhangi bir NSF semptomunun goriilmedigi bildirilmistir (Penfield ve Reilly,
2008; 129, 134). Ulkemizde de 2013 yilinda, Saglik Bakanlig1 Tiirkiye ila¢ ve Tibbi Cihaz
Kurumu Risk Y6netimi Idaresi tarafindan hazirlanan doktor bilgilendirme mektubunda, NSF
gelisiminin GBKA’larn tiiriine bagli oldugu, etken maddelerin risklerine gore li¢ kategoriye

ayrildig1 ve ¢esitli risk azaltma yontemleri bildirilmistir. Bu kategoriler asagidaki gibidir:

= Yiiksek Risk Grubu: Gadopentetik asit, gadodiamid ve gadoversetamid
= Orta Derecede Risk Grubu: Gadobenik asit, gadoksetik asit ve gadofosveset
= Diisiik Risk Grubu: Gadoterik asit, gadobutrol

Risk azaltma yontemi olarak, GBKA’larin kullanimindan 6nce tiim hastalara renal
disfonksiyon taramasi yapilmasi gerektigi vurgulanmistir. Eger hastalarda siddetli bobrek
yetmezligi varsa, yani glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) 30 mL/dak/1,73 m?*’den azsa, bu
hastalarda, yiiksek risk grubundaki GBKA’larin kullaniminin kontrendikeye neden
olabilecegi, diger yandan orta dereceli bobrek yetmezligi olan hastalarda yani GFR 30-50
mL/dak/1,73 m?’de ise miimkiin oldukca en diisiik GBKA dozlarmin uygulanmas1 gerektigi

seklinde uyarilar belirtilmistir.

Gadolinyumun dokularda birikmesi

Selatli Gd**’nin, normal bobrek fonksiyonuna sahip bireylerde bobrekler tarafindan hizla
temizlendigi diisiiniilmektedir, ancak yapilan ¢alismalar bunun aksine, hayvanlarda ve

insanlarda hem serbest ve hem de selatli Gd™’nin dokularda birikim gosterdigi yoniindedir
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(Rogosnitzky ve Branch, 2016). Ratlarda yapilan bir caligmada, dogrusal ve makrosiklik
GBKA ’lara tekrarlanan maruziyet sonucunda, hem dogrusal ve hem de makrosiklik ajanlarin
beyincikte biriktigi ve kalict T1 sinyal hiperintensitesi gozlenmistir. Dogrusal ajanlarin
meydana getirdigi birikim konsantrasyonunun, makrosiklik olanlara kiyasla daha fazla
oldugu belirtilmistir (Robert, Lehericy, Grand, Violas, Fretellier, Idée, Ballet ve Corot
2015). Kanda, Fukusato, Matsuda, Toyoda, Oba, Kotoku, Haruyama, Kitajima ve Furui
tarafindan (2015a) yiiriitiilen bir arastirmada, herhangi bir bobrek hastaligi teshisi konmamig
deneklerin 6liim sonrast beyin dokularinda gadolinyum birikimi degerlendirilmis ve
gadolinyumun beyinde 6zellikle dentat cekirdeginde ve globus pallidusta biriktigi tespit
edilmistir. Bu birikimin hem uygulanan GBKA sinifina ve hem de uygulanan doza bagh
oldugu tespit edilmistir (Kanda, Ishii, Kawaguchi, Kitajima ve Takenaka, 2014; Kanda,
Osawa, Oba, Toyoda, Kotoku, Haruyama, Takeshita ve Furui, 2015b; Radbruch, Weberling,
Kieslich, Eidel, Burth, Kickingereder, Heiland, Wick, Schlemmer ve Bendszus, 2014).
Normal bdbrek fonksiyonuna sahip hastalarda gergeklestirilen bir bagka ¢aligmada,
GBKA larin noéronal dokuda 6zellikle en yogun olarak dentat ¢ekirdekte, doza bagl sekilde
gadolinyum birikimine ve T1 agirlikli sinyal yogunluguna neden oldugu tespit edilmistir (R.
McDonald, J. McDonald, Kallmes, Jentoft, Murray, Thielen, Williamson ve Eckel, 2015).
Normal bdbrek fonksiyonuna sahip ve GBKA uygulanmig hastalarda yapilan otopsi
sonrasinda, gadolinyumun beyin, kemik ve cilt dokusunda biriktigi, bu birikimin daha ¢ok
kortikal kemikte bulundugu belirlenmistir. Ayni calismada, makrosiklik ve dogrusal
GBKA'larin gosterdigi birikim karsilagtirilmis ve dogrusal yapidaki GBKA’larin daha fazla
birikime sebep oldugu tespit edilmistir (N. Murata, Gonzalez-Cuyar, K. Murata, Fligner,
Dills, Hippe ve Maravilla, 2016). Tim bu calismalar, gadolinyumun dokuda birikim

gostermesinin bobrek fonksiyonuna bagli olmadigini gostermektedir.

Transmetalasyon

Serbest Gd™ in vivo kosullarda insanlar icin olduke¢a toksiktir (Pasquini, Napolitano,
Visconti, Longo, Romano, Toma ve Espagnet, 2018). Bu metal i¢in en yaygin oksidatif
durum +3'tlir ve atom yaricap1 neredeyse kalsiyum ile aynidir. Bu nedenle, iki metal birgok
biyolojik olayda ligand olarak rekabet edebilmektedir. Gd**’nin toksik etkisinin, hem
fizyolojik pH'de ¢oziinme 6zelliginin olmamasindan ve hem de Ca*? ile rekabetinden dolayz,

voltaja bagl kalsiyum kanallarinin tikanmasindan ve sinir uyarilarinin iletimi vb. gibi ¢esitli
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fizyolojik olaylarin engellenmesinden kaynaklandigi bilinmektedir (Idée, Port, Raynal,
Schaefer, Le Greneur ve Corot, 2006). Transmetalasyon olarak bilinen bu durum,
organometalik bir bilesikteki bir metalin bagka bir metal ile yer degistirmesi sonucunda
meydana gelmektedir. Ozellikle dogrusal GBKA’larm, kalsiyuma ek olarak, ¢inko (Zn*?),
bakir (Cu™?) ve demir (Fe™®) gibi endojen katyonlar ile in vivo olarak transmetalasyon
gerceklestirdigine dair veriler de mevcuttur. Dogrusal GBKA’larin, bu katyonlarla daha sik
transmetalasyon gerceklestirmesinin nedeninin, makrosiklik ajanlarin %1°’den daha az
serbest Gd™ igermesi, dogrusal ajanlarda ise bu oranin %20’nin iizerinde olmasmdan
kaynaklandig1 ifade edilmistir (Idée ve digerleri, 2006). Serbest Fe** ve Cu*? kanda ¢ok az
miktarda bulunurken ve Ca*? organik ligandlara kars1 diisiik bir egilime sahipken, kanda

"2’nin, diger iyonlara goére Gd** ile daha fazla

yiiksek bir konsantrasyona sahip olan Zn
transmetalasyon gerceklestirme egilimi gosterdigi diisiiniilmektedir (Hao ve digerleri, 2012;
Tweedle, Hagan, Kumar, Mantha ve Chang, 1991). PO4>, COs2 ve OH" gibi anyonlarin da
katyonlara benzer etki gosterdigini ve serbest gadolinyum ile transmetalasyon

gerceklestirdigini gosteren calismalar mevcuttur (Hao ve digerleri, 2012).

2.3. Kontrast Ajanlarin Genotoksik Etkileri

Endiistride, tarimda ve tipta, nadir yer (RE) elementlerinin yaygm kullanimi nedeniyle
insanlarin bu elementlere maruziyeti ve bunlarin ¢evreye salinmasi son otuz yilda 6nemli
Olglide artmistir. Yapilan bir arastirmada, en yaygin kullanilan nadir yer elementlerinden
Gadolinyum (III) ve Lantanum (III)’un insan periferal lenfositlerinde genotoksik etkileri
incelenmistir. Hem gadolinyumun ve hem de lantanumun 0,25 mM ve 0,65 mM
konsantrasyonlarinin, mikroniikleus frekansini anlamli diizeyde arttirdig: tespit edilmistir.
Bu da, gadolinyumun ve lantanumun insan lenfositlerinde mutajenik bir potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir (Yongxing, Xiaorong ve Zichun, 2000).

Kontrast ajanlarin insan lenfositlerinde meydana getirdigi potansiyel genotoksik etkileri
komet teknigi ile arastiran Yildiz, Cece, Kaya, Celik, Tagkin, Aksoy, Kogyigit ve Eren
(2011), 28 hastanin MRG’den hemen Once, kontrast ajansiz MRG’lerinden sonra ve
gadodiamid uygulamali MRG’lerinden sonra kan orneklerini incelemistir. Kontrastl
MRG’den sonra incelenen lenfositlerdeki DNA hasarinin, MRG oOncesi ve kontrastsiz MRG

sonras1 incelenen lenfositlerdeki DNA hasarina kiyasla arttifi tespit edilmistir. Bu
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caligmalarin bulgularina gore, artmis DNA hasarinin, GBKA uygulamalariyla dogru orantili
oldugu belirtilmistir. Bu durumun, gadolinyumun monositler {izerinde, interlokin-6 ve
interlokin-8 gibi proinflamatuar ve profibrotik sitokinlerin ekspresyonunu arttirici etkisinden
kaynaklanabilecegi vurgulanmistir (Rodier, Coppé, Patil, Hoeijmakers, Muifioz, Raza,

Freund, Campeau, Davalos ve Campisi, 2009).

GBKA'’larin dogrusal-iyonik smifindan gadobenat dimegluminin genotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla, g¢esitli in vivo ve in vitro ¢alismalar yiiriitiilmistiir. Bu amagla,
gadobenat dimegluminin c¢esitli konsantrasyonlari ile Salmonella typhimurium suslarinda
Ames ve Escherichia coli suslarinda bakteriyel mutajenite testi, insan lenfositlerinde
kromozom anormallikleri, Cin hamsteri, V79 akciger hiicrelerinde hipoksantin-guanin
fosforibosiltransferaz (HPRT) ve ratlarin kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus testleri
uygulanmistir. Bu calismanin sonuglarindan elde edilen bilgiye gore, gadobenat
dimegluminin hi¢bir konsantrasyonunun, herhangi bir in vivo veya in vitro test sisteminde
anlamli diizeyde hasara sebep olmadigi tespit edilmistir. Bu nedenle, gadobenat
dimegluminin mutajenik bir potansiyele sahip olmadig: belirtilmistir (Morisetti, Bussi ve

Tirone, 1999).

Kontrast ajanlarin kan damarinda tutulmasinmi1 saglamak icin 2 strateji takip edilmektedir.
Bunlardan ilki, ajanin endotelyumdan gecisini 6nlemek i¢in makromolekiiliin boyutunu
arttirmak, digeri ise ekstravazasyonu sinirlandirmak i¢in albiimini hedeflemektir (Mandry,
Pedersen, Odille, Robert, Corot, Felblinger, Grenier ve Claudon, 2005). Gadofosveset
trisodyum, albiimini hedefleyerek kanda tutulum gosteren bir GBKA’dir. Gadofosveset
trisodyumun mutajenitesi Ames, Cin hamsteri ovaryum (CHO) hiicrelerinde kromozom
anormallikleri ve in vivo fare mikroniikleus testleri ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismalarin
sonucuna gore, gadofosveset trisodyum, uygulanan test sistemlerinde herhangi bir mutajenik

etki gostermemistir (Steger-Hartmann, Graham, Miiller ve Schweinfurth, 2006).

GBKA’larin preklinik degerlendirmelerinde, gadoksetik asidin iki farkli formiilasyonu
genotoksik acidan incelenmis olup, bunlardan biri, ticari olarak piyasaya siiriilecek
konsantrasyon olan 250 mM, digeri ise 500 mM’lik konsantrasyonudur. Gadodiamidin ise
2,7-27 mmol/kg araliginda ¢esitli konsantrasyonlari ¢calisilmistir. Hem gadoksetik asidin ve

hem de gadodiamidin genotoksik potansiyelini belirlemek amaciyla, Ames testi, gadoksetik
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asit i¢cin Cin hamster V79 hiicrelerinde HPRT testi ve insan lenfositlerinde kromozom
anormallikleri testi, gadodiamid i¢cin CHO hiicrelerinde kromozom anormallikleri testi ile
her iki ajan i¢in de farelerde in vivo mikroniikleus testi uygulanmistir. Tiim bu testlerde,
kontrast ajanlarin, uygulandig hiicreler lizerinde genotoksik veya mutajenik bir etkiye sahip
olmadigi, kisaca bunlarin genotoksik acidan negatif oldugu tespit edilmistir (Dohr,
Hofmeister, Treher ve Schweinfurth, 2007; Harpur, Worah, Hals, Holtz, Furuhama ve
Nomura, 1993).

2.3.1. Gadobutrol

Ilk olarak 1998'de Isvigre'de kullanim igin onaylanmis olan Gadobutrol, su anda tiim Avrupa
Birligi iilkeleri, Avustralya, Kanada, Cin, Gliney Afrika, Meksika, Yeni Zelanda, Tiirkiye
ve birgok Dogu Avrupa ve Asya iilkesini iceren 63 iilkede pazarlanmakta olan bir
GBKA’dir. 2011°de de ABD’de kullanimi1 onaylanmig ve pazarlanmaya baslanmistir (Wack,
Steger-Hartmann, Mylecraine ve Hofmeister, 2012). MRG’de olduk¢a yaygin bir sekilde
kullanilan gadobutrol, makrosiklik ve noniyonik formdaki yapisiyla kararli yapiya sahip
ajanlar arasinda bulunmaktadir. Gadobutrol, diger GBKA’lara kiyasla daha yiiksek suda
cOziinlirlik ve daha diisilk ozmolaliteye sahiptir. Ayrica, piyasadaki tiim GBKA'’larin
standart konsantrasyonu 0,5 mmol/mL iken, yalnizca gadobutrol 1 mmol/mL’lik formda
bulunmaktadir. Bu nedenle, daha diisiik enjeksiyon hacmi ile, daha hizli bir enjeksiyon
saglanmaktadir. Gadobutrol, NSF acisindan da diisiik risk grubunda yer almasi nedeniyle,
bir¢cok kroniyal ve spinal kontrast iyilestirmeli MRG’de perfiizyon goriintiilemelerinde ve

anjiyografide diger GBKA’lara gore daha sik tercih edilmektedir (Wack ve digerleri, 2012).

Gadobutroliin mutajenitesini belirlemek amaciyla yiiriitiilen bir arastirmada, 0,1875-10
mg/petri konsantrasyonlari ile ¢esitli Salmonella typhimurium suslarinda Ames testi ve
Escherichia coli suslarinda bakteriyel mutajenite testi, 0,3-6,05 mg/mL konsantrasyonlari
ile Cin hamster1 V79 hiicrelerinde HPRT testi ve insan lenfositlerinde kromozom
anormallikleri testi ve 2-8 mmol/kg konsantrasyonlari ile farelerde in vivo mikroniikleus testi
uygulanmistir. Bu ¢alismanin bulgularina gore, hem prokaryotik ve hem de dkaryotik test
sistemlerinde gadobutroliin genotoksik veya mutajenik bir potansiyelinin olmadig1 tespit

edilmistir (Wack ve digerleri, 2012).
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2.3.2. Gadoversetamid

Gadoversetamid, 1999 yilinda OptiMARK ticari adiyla FDA tarafindan kullanimi
onaylanan, anormal kan-beyin bariyeri, anormal beyin damarlari, merkezi sinir sistemi ve
karaciger MRG’lerinde kullanilan dogrusal-noniyonik bir GBKA’dir (FDA, 2018b; Wible
JR, Troup, Hynes, Galen, Macdonald, Barco, Wojdyla, Periasamy ve Adams, 2001). Avrupa
flag Ajansi'nin (Eurpean Medicines Agency, EMA) Farmakovijilans Risk Degerlendirme
Komitesi (The Pharmacovigilance Risk Assessment Committee, PRAC) tarafindan (2017),
gadolinyumun insan viicudunda birikim gosterme riski nedeniyle, dogrusal selath
gadolinyum bazli kontrast maddeler i¢in bazi pazarlama yetkilerinin askiya alinmasi
onerilmistir. Bu 6neriler son zamanlarda EMA’nin Tibbi Uriinlerin Insanda Kullanimi
Komitesi (Committee for Medicinal Products for Human Use, CHMP) tarafindan yeniden
degerlendirilmis ve EMA nin nihai goriisii dogrulanmistir (Dekkers, Roos ve van der Molen,
2018; EMA, 2017). Pazar destegi askiya alinan dogrusal GBKA’lar, gadodiamid,
gadopentetat dimeglumin ve gadoversetamid etken maddelerini iceren ajanlardir. Diger
yandan, gadobenat dimeglumin de dogrusal bir GBKA olmasina ragmen, eklemlerin ve
karacigerin bazi spesifik goriintiilemelerinde kullanilmasi1 zaruri oldugundan, diisiik
dozlarda kullanimi desteklenmeye devam etmektedir (EMA, 2017). Amerika Birlesik
Devletlerinde, gadoversetamidin yerini, gadoterat megluminin almasi beklenmektedir
(Runge, 2017). Aslinda FDA bu ajanlarin kullanimini kisitlamamustir ancak bunlarin glivenli
kullanimlar1 amaciyla ¢alismalarin yiriitiildiigii belirtilmistir (Chehabeddine, Saleh,
Baalbaki, Saleh, Khoury ve Hannoun, 2019). EMA tarafindan yapilan kisitlamalara ragmen,
dogrusal GBKA’larin MRG’de kullanima devam edildigi bilinmektedir (Dekkers ve
digerleri, 2018).

Gadoversetamidin genotoksik ve mutajenik potansiyelini belirlemek amaciyla hem
prokaryotik ve hem de 6karyotik test sistemleri kullanilarak bazi ¢alismalar yiirtitiilmiistiir.
Gadoversetamidin, Ames testi ve Escherichia coli suslarinda bakteriyel mutajenitesini
degerlendirmek i¢in 100-5 000 pg/petri araligindaki konsantrasyonlari incelenmistir. Bu
calismanin sonugclari, gadoversetamidin yalnizca en yiiksek konsantrasyon olan 5 000
ng/petri’da pozitif sonug verdigini gostermektedir. L5178Y TK"" fare lenfoma mutajenez
testinde gadoversetamidin 1 500-5 017 pg/mL konsantrasyonlar1 c¢alisilmis ancak higbir

konsantrasyonda anlamli diizeyde bir mutasyon artis1 tespit edilmemistir. CHO hiicrelerinde
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gerceklestirilen kromozom anormallikleri testinde, gadoversetamidin 630-5 000 pg/mL
araliginda konsantrasyonlar1 ile muamele edilen hiicrelerde, 5 000 pg/mL’lik dozun 24 ve
48 saatlik uygulamalarini takiben, sayisal kromozom anormalliklerinde anlamli diizeyde
artig goriiliirken, 5 000 pg/mL’lik dozun 24 saatlik uygulamasinin sonucunda yapisal
kromozom anormalliklerinde de anlamh diizeyde bir artis gézlenmistir. Aymi1 ¢alismada
yiiriitiilen bir diger incelemede, gadoversetamidin 1 250-5 000 mg/kg konsantrasyonlari ile
fareler lizerinde in vivo mikroniikleus testi gerceklestirilmis ve hi¢bir konsantrasyonun
mikroniikleuslu polikromatik eritrositlerin sayisinda anlamli bir artisa sebep olmadig
bildirilmistir. Bu arastirmanin bulgularina goére, gadoversetamid in vivo klastojenik bir etki
gostermezken, kromozom anormalliklerinde 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda artisa
sebep oldugu i¢in zayif bir genotoksik potansiyele sahip oldugu belirtilmistir (Wible JR ve
digerleri, 2001).

2.4. Genotoksisite Testleri

Genetik materyalde DNA eklentileri, DNA zincir kiriklari, gen mutasyonlari, yapisal ve
sayisal kromozom anormallikleri gibi hasarlara sebep olabilecek UV ve radyasyon gibi
fiziksel ajanlar ile ilaclar, gida katki maddeleri ve gevre kirleticileri gibi kimyasal ajanlarin
etkileri, genetik toksisite testleri ile incelenmektedir. Bu tiir maddeler, kanser de dahil olmak
iizere, cesitli hastaliklarla iliskili genomik kararsizliklara ve ¢oklu mutasyonlara da sebep
olabilmektedir. Genetik materyalde meydana gelen hasar, 6karyotik organizmalarin somatik
hiicrelerinde kansere kadar varabilen hasarlara yol agabilirken, germ hiicrelerinde iiremeyi
olumsuz etkileyebilmekte veya kalitsal mutasyonlara neden olabilmektedir. Bu nedenle,
genotoksisite arastirmalari yeni bir bilesigin mutajen ve/veya kanserojen olup olmadiginin
ve giivenliginin degerlendirilmesinde kisaca insan sagligi icin onemli arastirmalardir.
Ayrica, genetik toksisite ¢aligmalari, bu bilesiklerin farmasotik, tarimsal, endiistriyel ve
tilketici kullanimi igin gelistirilmesi ve pazarlanmasinda da kritik bir rol oynamaktadir
(Gollapudi ve Krishna, 2000; Phillips ve Arlt, 2009: 88, 110; Ath Sekeroglu ve Sekeroglu,
2011; Yiizbasioglu, Unal ve Zengin, 2014; Ren ve digerleri, 2017). Insanlar siirekli olarak
cevrelerindeki farkli tiirde fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kaldiklarindan, cestli
maddelerin potansiyel risklerinin ve yan etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilan bu

testler insan saglig1 agisindan da giderek 6nem kazanmaktadir.
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Giliniimiizde yaygin bir sekilde tercih edilen in vivo ve in vitro genotoksisite testleri arasinda
kromozom anormallikleri, kardes kromatit degisimi ve mikroniikleus testleri bulunmaktadir
(Avuloglu-Yilmaz ve digerleri, 2020; Avuloglu-Yilmaz ve digerleri, 2017; Patra, K. Das, S.
K. Das ve Thatoi, 2019; Yiizbasioglu ve digerleri, 2006).

2.4.1. Kromozom anormallikleri testi

Kromozom anormallikleri (KA) testi, OECD (1997) tarafindan yayinlanan yonergeye gore
in vitro memeli hiicreleri (OECD-473) ve in vivo memeli kemik iligi hiicrelerinde (OECD-
475) uygulanabilmektedir. Bu test ile ¢esitli maddelerin olusturabilecegi kromozom kirigi,
kromatit kirigi, fragment, disentrik kromozom, halka kromozom ve kardes kromatitlerde
birlegsme gibi ¢esitli yapisal anormallikler ile dploidi gibi sayisal kromozom anormallikleri
tespit edilebilmektedir. Kromozomal anormallikler, DNA seviyesindeki bir hasarin
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu DNA hasarlarinin olusum mekanizmasi ve bu hasarlarin
kromozom hasarina doniisiim mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, bu
degisikliklerin hiicre homeostazisinde de degisikliklere sebep oldugu, bu degisikliklerin de
genomik kararlilikta Onem tasidigi, ayrica mutagenez ve kanserogenez olaylarinin
anlasilmasinda da kritik rol oynadig1 bilinmektedir. Genelde, yapisal veya sayisal tipte
ortaya ¢ikan kromozom anormalliklerinin her ikisi de hem yeni dogan bebeklerdeki
dogumsal anormallikler ve hem de kanserde olusan anormallikler nedeniyle, insan sagligi
ile yakindan baglantilidir. Kromozomal kiriklar, DNA'daki onarilmamais ¢ift zincir kiriklar
nedeniyle meydana gelirken, yapisal olarak anormal kromozomlar ise zincirde meydana
gelen kiriklarin hatali onarimi sonucunda olusmaktadir. Yapilan arastirmalara gore,
genotoksik maddelere maruz kalma sonucunda insan lenfositlerinde meydana gelen
kromozomal anormalliklerindeki artis ile kanser riskindeki artig arasinda pozitif bir baglanti
oldugu tespit edilmistir (Avuloglu-Yilmaz ve digerleri, 2020; Giizel-Bayiilken, Tiiylii, Sinan
ve Sivas, 2019; Hu, Maurais ve Ly, 2020; Yiizbasioglu, Engiizel-Alperen ve Unal, 2018).

2.4.2. Kardes kromatit degisimi testi

Kardes kromatit degisimi (KKD), kromatitler arasinda homolog bdlgelerin simetrik bir
sekilde kirilip yer degistirmeleri sonucunda olusmaktadir (Kontas, Atli-Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011). KKD’ler, S faz1 sirasinda, DNA eklentileri olusturan veya DNA

replikasyonunu bozan mutajenler tarafindan olusturulmaktadir. KKD olusumu
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rekombinasyonel onarim ile ve ayrica nokta mutasyonlari, gen amplifikasyonlar1 ve
sitotoksite ile de baglantilidir. KKD testi, kimyasal ajanlarin potansiyel kromozomal
mutajenitesini belirlemek amaciyla 1970'lerden beri kullanilan bir test teknigidir (Stults,
Killen ve Pierce, 2014: 439, 455). KKD sayis1, mutajenlerin neden oldugu genetik hasarlarin
sonucunda artabilecegi gibi, DNA onarim mekanizmalarinda hasar olan ve neoplazi
olusumuna yatkinlik gosteren Bloom sendromu, Fankoni anemisi, Ataksi-telanjiektazi ve
kseroderma pigmentosum gibi ¢esitli kalitsal hastaliklarda da artis gostermektedir. Bunlarin
disinda, Werner sendromu, Cockayne sendromu, Duchenne Muskiiler Distrofi, Kronik
myeloid 16semi ve hatta Down sendromlu hastalarda da KKD sayisinda anlamli artis oldugu
rapor edilmistir (Jasin ve Rothstein, 2013; Salawu, Wright, Al-Kathiri, Wyld, Reed ve
Sisley, 2018). KKD’nin gozlebilmesi amaciyla, kiiltiir ortamina ilave edilen 5-Bromo-2-
deoksiuridin=Bromodeoksitiridin, hiicre dongiisliniin S evresinde timin analogu olarak
replikasyona katilir ve bu sayede yeni sentezlenen DNA komplementer zincirine yerlesir.
Kardes kromatitlerdeki degisimler ise, ikinci mitoz bdliinmeyi gegiren hiicrelerde yani DNA

ipliginin her iki sarmalina BrdU yerlestikten sonra tespit edilebilmektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Kardes kromatit degisimi (Stults ve digerleri, 2014)

2.4.3. Mikroniikleus testi

Mikroniikleus (MN), mutajenik ve/veya andjenik etkilerin belirlenmesi i¢in hizli ve
giivenilir bir test olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Fenech, 2000). Ekonomik
Isbirligi ve Kalkinma Teskilatinin, fiziksel ve/veya kimyasal maddelerin olas1 genotoksik
etkilerini belirlemek amaciyla mikroniikleus testinin memeli hiicrelerinde nasil
uygulanacagina yonelik detayli bir yonergesi mevcuttur (OECD-487). Mikroniikleus, hiicre
boliinmesi esnasinda ortaya c¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan, asentrik kromozom
par¢asindan veya biitiin bir kromozomdan koken alan yapilardir. MN, sitoplazma igerisinde,
ana cekirdegin disinda, ¢ekirdek zari ile sarilmis bir genetik materyaldir (Ustiiner, 2011).
MN analizi, in vitro kosullarda, metafaz kromozomlarin1 tek tek incelemekten ziyade,
hiicrelerin ana ¢ekirdeklerinin disginda yer alan mikrogekirdeklerin  varligim
degerlendirmektedir. MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal

ve yapisal kromozom anormalliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir.
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Anoploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarima ve ig ipliklerinde fonksiyon
bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak sonugta MN
olusumunu tetiklemektedir (Sekil 2.6). Bu nedenle, hiicrelerde MN sayisinda artis
oldugunun belirlenmesi, somatik hiicrelerdeki genomik kararsizligin bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir. MN’ler, genellikle hiicre gemberini kontrol eden genlerdeki hasarlardan,
mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin diger pargalarindan ve

kromozomal hasarlardan kaynaklanabilir (Faqi, 2017; Kirsch-Volders ve Fenech, 2019).
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Sekil 2.6. Klastojen veya anojen ile hiicrede mikrontikleus olusumu (Nicolette, 2017)

Bu tez ¢alismasinin amaci, manyetik rezonans goriintiilemenin kalitesini artirmak ve saglikli
ve hasarli dokular arasindaki farkliliklar1 daha belirgin bir sekilde ayirt etmek amaciyla son
yillarda tibbi uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanan gadolinyum bazl
kontrast ajanlardan gadobutrol ve gadoversetamidin insan lenfositlerindeki in vitro
genotoksik etkilerini incelemektir. Bu amagla GBKA’larin genotoksik etkileri, yonergeleri
OECD tarafindan da 6nerilen ve yayinlanan Kromozom Anormallikleri ve Mikroniikleus
testleriyle incelenmistir. Ayrica, OECD yonergelerinden ¢ikarilmis olmasina ragmen,
uluslararasi diizeyde bir¢ok arastirict tarafindan hala yaygin bir sekilde kullanilan Kardes

Kromatit Degisimi testi de uygulanmistir. Bu ¢alisma ile gadobutrol ve gadoversetamidin
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aynt konsantrasyonlarinin insan lenfositlerinde herhangi bir genotoksik risk olusturup

olusturmadig ilk defa karsilastirmali olarak belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kromozom incelemesi icin materyal

Bu aragtirmada, manyetik rezonans goriintiillemede kullanilan gadobutol ve gadoversetamid
kontrast ajanlarinin insan periferal lenfositlerinde in vitro kosullarda olas1 genotoksik etkileri
incelenmistir. Periferal kan ornekleri, sigara ve alkol tiiketmeyen, herhangi bir saglik
problemi bulunmayan ve son aylarda herhangi bir genotoksik ajana maruz kalmamis,
gontlli olur formunu imzalayan, 20-30 yaslarindaki 2 kadin ve 1 erkek (toplam 3) donérden
alinmustir. Bu ¢alisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan 24.09.2018 tarihinde 671 nolu kararla onaylanmistir.
3.1.2. Test materyalleri ve kullanilan kimyasallar

Gadobutrol

Bu ¢aligmada test materyali olarak kullanilan gadolinyum bazli kontrast ajan gadobutrol
olup, kimyasal formiilii CisH31GdN4sO9 ve TUPAC adi 2-[4,10-bis(karboksilatometil)-7-
(1,3,4-trihidroxibiitan-2-yl)-1,4,7,10-tetrazasiklododek-1-yl]asetat;gadolinyum(3+)’dur.
Gadobutroliin yapis1 Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Gadobutroliin yapisi
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Gadoversetamid

Bu caligmada diger bir test materyali olarak kullanilan gadolinyum bazli kontrast ajan
gadoversetamidtir. Kimyasal formiili CyoH34GdNsOi1o olup IUPAC adi ise 2-[bis[2-
[karboksilatometil-[2-(2-metoksietilamino)-2-oksoetill ]amino]etilJamino]asetat;

gadolinyum (3+)’dur. Gadoversetamidin yapis1 Sekil 3.2’de gosterilmistir.

Sekil 3.2. Gadoversetamidin yapisi

Calismada kullanilan diger kimyasallar

Chromosome Medium B (Katalog No: F 5023), Glasiyal asetik asit (Katalog No: 64-19-7),
Metil alkol (Katalog No: 67-56-1), Entellan (Katalog No: 1079610500), di-Sodyum hidrojen
fosfat dodekahidrat (Katalog No: 10039-32-4), Potasyum dihidrojen fosfat (Katalog No:
A585477452) ve Giemsa (Katalog No: HX947066) Merck’ten, Sitokalasin-B (Katalog
No0:14930-96-2), Mitomisin-C (Katalog No: 200-008-6), Bromodeoksiiiridin (Katalog No:
59-14-3) ve Kolkisin (Katalog No:64-86-8) Sigma'dan temin edilmistir. Diger kimyasallar
teknik formda bulunmaktadir.

3.2. Metot

3.2.1. Calismada kullanilan konsantrasyonlarin belirlenmesi

Test materyali olarak kullanilacak gadobutrol ve gadoversetamidin, insan lenfositlerine
uygulanacak konsantrasyonlarinin belirlenmesinde LDso ve insanlarda onerilen kullanim
dozlar1 dikkate alinmistir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalardan elde edilen bilgilere gore

gadobutroliin LDso degerinin rodentlerde 25 mmol/kg, gadoversetamidin ise farelerde 25
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mmol/kg oldugu belirlenmistir (Bellin ve digerleri 2003; Wible JR ve digerleri, 2001).
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi'nden edinilen bilgiye gore, her iki kontrast ajanin da
insanlarda 6nerilen intravendz kullanim dozu 0,1 mmol/kg’dir (FDA, 2011; FDA, 2013). Bu
arastirmada, gadobutroliin rodentlerdeki LDso degeri ve insanlarda 6nerilen kullanim dozu
dikkate alinarak 0,875, 1 750, 3 500, 7 000, 14 000, 28 000, 56 000, 112 000 ve 604 000
png/mL’lik konsantrasyonlart ile bir 6n deneme gergeklestirilmistir. Elde edilen verilere
dayanarak, bu ¢alismada kullanilmak {izere gadobutroliin 7 000, 14 000, 28 000, 56 000 ve
112 000 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 secilmistir. Gadoversetamidin de hem farelerdeki
LDso degeri ve hem de insanlarda 6nerilen kullanim dozu g6z 6niine alinarak 1 750, 3 500,
7 000, 14 000, 28 000, 56 000, 112 000 ve 330 000 pg/mL’lik konsantrasyonlari kullanilarak
on denemeler gergeklestirilmistir. Bu 6n deneme sonuglarina goére, gadoversetamidin de 7
000, 14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL’lik konsantrasyonlar: segilmistir. Insan
lenfositleri, gadobutrol ve gadoversetamidin segilen bu konsantrasyonlar1 ile, kullanilacak

teste gore 24 ve/veya 48 saat kiiltiire edilmistir.
3.3. Preparatlarin Hazirlanmasi
3.3.1. Kiiltiire alinms insan lenfositlerindeki ¢calismalar

Kromozom anormallikleri testi, Evans’in (1984: 405, 427) yonteminde bazi degisiklikler ile
(Yiizbasioglu ve digerleri, 2006), kardes kromatit degisimi testi ise Perry ve Wolff’un (1974)
yonteminde bazi degisiklikler (Speit ve Haupter, 1985) yapilarak gergeklestirilmistir. Bu
testler i¢in, 2,5 mL Chromosome medium B besiyeri igeren tiiplere, heparinli enjektorle
donorlerden temin edilen periferal kandan 0,2 mL ilave edilmistir. Ay tiipe 10 pg/mL
olacak sekilde BrdU (5-Bromo-2-deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) eklenmis ve tiipler
37°C’deki etiivde 72 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Gadobutrol ve gadoversetamidin 7
000, 14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL’lik konsantrasyonlari, kiiltiiriin son 24
ve/veya 48 saatinde her bir tiipe ayr1 ayri ilave edilmistir. Uygulama gruplarina ek olarak,
negatif kontrol grubuna distile su ve pozitif kontrol grubuna da 0,20 pg/mL’lik Mitomisin-
C (MMC) ilavesi yapilmistir. Kiiltiir sonlanmadan 2 saat 6nce (kiiltiiriin 70. saatinde) tiiplere
0,06 pg/mL olacak sekilde kolkisin eklenmistir. Inkiibasyonun 72. saatinde kiiltiir
sonlandirilmistir. Etiivden alinan tiipler, 1 200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, tiiplerin

iist kisminda kalan siipernatant atilmis ve dipte kalan hiicre slispansiyonlarina 5 mL 0,075
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M KCI ¢ozeltisi ilave edilmistir. Hiicreler bu sekilde 37°C’lik etiivde 30 dakika inkiibe
edilmis ve ardindan 1 200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir.
Daha sonra hiicrelere soguk 3:1 metanol:asetik asit ¢ozeltisiyle 3 kez tespit islemi
uygulanmistir. Yeniden santrifiij edilen tiiplerdeki siipertanant atilmis ve tiiplerin dibinde
kalan, beyaz kan hiicrelerini igeren slispansiyon homojenize edilerek lamlara yayilmistir.

Hazirlanan preparatlar oda sicakliginda 1 giin boyunca kurumaya birakilmistir.

Mikroniikleus testi

Mikroniikleus testi, Fenech’in (2000) yonteminde bazi degisikliklikler (Kirsch-Volders ve
digerleri, 2011) uygulanarak ger¢eklestirilmistir. Dondrlerden, heparinli enjektdrle temin
edilen periferal kan, i¢inde 2,5 mL. Chromosome medium B bulunan tiiplere, 0,2 mL olacak
sekilde ilave edilmistir. Kiiltiir tiipleri 37°C’deki etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmaistir.
Hiicre kiiltiiriiniin 24. saatinde, tliplere hem gadobutroliin ve hem de gadoversetamidin 7
000, 14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL’lik konsantrasyonlari ilave edilmistir. Negatif
kontrol olarak distile su ve pozitif kontrol olarak Mitomisin-C (MMC) (0,20 pg/mL)
kullanilmistir. Sitokinezi bloke etmek amaciyla, inkiibasyonun 44. saatinde, her bir tiipe 5,2
ug/mL Sitokalasin-B ilave edilmistir. Kiiltiirtin 72. saatinde inkiibasyon sonlandirilarak
tiipler 1 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatan atilmis ve tiiplerin
dibinde kalan hiicre siispansiyonuna 0,075 M KCI c¢ozeltisi eklenmistir. Takiben 1 000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilen tiiplerdeki siipernatant atilmis ve soguk 3:1 metanol:asetik
asit ¢ozeltisi ile 3 kez hiicrelerin fiksasyonu saglanmistir. Son fiksasyon ¢ozeltisine %1°lik
formaldehit eklenmis ve tekrar santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Tiiplerin
dibinde kalan hiicre silispansiyonu homojenize edilerek lamlara yayilmistir. Hazirlanan

preparatlar, oda sicakliginda 1 giin siireyle kurumaya birakilmistir.

Preparatlarin boyanmasi

Kromozom anormallikleri, mikroniikleus ve mitotik indeksin belirlenmesi i¢in preparatlar
Sorensen tamponu ile hazirlanan %5’lik Giemsa (pH 6,8) ile 15-25 dakika boyanmustir.
Kardes kromatit degisimi ve replikasyon indeksinin degerlendirilmesi i¢in preparatlar Speit
ve Haupter’in (1985) yonteminde bazi degisiklikler yapilarak Floresan+Giemsa metoduna
gore boyanmistir. Boyamadan once preparatlar Sorensen tamponunda (pH 6,8), 254 nm

dalga boyunda 13 dakika 1sinlanmis ve takiben 60°C’de 1xSSC’de (salin sodyum sitrat) 1
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saat inkiibe edilmistir. Daha sonra preparatlar %5°lik Giemsa ile boyanmis, oda sicakliginda

kurutulmus ve entellan ile daimi hale getirildikten sonra mikroskobik incelemeye alinmuistir.

Kromozom anormallikleri ve mitotik indeksin belirlenmesi

Kromozom anormalliklerinin belirlenmesi amaciyla her bir uygulama ve kontrol grubuna ait
preparatlardan kromozomlar1 iyi dagilmis olan toplam 300 metafaz (2 kadin ve 1 erkek
dondriin her birisinden 100 metafaz) degerlendirilmistir. Biitiin uygulama ve kontrol gruplari
icin anormal hiicrelerin yiizdesi ve hiicre basina diisen kromozom anormalligi (KA/Hiicre)
sayis1 tespit edilmistir. Mitotik indeksin belirlenmesi i¢in de her bir uygulama ve kontrol
grubuna ait preparatlardan 3 000 (2 kadin ve 1 erkek dondriin her birisinden 1 000) metafaz
hiicresi incelenmistir. Mitotik indeks, boliinen hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina ylizde

cinsinden orani ile belirlenmistir.

Kardes kromatit degisimi ve replikasyon indeksinin belirlenmesi

Kiiltiir ortamina ilave edilen BrdU ve takiben uygulanan isinlama ve boyama islemleri
sonucunda kardes kromatitler arasindaki par¢a degisimleri kolayca ayirt edilmis ve
degerlendirilmistir. Bu amagla, her bir uygulama ve kontrol grubu i¢in, kromozomlart iyi
dagilmis ikinci mitozdaki 75 (2 kadin ve 1 erkek dondriin her birinden 25) hiicre
incelenmistir. Replikasyon indeksinin (RI) belirlenmesinde, her bir uygulama ve kontrol
grubu i¢in toplam 300 (2 kadin ve 1 erkek dondriin her birinden 100) hiicre
degerlendirilmistir. (RI)=[1x(M1)+2x(M2)+3x(M3)]/N (N=incelenen toplam hiicre sayis1)
formiiliiyle hesaplanmistir. Bu formiildeki M1: birinci, M2: ikinci ve M3: iigiincii mitoz

boliinme evresindeki hiicreleri gostermektedir.

Mikroniikleus (MN) frekansinin ve niikleer boliinme indeksinin (NBI) belirlenmesi

Mikroniikleus frekansi, ¢ekirdek boliinmesini tamamlamis ancak kiiltiir ortamina ilave
edilen Sitokalasin-B nedeniyle sitoplazmik boliinmeyi tamamlayamamis cift c¢ekirdekli
(biniikleat) hiicreler degerlendirilerek hesaplanmistir. Her bir uygulama ve kontrol grubu
icin toplam 3 000 (2 kadin ve 1 erkek donériin her birinden 1 000) bintikleat hiicre
degerlendirilmistir. Bir mikroniikleus (IMN), iki mikroniikleus (2MN) ve 3 mikroniikleus
(B3MN) tastyan hiicreler sayilmis ve [IX(IMN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)]/N (N=
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incelenen toplam hiicre sayisi) formiilii ile MN/hiicre (hiicre basina diisen MN sayisi) elde
edilmistir. Niikleer boliinme indeksi (NBI) ise, her bir uygulama ve kontrol grubu igin
toplam 1 500 (2 kadin ve 1 erkek dondriin her birinden 500) hiicre kullanilarak
degerlendirilmistir. NBI=[1x(IN)+2x(2N)+3x(3N+4N)]/N (N= incelenen toplam hiicre
sayis1) formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Burada kullanilan 1N= bir ¢ekirdekli hiicreleri,
2N= iki ¢ekirdekli hiicreleri, 3N= ii¢ ¢ekirdekli hiicreleri ve 4N= dort ve daha fazla

cekirdekli hiicreleri gostermektedir.

Istatistiksel analizler

Bu calisgmada kullanilan kontrast ajanlardan gadobutrol ve gadoversetamidin her bir
uygulama konsantrasyonu ve uygulama siiresinin kontrol gruplariyla karsilagtirilmasi i¢in
mitotik indeks, anormal hiicre frekansi, hiicre basina diisen kromozom anormalligi,
replikasyon indeksi, mikroniikleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi i¢in z-testi; kardes
kromatit degisimlerinde t-testi kullanilmistir. Ayrica negatif kontrole kiyasla anlamli
degisim gozlenen uygulama gruplari i¢in doz-cevap iliskisini saptamak amaciyla SPSS 15.0

bilgisayar programiyla regresyon analizi ger¢eklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Gadobutrol ve Gadoversetamidin Kromozom Anormallikleri Uzerine Etkileri

Gadobutrol ve gadoversetamidin kromozom anormallikleri iizerine etkilerini belirlemek
amaciyla, lenfositler her iki maddenin 7 000, 14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL
olmak {izere bes farkli konsantrasyonu ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Hem gadobutrol
ve hem de gadoversetamid lenfositlerde kromatit kirigi, kromozom kirigi, fragment,
disentrik kromozom, kardes kromatidlerde birlesme ve halka kromozom olmak iizere 6 farkl
yapisal kromozom anormalligi ile poliploidi ve endoreduplikasyon seklinde 2 farkli sayisal
kromozom anormalligi olusturmustur. Her iki etken maddede en sik goriilen yapisal
anormallik tipi kromatit kirigidir. Gadobutrol icin bu anormalligi sirasiyla kardes
kromatitlerde birlesme, kromozom kirigi, disentrik kromozom, fragment, kardes kromatit
degisimi ve halka kromozom takip ederken, gadoversetamid i¢in siralama kromozom kirigi,
kardes kromatitlerde birlesme, disentrik kromozom, fragment, kromatit degisimi ve halka
kromozom seklindedir. Gadobutrol %89 oraninda yapisal anormallik olustururken, %11
oraninda sayisal anormallik olusturmustur. Diger yandan gadoversetamid %51 oraninda
yapisal anormallige karsilik %49 oraninda sayisal anormallik olusturmustur (Cizelge 4.1,

Cizelge 4.2, Resim 4.1, Resim 4.2, Resim 4.3, Resim 4.4).

Hem gadobutroliin ve hem de gadoversetamidin tiim konsantrasyonlari, 24 saatlik
uygulamada, anormal hiicre frekansinda negatif kontrole kiyasla doza bagli artiglara sebep
olurken, bu artis gadobutrolde sadece en yiiksek konsantrasyon olan 112 000 pg/mL’de
(r=1), gadoversetamid uygulamasinda ise en yiiksek ii¢ konsantrasyonda (28 000, 56 000 ve
112 000 pg/mL) (r=0,83) anlaml diizeydedir. 48 saatlik uygulamada ise, gadobutroliin en
yiiksek ii¢ konsantrasyonu (28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL) anormal hiicre frekansinda
negatif kontrole kiyasla doza bagl artisa sebep olurken (r=0,9), bu artislardan sadece en
yiiksek konsantrasyonun anlamli oldugu belirlenmistir. 48 saatte, gadoversetamidin ayni
konsantrasyonlari da, anormal hiicre frekansinda negatif kontrole kiyasla doza bagli artislara
sebep olmustur (r=1). Bu artislarin, en diisiik konsantrasyon (7 000 pg/mL) disindaki diger
tiim konsantrasyonlarda anlamli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Sekil 4.1,
Sekil 4.2).
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Hiicre basina diisen kromozom anormalligi frekansinda hem gadobutroliin ve hem de
gadoversetamidin 24 saatlik tiim uygulamalar1 negatif kontrole gére doza bagl artisa sebep
olurken, bu artiglar, gadobutrolde en yiiksek 2 konsantrasyonda (56 000 ve 112 000 pg/mL)
(r=1), gadoversetamidde ise en diisiik konsantrasyon (7 000 pug/mL) disindaki diger tiim
konsantrasyonlarda (r=0,85) anlamli oldugu belirlenmistir. 48 saatlik uygulamada,
KA/Hiicre sayisinda, her iki etken maddenin tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole
kiyasla artisga neden oldugu, gadobutrol icin bu artislarin anlamli olmadig fakat
gadoversetamidin =~ 7 000 pg/mL’lik  konsantrasyonu  disindaki  diger tiim
konsantrasyonlarinda anlamli oldugu tespit edilmistir (r=0,94) (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2,
Sekil 4.3., Sekil 4.4).

Cizelge 4.1. Gadobutroliin insan lenfositlerinde kromozom anormallikleri lizerine etkisi

Test maddesi Uygulama
Siire  Konsantrasyon Anormallikler Anﬂ(:rgrll?l((}%ﬁ)cre K/-‘;/Iélgcre
(saat) (ng/mL) Yapisal Sayisal
ktk kzk f ds kkb ktd h p er
N.K. 24 0,00 2 1 - - 2 - -2 - 2,33 +0,87 0,02 +0,01
P.K (MMC) 24 0,20 4 8 3 3 3 6 - 1 - 9,33+£1,68"  0,09+0,02"
Gadobutrol 24 7 000 4 - - - 1 1 -3 - 3,00 + 0,98 0,03 +0,01
24 14 000 6 1 1 1 2 - - - - 3,67 + 1,09 0,04 +0,01
24 28 000 6 4 - 1 2 - - - - 433+1,18 0,04 +0,01
24 56 000 4 4 - - 5 - - 1 2 4,67+1,22 0,05+0,01"
24 112 000 303 - 16 1 - - 1 s567£134 006001
Anormallik % 40 21 18 53 28 35 0 57 43
Yapisal % = 89; Sayisal % = 11
N.K. 48 0,00 3 3 - - 2 - - - - 2,67 +0,93 0,03 +0,01
P.K. (MMC) 48 0,20 8 8 - 4 4 6 - 5 - 11,00+1,81""  0,12+0,02
Gadobutrol 48 7 000 2 2 - - 2 - 1 1 - 2,67 +0,93 0,03 +0,01
48 14 000 3 - - 2 2 - - - 1 2,67 +0,93 0,03 +0,01
48 28 000 4 1 1 3 - - - 1 - 3,00 + 0,98 0,03 +0,01
48 56 000 3 3 3 2 2 - -2 1 533+1,30 0,05 +0,01
48 112 000 5 5 - 2 3 - - 1 - 6,00+ 1,37 0,06 +0,01
Anormallik % 33 21,6 7,8 176 176 0 2 714 28,6
Yapisal % = 88; Sayisal % = 12
Genel Toplam % 37 21 46 11 23 2 1 64 36
ktk: kromatit kirigi, kzk: kromozom kirigy, f: fragment, ds: disentrik, kkb: kardes kromatitlerde birlesme, ktd: kromatit degisimi, h:

halka, p: poliploidi, er: endoreduplikasyon, SH: standart hata, N.K: negatif kontrol, P.K: pozitif kontrol-MMC
*Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

“"Kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
""Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Cizelge 4.2. Gadoversetamidin insan lenfositlerinde kromozom anormallikleri tizerine

etkisi
Test maddesi Uygulama Anormal hiicre KA/Hiicre
+ SH (%) + SH
Siire  Konsantrasyon Anormallikler
(saat) (ug/mL) Yapisal Sayisal
ktk kzk f ds kkb ktd h p er
N.K. 24 0,00 2 1 1 1 1 - - 4 - 3,00 £ 0,98 0,03+0,01
P.K. (MMC) 24 0,20 2 11 - 3 4 4 - 10 - 1033%1,76" 0,11+0,02"
Gadoverse- 24 7 000 1 2 - - 1 - - 7 2 433+1,18 0,04 +0,01
tamid 24 14 000 7 3 - - - - - 8 3 7,00 £ 1,47 0,07 +£0,01"
24 28 000 5 2 - - 1 - - 8 5 7,00 £ 1,47 0,07 +£0,01"
24 56 000 3 4 1 - 2 - - 3 1 6,67 = 1,44 0,07 £0,01"
24 112 000 3 7 - 1 - - - 7 3 7,00 £ 1,47 0,07 +£0,01"
Anormallik % 44 42 23 23 93 0 0 70 30
Yapisal % = 48; Sayisal % = 52
N.K. 48 0,00 2 1 - - - - 1 1 1 2,00 + 0,81 0,02+ 0,01
P.K (MMC) 48 0,20 16 10 - 1 1 6 - 10 - 1433£2,02"  0,15+0,02
Gadoverse- 48 7 000 2 2 - - - - 1 3 - 2,67+0,93 0,03+0,01
tamid 48 14 000 8 1 - - - - - 5 1 5,00 £1,26" 0,05 +£0,01"
48 28 000 2 3 - 2 - - - 11 2 6,67 £1,44™ 0,07 £0,01™"
48 56 000 4 5 - 1 1 1 - 10 1 10,00+ 1,73 0,10+ 0,02™
48 112 000 8 9 1 - 2 - - 8 6 11,33+£1,83"™  0,11£0,02™
Anormallik % 453 377 19 57 57 19 19 79 21
Yapisal % = 50,5; Sayisal % = 49,5
Genel Toplam 448 395 2 4 1713 1 1 74 26
ktk: kromatit kirigi, kzk: kromozom kirigy, f: fragment, ds: disentrik, kkb: kardes kromatitlerde birlesme, ktd: kromatit degisimi, h:

halka, p: poliploidi, er: endoreduplikasyon, SH: standart hata, N.K: negatif kontrol, P.K: pozitif kontrol-MMC

“Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
"Kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlaml (z testi)
*"Kontrole gore p<0.,01 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.1. 24 saatlik uygulamada, gadobutrol ve gadoversetamidin, anormal hiicre frekansi
iizerine etkisi
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Sekil 4.2. 48 saatlik uygulamada, gadobutrol ve gadoversetamidin, anormal hiicre frekansi
iizerine etkisi
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Sekil 4.4. 48 saatlik uygulamada, gadobutrol ve gadoversetamidin, hiicre bagina diisen

anormallik sayisina etkisi

35



36

Resim 4.1. Gadobutrol etken maddesinin insan lenfositlerinde olusturdugu yapisal
kromozom anormallikleri a) kromozom kirig1 ve kardes kromatitlerde birlesme
b) kromozom kirig1 ve disentrik kromozom c) fragment d) halka kromozom e)

kromatit degisimi



Resim 4.2. Gadobutrol etken maddesinin insan lenfositlerinde olusturdugu sayisal
kromozom anormallikleri a) endoreduplikasyon b) poliploidi

Resim 4.3. Gadoversetamid etken maddesinin insan lenfositlerinde olusturdugu yapisal
kromozom anormallikleri a) kromatit kirig1 ve disentrik kromozom b)
kromozom kirig1 ve halka kromozom c) fragment d) kromatit degisimi e)
kardes kromatitlerde birlesme

37
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Resim 4.3. (devam) Gadoversetamid etken maddesinin insan lenfositlerinde olusturdugu
yapisal kromozom anormallikleri a) kromatit kirig1 ve disentrik kromozom
b) kromozom kirig1 ve halka kromozom c) fragment d) kromatit degisimi e)
kardes kromatitlerde birlesme

Resim 4.4. Gadoversetamid etken maddesinin insan lenfositlerinde olusturdugu sayisal
kromozom anormallikleri a) endoreduplikasyon b) poliploidi

4.2. Gadobutrol ve Gadoversetamidin Kardes Kromatit Degisimi, Mitotik Indeks ve
Replikasyon Indeksi Uzerine Etkileri

Periferal insan lenfositlerinde, gadobutrol 1-12 arasinda, gadoversetamid ise 1-15 arasinda
kardes kromatid degisimi olusturmustur. Gadobutroliin 24 saatlik uygulamalar1 sonucunda,
tiim konsantrasyonlarin, insan lenfositlerinde kardes kromatit degisimini negatif kontrole
kiyasla doza bagl sekilde (r=0,86) artirdig1 belirlenmistir. Bu artiglarin sadece en yiiksek

konsantrasyon olan 112 000 pg/mL’de anlamli oldugu tespit edilmistir. Gadoversetamidin
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ayni konsantrasyonlarinin 24 saatlik uygulamasinda ise, gadobutrolden farkli olarak, 7 000
png/mL’lik konsantrasyon haricinde diger tiim konsantrasyonlarin kardes kromatit
degisiminde negatif kontrole kiyasla anlamli bir artisa sebep oldugu belirlenmistir (r=0,90)

(Cizelge 4.3, Cizelge 4.4. Sekil 4.5, Sekil 4.6, Resim 4.5).

48 saatlik uygulamada, gadobutroliin tiim uygulama konsantrasyonlari, kardes kromatit
degisiminde negatif kontrole kiyasla doza bagl bir artis gostermistir (r=0,90), ancak
bunlardan 56 000 ve 112 000 pg/mL’lik uygulamalar anlamli diizeydedir. Gadoversetamidin
48 saatlik uygulamalarinda da KKD/Hiicre diizeyi, negatif kontrole kiyasla doza bagli bir
artis géstermistir (r=0,90), ancak, 7 000, 56 000 ve 112 000 ug/mL’lik konsantrasyonlardaki
artiglarin, negatif kontrole goére anlamli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4.
Sekil 4.5, Sekil 4.6, Resim 4.5).

Kromozom anormalliklerinin gozlenmesinde kullanilan preparatlarda mitotik indeks
degerleri de belirlenmistir. Bu incelemelere gore, hem gadobutroliin (r=-1) ve hem de
gadoversetamidin (r=-0,90) 24 saatlik uygulamasinda, mitotik indekste, negatif kontrole
kiyasla doza bagli bir azalma meydana gelmistir. Mitotiks indeksteki azalma, hem
gadobutrol ve hem de gadoversetamidin 56 000 ve 112 000 pg/mL’lik konsantrasyonlarinda
negatif kontrole kiyasla anlaml diizeydedir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4, Sekil 4.7). 48 saatlik
uygulamada, gadobutrol, negatif kontrole kiyasla mitotik indekste doza bagl bir diisiise
sebep olmustur (r=-1). Gadobutroliin 56 000 ve 112 000 ng/mL’lik konsantrasyonlarindaki
diisiis, negatif kontrole kiyasla anlamli diizeydedir. Ayni uygulama siiresinde,
gadoversetamidin de tiim konsantrasyonlari, negatif kontrole kiyasla mitotik indekste doza
baglh diisiislere sebep oldugu belirlenmistir (r=-0,90). Bu diisiisler, 7 000, 56 000 ve 112 000
ng/mL konsantrasyonlarda negatif kontrole gore anlamlidir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4, Sekil
4.8).

Bu ¢alismada, gadobutrol ve gadoversetamidin 5 farkli konsantrasyonunun 24 ve 48 saatlik
uygulamalarinin, replikasyon indeksi lizerinde, negatif kontrole kiyasla anlaml1 bir farkliliga

neden olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4, Sekil 4.9, Sekil 4.10).
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Cizelge 4.3. Gadobutroliin kardes kromatit degisimi, replikasyon ve mitotik indeks {izerine

etkisi
Test maddesi Uygulama Min KKD/Hiicre M, M, M; Ri+ SH Mi+ SH
Maks +SH %
KKD
Siire Konsantrasyon
(saat) (png/mL)
N.K. 24 0,00 0-11 3,69+0,18 45 92 163 2,39:0,04 7,87+0,49
P. K (MMC) 24 0,20 9-34 17,99+0,65" 162 89 49 1,62+0,04 4,03:0,36™"
Gadobutrol 24 7000 1-7 3,79+0,14 52 94 154  2,34:0,04 7,47+0,48
24 14 000 2-7 4,1340,13 67 85 148  2,27+0,05 6,77+0,46
24 28 000 2-6 4,03+0,13 83 85 132 2,16=0,05 6,63+0,45
24 56 000 3-8 4,15+0,12 97 89 114  2,06=0,05 6,2320,44"
24 112 000 39 5,03+0,17" 117 85 98 1,94+0,05 5,93:0,43""°
N.K. 48 0,00 1-6 3,81+0,16 42 92 166 2,41+0,04 7,40+0,48
P. K (MMC) 48 0,20 7-38 26,20:0,69" 160 93 47 1,62+0,04 3,73:0,35™"
Gadobutrol 48 7 000 1-9 4,11<0,17 53 85 162  2,36+0,04 6,60-0,45
48 14 000 2-8 4,20+0,15 67 88 145  2,26+0,05 6,37+0,45
48 28 000 3-8 4,23+0,14 88 94 118  2,10+0,05 6,17+0,44
48 56 000 2-10 4,99+0,17" 105 83 112 2,10«0,05 5,63+0,42""°
48 112 000 3-12 5,77+0,19" 130 84 86 1,48+0,04 5,07+0,407"¢

KKD: kardes kromatit degisimi, M1: mitoz 1, M2: mitoz 2, M3: mitoz 3, RI: replikasyon indeksi, Mi: mitotik indeks, SH: standart hata,
N.K: negatif kontrol, P.K: pozitif kontrol-MMC,
“Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
"*Kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
“*Kontrole gére p<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)



Cizelge 4.4. Gadoversetamidin kardes kromatit degisimi, replikasyon ve mitotik indeks
tizerine etkisi
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Test maddesi Uygulama Min KKD/Hiicre M, M, M; Ri+ SH Mi+ SH
Maks +SH %
KKD
Sire  Konsantrasyon
(saat) (png/mL)
Negatif Kontrol 24 0,00 1-10 3,96+0,25 56 41 103 2,24:0,06 7,25+0,58
P. K (MMC) 24 0,20 4-25 13,28+0,92" 105 48 47 1,71+0,06 3,70+0,42""
Gadoversetamid 24 7000 1-9 3,86+0,25 67 48 87 2,12+0,06 6,30-0,54
24 14 000 2-11 5,24+0,29" 72 51 77 2,03+0,06 6,40+0,55
24 28 000 2-9 5,02:0,24" 80 49 71 1,96=0,06 6,55+0,55
24 56 000 39 5,68:0,22" 93 50 57 1,82+0,06 5,60:0,51™
24 112 000 3-15 6,70+0,33" 100 50 50 1,75+0,06 4,400,467
Negatif Kontrol 48 0,00 1-10 4,24+0,28 47 55 98  2,26+0,06 7,85+0,60
P. K (MMC) 48 0,20 5-37 17,78+1,14" 106 52 42 1,68+0,06 3,85:0,43""
Gadoversetamid 48 7 000 2-11 5,06:0,26" 57 45 98  2,21+0,06 6,2520,54"
48 14 000 0-9 4,88+0,26 55 53 92 2,19:0,06 6,35:0,55
48 28 000 2-9 4,68+0,27 70 42 88  2,09:0,06 6,40+0,55
48 56 000 2-11 6,18+031" 106 35 59 1,77+0,06 5,05+0,49""
48 112 000 0-12 7,06+0,38" 113 40 47 1,67+0,06 4,20+0,45™"

KKD: kardes kromatit degisimi, M1: mitoz 1, M2: mitoz 2, M3: mitoz 3, RI: replikasyon indeksi, MI: mitotik indeks, SH: standart hata,

N.K: negatif kontrol, P.K: pozitif kontrol-MMC,
*Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
"*Kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
"®Kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

**Kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.5. 24 saatlik uygulamada gadobutrol ve gadoversetamidin kardes kromatit
degisimine etkisi
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Sekil 4.6. 48 saatlik uygulamada gadobutrol ve gadoversetamidin kardes kromatit
degisimine etkisi
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Sekil 4.7. 24 saatlik uygulamada gadobutrol ve gadoversetamidin mitotik indekse etkisi
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Sekil 4.8. 48 saatlik uygulamada gadobutrol ve gadoversetamidin mitotik indekse etkisi
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Sekil 4.9. 24 saatlik uygulamada gadobutrol ve gadoversetamidin replikasyon indeksine

etkisi
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Sekil 4.10. 48 saatlik uygulamada gadobutrol ve gadoversetamidin replikasyon indeksine
etkisi
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Resim 4.5. Etken maddelerin insan lenfositlerinde olusturdugu kardes kromatit degisimleri
a) gadobutrol, b) gadoversetamid

4.3. Gadobutrol ve Gadoversetamidin Mikroniikleus Olusumuna Etkileri

Gadobutrol ve gadoversetamidin insan lenfositlerinde mutajenik ve/veya andjenik etkilerini
belirlemek amaciyla mikronukleus testi de kullanilmistir. Biniikleer hiicrelerin
incelenmesiyle yapilan analizlerde, gadobutrol ve gadoversetamidin her ikisinin de insan
lenfositlerinde 1 mikronukleuslu binukleatlar olusturdugu gozlenmistir. Her iki etken
maddenin de MN frekansinda negatif kontrole kiyasla artiglara sebep oldugu
(gadoversetamid, 7 000 pg/mL harig), ancak bu artiglarin sadece gadoversetamidin 112 000
pg/mL’lik konsantrasyonunda anlamli diizeyde oldugu tespit edilmistir (r=0,80). Diger
yandan, hem gadobutrol ve hem de gadoversetamid, niikleer boliinme indeksinde, negatif
kontrole kiyasla azalmaya sebep olmustur ancak bu azalmalarin istatistiksel acidan anlaml

olmadig belirlenmistir (Cizelge 4.5, Cizelge 4.6, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Resim 4.6).
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Cizelge 4.5. Gadobutroliin mikroniikleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi iizerine

etkisi
Test maddesi Uygulama Incelenen Biniikleat MN + SH NBI+ SH
biniikleat hiicrelerdeki %
Siire  Konsantrasyon hiicre mikroniikleus
(saat) (ng/mL) sayis1 say1si
1)
N. K. 48 0,00 3000 6 0,17+0,08 1,70+0,33
P.K (MMC) 48 0,20 3000 28 0,93+0,18"* 1,5040,31
48 7 000 3000 2 0,20+0,08 1,67+0,33
48 14 000 3000 4 0,20+0,08 1,64+0,33
48 28 000 3000 4 0,27+0,09 1,2440,29
48 56 000 3000 5 0,23+0,09 1,47£0,31
48 112 000 3000 11 0,37+0,11 1,36+0,30

NBI: niikleer boliinme indeksi, SH: standart hata, N.K: negatif kontrol, P.K.: pozitif kontrol-MMC
*"Kontrole gdre p<0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)

Cizelge 4.6. Gadoversetamidin mikroniikleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi tizerine

etkisi
Test Uygulama Incelenen Biniikleat MN + SH NBi+ SH
maddesi biniikleat hiicrelerdeki %
Sire  Konsantrasyon hiicre mikroniikleus
(saat) (ug/mL) say1s1 say1s1
(1)
N. K. 48 0,00 3000 4 0,13+0,07 1,69+0,33
P. K (MMC) 48 0,20 3000 30 1,00+0,18"" 1,53+0,32
48 7 000 3000 4 0,13+0,07 1,65+0,33
48 14 000 3000 5 0,17+0,08 1,62+0,33
48 28 000 3000 5 0,17+0,08 1,23£0,28
48 56 000 3000 8 0,27+0,09 1,50+0,31
48 112 000 3000 16 0,53+0,13" 1,31£0,29

NBI: niikleer béliinme indeksi, SH: standart hata, N.K: negatif kontrol, P.K.: pozitif kontrol-MMC
"Kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)
*"Kontrole gére p<0,001 diizeyinde anlaml1 (z-testi)
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MN (%)
(en]
<

Y]

% %k
% %k %k
1
08 Negatif Kontrol
u Pozitit Kontrol
** ®7 000 pg/ml
B[4 000 pg/ml.
m28 000 pg/mL
0.4 56 000 pg/ml
B[ 12000 pg/mL
0,
I
I i
0

Gadobutrol Gadoversetamid

Sekil 4.11. 48 saatlik uygulamada, gadobutrol ve gadoversetamidin mikroniikleus
frekansina etkisi

1.8
1.6
14
12 Negatif Kontrol
m Pozitit Kontrol
1 17 000 pg/mlL
% o B[4 000 pe/mL
28 000 pg/mL
0,6 B 56 000 pg/mlL
B 12000 png/mL
0.4
0.2
0

Gadobutrol Gadoversetamid

Sekil 4.12. 48 saatlik uygulamada, gadobutrol ve gadoversetamidin niikleer boliinme
indeksine etkisi
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b)

Resim 4.6. Etken maddelerin olusturdugu bir mikroniikleuslu bintikleat hiicreler
a) gadobutrol, b) gadoversetamid
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5. TARTISMA

Manyetik rezonans goriintiilemede kullanilan kontrast ajanlar, goriintiilerde daha iyi bir
kontrast saglanmasi ve saglikli dokularin patalojik dokulardan ayirt edilebilmesi ve boylece
hastaliklarin tanisinin daha kesin bir sekilde yapilabilmesi amaciyla son yillarda yaygin bir
sekilde uygulanmaktadir (Geraldes ve Laurent, 2009). Giiniimiizde yapilan MRG
incelemelerinin  neredeyse yarisinda kontrast maddeleri kullanilmaktadir. MR
goriintiilerinde daha yiiksek bir kalite sundugu i¢in, bu maddelerin kullanim1 her gegen giin
daha da artmaktadir. Sagladiklar1 avantajlar nedeniyle, kontrast ajanlara duyulan ihtiya¢ da
artis gosterdigi i¢in, siirekli olarak yeni kontrast maddeler arastirilmakta ve kesfedilmektedir
(Xiao ve digerleri, 2016). MRG sirasinda en ¢ok kullanilan kontrast ajanlarin basinda
gadolinyum bazli kontrast ajanlar gelmektedir (Sen-Dokumaci, 2012). GBKA’lar, diger
ajanlara kiyasla daha yiiksek bir manyetik momente sahip oldugundan ve MR goriintiilerinin
kalitesini biiylik dl¢iide artirdigindan, son 30 yilda radyolojide yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir (Pullicino ve Das, 2017).

GBKA’larin, ilk yillarda nispeten zararsiz olduklar diisiiniilse de daha sonra nefrojenik
sistemik fibroz ile iliskili olduklar1 ve 6zellikle bobrek yetmezligi olan hasta gruplarinda
dikkatli kullanilmas1 gerektigi anlasilmistir (Pullicino ve Das, 2017). Klinik kullanim i¢in
onaylanan tiim GBKA'larin, normal bobrek fonksiyonu olan hastalarda, nispeten diisiik
dozlarda (0,1-0,3 mmol/kg) uygulandiginda giivenli oldugu diisiiniilmiistiir. 2014’e kadar
elde edilen gilivenlik kayitlar1 incelendiginde, tiim uygulamalarin olduk¢a az bir kisminda,
kabaca %0,03'linde ciddi istenmeyen reaksiyonlarin meydana geldigi bildirilmistir. Diger
yandan, 2014’ten bu yana yapilan ¢alismalarda gadolinyumun saglikli bireylerin beyin
dokularinda birikerek 6nemli yan etkiler meydana getirebilecegi tespit edilmistir (Ramalho,
Semelka, Nunes, Alobaidy ve Castillo, 2016). Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, bu
kontrast ajanlarin kullaniminin, saglam bir kan-beyin bariyeri olan hastalarda bile beyinde
gadolinyum birikmesine neden olabildigi bildirilmistir. Bu birikimin herhangi bir klinik etki
ile iliskili oldugu gosterilememesine ragmen, diizenleyici otoriteler tarafindan dikkatli

kullanilmas1 gerektigi onerilmistir (Pullicino ve Das, 2017).

Gadolinyumun insan viicudunda doku ve organlarda tutunup birikimini gosteren

caligmalarin sayist arttif1 igin, Avrupa Ilag Ajansi, Farmakovijilans Risk Degerlendirme
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Komitesi (2017), dogrusal selatli gadolinyum bazli kontrast maddelerinin kullaniminin
askiya alinmasmni onermistir. Buna karsilik, ABD Gida ve ilag Idaresi, bu ajanlarmn
kullaniminda bir kisitlama yapmamis ancak hastalarda kullanimlariyla ilgili bir takim
uyarilar yayinlamistir (Chehabeddine ve digerleri, 2019). Bu kisitlama ve uyarilara ragmen,
dogrusal GBKA’larin klinik tibbi goriintiilemelerde kullanimima devam edildigi
belirtilmektedir (Dekkers ve digerleri, 2018). Ancak, yapilan calismalar neticesinde,
kontrast ajanlarin nefrojenik sistemik fibroz gibi ciddi bir hastaliga neden oldugu, Ca*? ve
Zn*? gibi insan viicudunda bulunan iyonlarla transmetalasyon gerceklestirerek bazi biyolojik
aktivasyonlar1 bloke ettigi tespit edilmistir (Hazelton, Chiu ve Abujudeh, 2019). Kontrast
maddelerin, her gegen giin artan bu kullanimi1 ve yukarida bahsi gecen riskleri dikkate
alindiginda, insan saghg: {iizerinde biiylik bir endise uyandirmaktadir. Bu nedenle,
glinlimiizde kontrast maddelerin hem toksik ve hem de Ozellikle genotoksik etkilerinin

arastirildig caligmalarin sayisi artmaya baslamistir.

Bu c¢alismada, MRG’de goriintii kontastin1 artirmak amaciyla kullanilan gadobutrol ve
gadoversetamidin in vitro genotoksik etkileri kromozom anormallikleri, kardes kromatit
degisimi ve mikroniikleus test sistemleriyle arastirilmistir. Insan periferal lenfositleri, hem
gadobutroliin ve hem de gadoversetamidin 7 000, 14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL
konsantrasyonlar1 ile, KA ve KKD testlerinde 24 ve 48 saat, MN testinde ise 48 saat

muamele edilmistir.

Bu ¢alismada, 24 saatlik uygulamada, hem gadobutroliin ve hem de gadoversetamidin tiim
konsantrasyonlarinin anormal hiicre frekansinda negatif kontrole kiyasla artisa neden oldugu
tespit edilmistir. 24 saatlik uygulama siiresinde hem gadobutrol ve hem de gadoversetamid
muamelesinde, anormal hiicre frekansinda doza bagli artis gostermistir. Ancak, anormal
hiicre frekansindaki artiglar, gadobutrol muamelesinde, yalmizca 112 000 pg/mL’lik
konsantrasyonda negatif kontrole kiyasla anlamli diizeyde iken, gadoversetamid
muamelesinde ise, en diisik konsantrasyon (7 000 pg/mL) disindaki diger tiim
konsantrasyonlarda (14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL) anlaml1 diizeydedir. Hiicre
basma diisen anormallik diizeyi (KA/Hiicre) de, hem gadobutrol ve hem de
gadoversetamidin 24 saatlik uygulamalarinda, negatif kontrole kiyasla artiglar géstermistir.
Bu artiglar, gadobutroliin 56 000 ve 112 000 pg/mL’lik konsantrasyonlarinda anlamli

diizeyde iken, gadoversetamidin tiim kosantrasyonlarinda (7 000 pg/mL hari¢) anlamhi
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diizeydedir. 48 saatlik uygulamalarda ise, gadobutroliin 56 000 ve 112 000 pg/mL’lik
konsantrasyonlari, hiicre basina diisen anormal hiicre frekansini negatif kontrole kiyasla
artirmakla birlikte bu artislar anlamli degildir. Gadoversetamidin 48 saat uygulamasinda,
tim konsantrasyonlarin anormal hiicre frekansin1 negatif kontrole gore artirdig
belirlenmistir. Bu artislarin en diisiik konsantrasyon (7 000 pg/mL’lik) haricindeki diger tiim
dozlarda anlamli oldugu tespit edilmistir. Kisaca, insan lenfositlerinde gergeklestirilen
kromozom anormallikleri testine gore, gadobutroliin sadece en yliksek konsantrasyonunun
genotoksik potansiyele sahip oldugu gozlenirken, gadoversetamidin ise, en diisiik

konsantrasyonu disindaki diger tiim konsantrasyonlarda genotoksik oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 5.1).

Bu caligmada, gadobutrol ve gadoversetamidin her ikisinin de en yiiksek diizeyde
olusturdugu yapisal kromozom anormalligi kromatit kirigidir. Gadobutrol uygulamalarinda
%37 diizeyinde kromatit kirig1 goriiliirken, gadoversetamid muamelelerinde %44,8 kromatit
kirigr tespit edilmistir. Gadobutrol uygulamasinda, ikinci diizeyde sik goriilen yapisal
anormallik %23 diizeyinde tespit edilen kardes kromatitlerde birlesmedir. Gadoversetamidte
en sik karsilasilan ikinci yapisal anormallik, %39,5 oldugu tespit edilen kromozom kirigidir.
Gadobutrol muamelesinde, licilincli ve dordiincii siklikta gozlenen yapisal anormallikler
strastyla kromozom kirig1 %21 ve disentrik kromozom %11°dir. Fragment %4,6, kromatit
degisimi %2 ve halka kromozom %1 ise en diisiik diizeylerde gézlenmistir. Gadoversetamid
uygulamasinda 3. ve 4. sikliktaki yapisal anormalliklerin sirasiyla kardes kromatitlerde
birlesme (%5,7) ve disentrik kromozom (%5,7) oldugu gdzlenmistir. Fragment (%1,9),
kromatit degisimi (%1,9) ve halka kromozom (%1,9) en diisiikk frekansta gozlenen
anormalliklerdir. Sonug¢ olarak, gadobutrol uygulamalarinda %88,5 yapisal kromozom
anormalligi tespit edilirken, gadoversetamid uygulamalarinda %49,3 yapisal kromozom
anormalligi belirlenmistir. Bu durum, gadobutroliin gadoversetamide kiyasla daha cok
yapisal kromozom anormalligi olusturdugunu gostermektedir. Her iki etken maddenin
yapisal kromozom anormallikleri {izerindeki etkisi kiyaslandiginda, gadobutroliin daha
klastojenik oldugu goriilmektedir. Bu etken maddelerin sayisal kromozom anormallikleri
iizerindeki etkileri incelendiginde, gadobutroliin % 64 poliploidi ve %36 endoreduplikasyon
olmak iizere %11,5 sayisal anormallik olusumunu tetikledigi, gadoversetamidin ise, %74
poliploidi ve %26 endoreduplikasyon olmak {izere %50,8 sayisal anormallik olusturdugu

tespit edilmistir. Bu da, gadoversetamidin gadobutrole kiyasla, daha daha yiiksek frekansta
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sayisal kromozom anormallikleri olusturdugunu ve insan lenfositlerinde ig ipligi

olusumunda veya mitozda gorevli enzimler iizerinde etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Kromozom anormallikleri testi ile belirlenen yapisal anormalliklerin olusumunda,
onarilmamis veya yetersiz onarilmig DNA ¢ift zincir kiriklar1 ve telomerazda meydana gelen
fonksiyon bozuklugu sonucunda telomerin kisalmasi gibi 6nemli faktorler rol almaktadir.
Telomer kompleksi, hiicresel mitotik saati diizenleyerek kromozomlar1 ekzoniikleolitik
bozulmaya, DNA hasarina ve kromozomal kararsizliga karsi korumaktadir. Telomer
boyundaki kisalmalarin, periferal kan lenfositlerinde artan kromozomal aberasyonlarin
siklig1 ile iligkili olduguna dair kanitlar gittik¢e artmaktadir (Hemminki, Sivaramakrishna,
Ludovit, Veronika, Erika, Asta, Vodickova, Buchancova, Vodicka ve Rajiv, 2015; Li,
Hilmarsen, Hossain, Bjork, Hansteen, Albin, Skgelbred ve Broberg, 2013). Telomerler,
hiicresel dongiiniin her bir replikasyon siirecinde kisalarak zayif u¢lu hale geldigi icin,
onarim mekanizmalari tarafindan DNA c¢ift zincir kirigi olarak taninabilmektedir. Bu durum,
uctan uca kromozom flizyonlarmin, kirilma-fiizyon-kirilma dongiilerinin baglamasinin ve
ozellikle sayisal ve yapisal kromozom anormalliklerinin olusumuna sebep olabilmektedir
(Gostissa, Alt ve Chiarle, 2011). Bunlara ek olarak, hiicrede olusan serbest radikallerin de
kromozom anormalliklerinin olusumunda etkili oldugu belirtilmistir (Bolzdn ve Bianchi,
2018; Terzoudi, Hatzi, Donta-Bakoyianni ve Pantelias, 2011). Kromatit kiriklar1 ve
fragment, hiicre dongiisiiniin S evresinin sonlarinda veya Gz evresindeki DNA hasarindan
dolay1 meydana gelirken, kromozom kiriklari ise DNA’da genotoksik hasardan kaynaklanan
cift zincir kiriklar1 sonucunda Go veya G evrelerinde meydana gelmektedir (Bignold, 2009;
Durante, Bedford, Chen, Conrad, Cornforth, Natarajan, van Gent ve Obe, 2013; Lal, Begum,
Bharadwaj, Lalitha, Vijayalakshmi, Paul ve Maddaly, 2019; Natarajan ve Palitti, 2008;
Vodicka, Musak, Vodickova, Vodenkova, Catalano, Kroupa, Naccarati, Polivkova,
Vymetalkova, Forsti ve Hemminki, 2018). Disentrik kromozomlar, kirik olan iki ayri
kromozomun sentromerik parcalari arasinda degisim gerceklestiginde ortaya ¢cikmaktadir.
DNA zincir kiriklarinin onarimi, iki kromozomun yanlis onarimi veya anormal kromozom
replikasyonu gibi durumlar disentrik kromozomlarin olusumuna yol agmaktadir (Agrawala,
Adhikari ve Chaudhury, 2010). Kardes kromatitlerin birlesmesi ise, kromozomlarin terminal
bolgelerinde meydana gelen delesyonlardan kaynaklanmaktadir (Kayrayildiz ve Topaktas,
2001; Yilmaz, Unal, Yiizbasioglu ve Aksoy, 2008). Kromatit degisimi, triradyal veya

quadriradyal olmak iizere iki ayr1 sekilde olugabilen, kromozomlar arasindaki degisimlerden
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meydana gelmektedir (Yilmaz, Unal, Aksoy, Yiizbasioglu ve Celik, 2008). Halka
kromozomlar, genellikle her iki kromozom kolundaki iki terminal bolgenin kirilip
kopmasinin ardindan, kirik u¢larin fliizyonu ile veya kirik kromozom uglarinin baska bir kirik
kromozomun uglariyla birlesmesiyle olusan ve genetik materyal kaybiyla sonuglanan bir
anormalliktir (Sodré, Guilherme, Meloni, Brunoni, Juliano, Andrade, Belangero,
Christofolini, Kulikowski ve Melaragno, 2010). Halka kromozomlarin olusumunda etkili
olan bir diger mekanizma, subtelomerik dizi flizyonu veya genetik materyal kayb1 olmadan
gerceklesen telomer-telomer fiizyonudur (Henegariu, Pescovitz, Vance, Verbrugge ve
Heerema, 1997; Le Caignec, Boceno, Jacquemont, Tich, Rival ve David, 2004: 289, 296;
Sigurdardottir, Goodman, Rutberg, Thomas, Jabs ve Geraghty, 1999; Sodré ve digerleri,
2010; Vermeesch, Baten, Fryns ve Devriendt, 2002). Kromozom anormallikleri testi ile
belirlenebilen ve sayisal anormallik tipi olan poliploidi ve endoreduplikasyon, DNA
topoizomeraz II enziminde meydana gelen fonksiyon bozuklugundan, DNA
replikasyonundan sonra kromozomlarin segregasyonunda olusan hatalardan ve genomda
olusan kararsizliklardan kaynaklanmaktadir (Cortés ve Pastor, 2003; Jain, Singh, Dubey,
Maurya ve Pandey, 2018: 69, 92; Komaki ve Plewa, 2017; Yilmaz ve digerleri, 2008).

KA testinde belirlenen anormallikler, kullanilan test materyallerinin karsinojenik risklerinin
belirlenmesinde 6nemli bir rol almaktadir (Hsu, Hewes, Stavitskaya ve Kruhlak, 2018; Jain
ve digerleri, 2018). Bir kimyasalin kromozom anormalliklerine sebep olma potansiyeli,
ozellikle ¢ogu ila¢ aday1 i¢in erken ilag aday1 secimi, {iriin gelistirme ve yasal inceleme
sirasinda bir giivenlik endisesi yaratmaktadir. Bu nedenle, KA testinden elde edilen sonuglar
kimyasallarin genotoksik potansiyellerini belirmeye yardimci olmakla kalmaz, aym
zamanda ila¢ aday1 olan materyallerin giivenirliligini belirlemeye de yardimci olmaktadir
(Hsu ve digerleri, 2018). Klinik Oncesi aragtirmalarda, insan lenfositlerinde, metabolik
aktivasyon varliginda ve yoklugunda, 0,61-6,05 mg/mL konsantrasyonlardaki gadobutroliin
kromozom anormallikleri testi ile incelenmesi neticesinde, bu ajanin kromozom
anormalliklerinde anlaml1 bir artisa sebep olmadig1 ve sonugta genotoksik bir etkiye sahip
olmadig: bildirilmistir (Wack ve digerleri, 2012). Bu tez ¢alismasinda ise, MRG’de sikca
kullanilan bu kontrast ajanin yukaridaki preklinik arastirmaya kiyasla daha yiiksek
konsantrasyonlar1 incelenmis olup, anormal hiicre frekansinda, hem 24 ve hem de 48 saatlik
uygulamalarda en yiiksek konsantrasyon olan 112 000 pg/mL’de, KA/Hiicre frekansinda ise
24 saatlik uygulamada en yiiksek iki konsantrasyon olan 56 000 ve 112 000 pg/mL’de
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anlamli bir artisa sebep olmustur. Bu sonuglar, gadobutroliin 6zellikle yiliksek
konsantrasyonlarda genotoksik bir potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir. Bu

farklilik, kullanilan konsantrasyonlarin farkliligindan kaynaklanmais olabilir.

MRG’de kontrast ajan olarak kullanilan ve bu tez calismasinda genotoksik etkileri incelenen
gadoversetamid etken maddesinin, klinik Oncesi arastirmalarinda, CHO hiicrelerinde
kromozom anormallikleri testi uygulanmistir. Gadoversetamidin 630-5 000 pg/mL
araligindaki konsantrasyonlari ile muamele edilen hiicrelerde, 5 000 pg/mL’de, hem 24 ve
hem de 48 saatlik uygulamalarda, sayisal kromozom anormalliklerinde o6zellikle
endoreduplikasyon sayisinda anlamli artis meydana gelmistir. Yine 5 000 pg/mL’lik
konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasinda ¢esitli yapisal kromozom anormalliklerinde
anlaml1 artig oldugu belirtilmistir (Wible JR ve digerleri, 2001). Bu tez ¢calismasinda, in vitro
kosullarda insan lenfositlerine uygulanan gadoversetamidin 14 000, 28 000, 56 000 ve 112
000 pg/mL’lik konsantrasyonlari, hem anormal hiicre frekansinda ve hem de KA/Hiicre
frekansinda anlamli artiglar meydana getirerek, preklinik calismalardan elde edilen

sonuclarla uyumluluk gdstermistir.

MRG’de kullanilan kontrast ajanlardan, gadofosveset trisodyumun (Vasovist®), gadoksetik
asidin (Primovist®, gadodiamidin (Omniscan®) ve gadobenat dimegluminin (MultiHance®)
de, preklinik aragtirmalarda KA testi ile genotoksik potansiyelleri degerlendirilmistir. CHO
hiicrelerinde KA testi ile degerlendirilen gadofosveset trisodyum ve gadodiamidin herhangi
bir genotoksik etkisinin bulunmadigi belirlenmistir. Gadoksetik asidin ve gadobenat
dmegluminin insan lenfositlerinde yiiriitiilen KA testlerinde, diger kontrast ajanlara benzer
sekilde, negatif sonuglar olusturdugu i¢in genotoksik etkili olmadiklar1 bildirilmistir (D6hr
ve digerleri, 2007; Harpur ve digerleri, 1993; Morisetti ve digerleri, 1999; Steger-Hartmann
ve digerleri, 2006). Gadobenat dimegluminin, preklinik arastirmalarinin haricinde, insan
lenfositlerinde kromozom anormallikleri testi ile incelendigi bir arastirmada, 2,5-10 mM
araligindaki konsantrasyonlari ile calisilmis ve hi¢bir konsantrasyonda KA frekansinda
anlamli bir artis olmadig1 ve bu nedenle gadobenat dimegluminin genotoksik bir etkisinin
bulunmadig: belirtilmistir (Toritsuka, Daimon, Sawada, Sagami, Tirone, Morisetti, Bussi ve

Adams, 1999).
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Gadopentetat dimegluminin, genotoksik etkisinin olup olmadigini degerlendirmek amaciyla
farelerin kemik iligi hiicrelerinde kromozom anormallikleri testi uygulanmigtir. Yapilan
arastirmada, hem gadopentetat dimegluminin tek basma 0,6 mg/kg’lik konsantrasyonu ve
hem de kematorapatik bir ila¢ olan metotreksat (MTX) ile kombine sekilde etkileri
incelenmistir. Calismanin sonucunda, fare kemik iligi hiicrelerinde hem 24 saat ve hem de
48 saatlik uygulamalarda, gadopentetat dimegluminin hem tek basina ve hem de MTX ile
beraber uygulanmasi sonucunda, kromozom aberasyonlarinda, negatif kontrole kiyasla
anlaml bir artis olusturdugu tespit edilmistir. Bu nedenle, gadopentetat dimegluminin fare
kemik iligi hiicrelerinde genotoksik bir etkiye sahip oldugu ifade edilmistir (Maleek ve
Gheni, 2015).

Bu tez ¢alismasinda, gadobutrol ve gadoversetamid etken maddelerinin genotoksik etkileri
ikinci bir test olarak kardes kromatit degisimi testi ile de incelenmistir. KKD testi, kimyasal
ajanlarin potansiyel kromozomal mutajenitesini belirlemek amaciyla 1970'lerden beri
kullanilan bir testtir. DNA’daki hasar1 belirlemede kromozom anormallikleri testi kadar
hassas olmamakla birlikte, iki 6zdes kardes kromatit arasindaki genetik materyal degisimini
belirleyen ve mutajenik ajanlardan 6nemli Ol¢iide etkilenen bir yontemdir (Avuloglu-
Yilmaz, Yiizbasioglu, Ozcelik, Ersan ve Unal, 2017; Azab, Alassaf, Abu-Humdan, Dardas,
Almousa, Alsalem, Khabour, Hammad, Saleh ve Awidi, 2019; Perry ve Evans, 1975; Stults
ve digerleri, 2014; Yiizbasioglu ve digerleri, 2018). Kardes kromatitlerde goriilen parca
degisimlerinin, c¢esitli ajanlara maruziyet sonucunda arttig1 ve boylece DNA’da meydana
gelen hasarin etkilerini gosterdigi bilinmektedir (Mamur, Unal, Yilmaz, Erikel ve
Yiizbasioglu, 2020; Mourelatos, 2016). Bu tez calismasi kapsaminda, gadobutrol ve
gadoversetamidin insan lenfositlerine uygulanan ayni konsantrasyonlarinin etkileri KKD
testi ile incelendiginde, her iki ajanin da hem 24 saatlik (gadoversetamid, 7 000 pug/mL harig)
ve hem de 48 saatlik uygulamalarda, KKD sayisinda kontrole kiyasla artiglara sebep oldugu
gozlenmistir. Bu artiglarin, 24 saatlik uygulamada, gadobutrolde sadece 112 000 pg/mL’lik
konsantrasyonda, gadoversetamid uygulamasinda ise 14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000
ng/mL’lik konsantrasyonlarda negatif kontrole kiyasla anlamli oldugu tespit edilmistir. 48
saatlik uygulamalarda ise, gadobutroliin iki yiiksek konsantrasyonu olan 56 000 ve 112 000
ng/mL’de, gadoversetamidin 7 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda,
KKD/Hiicre sayisinda negatif kontrole kiyasla artislara sebep oldugu belirlenmistir. Iki etken

maddenin hem 24 saatlik ve hem de 48 saatlik uygulamasinda, ayn1 konsantrasyonlarin insan
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lenfositlerinde olusturdugu KKD/Hiicre frekanslar karsilastirildiginda, gadoversetamidin
daha genotoksik oldugu goriilmektedir (Cizelge 5.1). Yapilan arastirmalarda, KKD’nin artan
frekansinda, topoizomeraz II enziminin etkili oldugu belirlenmistir. DNA topoizomeraz II
enzimi, DNA zincirlerini baglayan bir kompleks olusturarak DNA’nin kararli yapisini
olusturmaktadir. Topoizomeraz Il enziminin yapist bozuldugunda, bu enzimin katalitik
etkisi azalmakta ve DNA zincirlerini bir arada tutan kompleks olusamamaktadir. Boylece,
DNA’da ¢ift zincir kiriklari meydana gelmektedir. Bu nedenle, KKD’nin hiicre dongiisiiniin
S fazina bagh gergeklestigi tespit edilmistir (Akyil, Konuk, Eren, Liman ve Saglam, 2017;
Pommier, Zwelling, Kao-Shan, Whang-Peng ve Bradley, 1985).

Bu tez caligmasinda, KA testi i¢in hazirlanan preparatlarda, kontrast ajanlarin mitotik indeks
tizerine etkisi ve KKD testi i¢in hazirlanan preparatlarda da replikasyon indeksi iizerine
etkileri degerlendirilmistir. Mi, hiicre boliinme oranindaki artis ve azalmaya bagl olarak
canli organizmalarda sitotoksisiteyi Olgmek i¢in yaygin bir sekilde kullanilan bir
parametredir (Grafia, 2018; Holland, Duramad, Rothman, Figgs, Blair, Hubbard ve Smith,
2002; Smaka-Kincl, Stegnar, Lovka ve Toman, 1996). Ri ise, kiiltiire edilmis hiicrelerdeki
sitokinetiklerin bir belirteci olarak kullanilmaktadir. R, hiicrelerin ne kadarnin bir, iki, iic
veya daha fazla sekilde ardisik olarak hiicresel dongiiytli gerceklestirdigini degerlendiren bir
parametredir. RI’deki sapmalar, DNA sentezinin inhibisyonunu gosteren bir belirteg olarak
kullanilmaktadir (Celik ve Aras-Ates, 2006; Holland ve digerleri, 2002; Lazutka ve
Margolin, 1991). Bu tez ¢alismasinda, hem 24 saatlik ve hem de 48 saatlik uygulamalarda,
her iki kontrast ajanin tiim konsantrasyonlari, negatif kontrole kiyasla mitotik indekste
diisiislere sebep olmustur. Bu azalma, iki kontrast ajanda da, hem 24 ve hem de 48 saatlik
muamelede, konsantrasyona bagl bir sekilde gerceklesmistir. Mi’de gdzlenen diisiislerin,
hem gadobutrolde ve hem de gadoversetamidde, 56 000 ve 112 000 npg/mL’lik
konsantrasyonlarda negatif kontrole kiyasla anlamli diizeyde oldugu belirlenmistir.
Gadoversetamidde ayrica, 7 000 pg/mL’de de MI’in anlaml diisiis gosterdigi tespit
edilmistir. Her iki etken maddenin hem 24 saatlik ve hem de 48 saatlik uygulamalarinin
sonuglar1 kiyaslandiginda, gadoversetamid uygulamalarinin mitotik indeksi, gadobutrole
kiyasla daha c¢ok azalttig1 belirlenmistir (Cizelge 5.1). Bu nedenle gadoversetamid
gadobutrole kiyasla daha kuvvetli bir antimitotik ve sitotoksik etkilidir. Mitotik indeksteki
azalmalar, cesitli mekanizmalardan kaynaklanabilir. Bunlardan biri, hiicre sikliisiiniin G2

evresinin bloke edilmesi dolayisiyla hiicrenin mitoza girmesinin engellenmesidir. Hiicrenin
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enerji iiretiminin baskilanmasi veya ATP seviyesinde meydana gelen azalma da Mi’te
diisiislere sebep olabilir. g ipliklerinin olusmasin1 ve kromozomlara baglanmasini
diizenleyen mekanizmalardaki bozulmalarin, DNA polimeraz gibi hiicre dongiisiine 6zgii ve
DNA sentezinde gdrev yapan enzimlerin inhibisyonu da Mi’de azalmalara sebep olabilir
(Epel, 1963; Hidalgo, Gonzalez-Reyes, Navas ve Garcia-Herdugo, 1989; Jain ve
Andsorbhoy, 1988; Renciizogullari, Parlak ve Basri Ila, 2008; Van’t Hof, 1968; Yilmaz,
Aksoy, Unal, Celik ve Yiizbasioglu, 2008). Bu c¢alismada, replikatif indeks te
degerlendirilmistir. Hem gadobutrol ve hem de gadoversetamidin, hem 24 saatlik ve hem de
48 saatlik uygulamalarinda, replikatif indekste gozlenen azalmalarin, negatif kontrole

kiyasla hig birinin anlamli olmadig: tespit edilmistir (Cizelge 5.1).

Yapilan bir calismada, manyetik rezonansin (manyetik alan ve radyofrekans) ve
gadopentetat dimeglumin kontrast ajaninin, insan periferal lenfositlerinde kardes kromatit
degisimi iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, hem GBKA nin tek basina etkisi ve hem
de her birinin kombine sekilde etkisi incelenmistir. Gadopentetat dimegluminin 1,25 mM,
12,2 mM ve 100 mM’lik konsantrasyonlari ile muamele edilen hiicrelerde, tiim
konsantrasyonlarin negatif kontrole kiyasla KKD frekansimi artirdigi tespit edilmistir.
Gadopentetat dimegluminin, hem 100 mM’lik konsantrasyonunun tek basina uygulamasinda
ve hem de 30 dakika MR (manyetik alan+radyofrekans) varliginda KKD frekansini negatif
kontrole kiyasla anlamli diizeyde artirdigi, 12 mM’lik konsantrasyonunun da sadece MR
varhiginda KKD frekansini anlamli diizeyde artirdigi tespit edilmistir. Baslangigta sadece
MR ile muamale edilen ve ardindan gadopentetat dimegluminin 1,25 mM
konsantrasyonunun ortama ilave edildigi hiicrelerdeki incelemede, sadece MR
uyguladiginda KKD artis1 goriilmezken, kontrast ajan muamelesinden sonra KKD
frekansinin anlamli  diizeyde arttig1 belirlenmistir. Ayni1 ¢alismada, gadopentetat
dimegluminin ham maddesi olan selatsiz gadolinyumun kendi etkisini saptayabilmek
amaciyla GdCl; de KKD testine tabi tutulmus ve bu uygulamanin sonucunda MR+1,25 mM
gadopentetat dimeglumin muamelesiyle ayni etkiyi gostererek, KKD frekansini anlamli
diizeyde artirdig1 belirlenmistir. Bu da, selatsiz gadolinyumun, selatli gadolinyum igeren en
diisiik konsantrasyonlu gadopentetat dimeglumin ile ayn1 genotoksik etkiyi olusturabildigini
gostermistir. Ancak, gadopentetat dimegluminin KKD artis1 gésteren konsantrasyonlarinin,
klinikte uygulanan dozdan (0,1 mmol/kg=1,25 mM) daha yiiksek oldugu ve klinikte

uygulanan dozun da, bu calismada KKD degerinde onemli bir artis gostermedigi ve
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klastojenik bir etkisinin bulunmadigi belirtilmistir (Yamazaki, Matsubara ve Yamada,

1993).

Yamazaki, Matsubara, Fukuda ve Shibuya (1996) tarafindan yapilan bir caligmada,
gadopentetat dimegluminin KKD olusumunda tetikleyici olmasinin nedeninin, hidroksil
radikallerinin olusumu tetikleyerek ve boylece DNA’ya hasar vererek KKD sayisini artirdigi
seklinde yorumlanmistir. Bu nedenle, radyoprotektif bir kimyasal olan dimetil stilfoksit
(DMSO) varliginda ve yoklugunda gadopenteteat dimegluminin olusturdugu KKD
frekansinin azalip azalmadigi da test edilmistir. Gadopentetat dimegluminin 1,25, 12,2 ve
100 mM konsantrasyonlar1 ile, DMSO’nun da 0,1; 0,01; 0,001 ve 0,0001 M
konsantrasyonlari ile ¢alisilmistir. Elde edilen bulgulara gore, gadopentetat dimegluminin
tim konsantrasyonlarinda, negatif kontrole kiyasla KKD frekansini artirdigi ancak bu
artiglardan 12,2 ve 100 mM’nin anlamli diizeyde oldugu belirtilmistir. DMSO’nun KKD
frekansina olan etkisi tek basina degerlendirilmis ve 0,1 M uygulamasinin yiiksek derecede
1s1 meydana getirdigi i¢in sonug vermedigi, diger konsantrasyonlarin negatif kontrole kiyasla
KKD’yi anlamli diizeyde artirdig1 tespit edilmistir. Gadopentetat dimegluminin tiim
konsantrasyonlari, hem 0,001 M ve hem de 0,0001 M DMSO ile muamele edildiginde ise,
tim konsantrasyonlarin, ayr1 ayri tek basina uygulandiginda meydana getirdigi KKD
frekanslarinda anlamli diizeyde diislisler meydana getirdigi bildirilmistir. Boylece,
DMSO’nun, gadopentetat dimegluminin KKD olusumundaki etkisini azalttig1 saptanmustir.
Hidroksil radikalleri hiicre zarinin yapisimt ve islevini ve ayrica enzim aktivasyonunu
etkileyerek DNA'ya zarar verdigi bilinen molekiillerdir. DMSO, bu calismada hidroksil
temizleyicisi islevi gormiis ve gadopentetat dimegluminin KKD’yi artiran etkisini inhibe
ettigi ifade edilmistir. Gadopentetat dimeglumin (Gd-DTPA), kanda az miktarda da olsa
selatl yapis1 bozularak serbest Gd" ve DTPA (dietilentriaminpentasetat) salinimi
gerceklestirebilir. Serbest kalan DTPA, kandaki hemoglobin ve/veya transferrinden demir
iyonlarin1 ¢ikarabilmektedir. Demir iyonlar1 ise gerekli oksidasyon durumuna sahip
oldugundan, kanda hidroksil radikalleri dahil serbest radikalleri olusturabilmektedir. Bu
mekanizma ile, uygulanan GBKA ’nin kanda hidroksil radikallerinin olusumunu tetikleyerek
DNA hasarma yol acabildigi bildirilmistir (Magerstddt, Gansow, Brechbiel, Colcher,
Baltzer, Knop, Girton ve Naegele, 1986; Wedeking ve Tweedle, 1988; Wedeking, Kumar
ve Tweedle, 1992; Yamazaki ve digerleri, 1996).
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Bu tez caligmasinda uygulanan bir diger test, mikroniikleus testidir. Giivenilirligi ve
tekrarlanabilirligi, kimyasal ve fiziksel ajanlarin genotoksik, sitotoksik ve karsinojenik
mutajenitesini belirlemede hassas olmasi nedeniyle, insan ve memeli hiicrelerinde yaygin
sekilde kullanilan testlerden biri haline gelmistir (Aristizabal-Pachon ve Castillo, 2020;
Erikel, Yiizbasioglu ve Unal, 2019; Fenech, 2007; Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu, 2011).
Ozellikle, ilaglarin hem klinik oncesi giivenlik arastirmalarinda ve hem de bu ilaglar
kullanan hastalar iizerindeki genotoksik potansiyellerinin tespitinde MN testi
kullanilmaktadir (Sekeroglu ve Athi-Sekeroglu, 2011). MN frekansi, kanser riskinin
belirlenmesinde de prediktif bir biyogdsterge olarak kullanilmaktadir (Avuloglu-Yilmaz ve
digerleri, 2020; Bonassi, Znaor, Ceppi, Lando, Chang, Holland, Kirsch-Volders, Zeiger,
Ban, Barale, Bigatti, Bolognesi, Cebulska-Wasilewska, Fabianova, Fucic, Hagmar, Joksic,
Martelli, Migliore, Mirkova, Scarfi, Zijno, Norppa ve Fenech, 2007). Bu tez calismasi
kapsaminda, gadobutrol ve gadoversetamid etken maddelerinin genotoksik potansiyelleri
MN testi ile degerlendirildiginde, hem gadobutroliin ve hem de gadoversetamidin, negatif
kontrole kiyasla MN frekansinda artisa neden oldugu belirlenmistir. Bu artislar, gadobutrol
uygulamalarinda anlamli degilken, gadoversetamid uygulamalarinda sadece en yiiksek
konsantrasyon olan 112 000 pg/mL’de anlamli diizeyde oldugu tespit edilmistir. MN
testinde, sitotoksik etkilerin belirlenmesi amactyla niikleer bdliinme indeksi de incelenmis
olup, her iki kontrast ajan da negatif kontrole kiyasla NBi’nde diisiislere sebep olmustur.
Ancak NBI’de gériilen bu azalmalarin hicbirinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
olmadig goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar, her iki etken maddenin de MN testinde giiclii
klastojenik ve/veya anojenik etkili olmadigini, sadece gadoversetamidin en yiiksek
konsantrasyonunda (112 000 pg/mL) anlamli bir MN frekansi olusturdugunu ve dolayisiyla

gadobutrole kiyasla biraz daha gii¢lii klastojenik ve/veya anojenik oldugunu gostermektedir

(Cizelge 5.1).

Farkli iki preklinik aragtirmada, gadobutrol ve gadoversetamidin farelerde in vivo klastojenik
veya anojenik etkilerini belirlemek amaciyla MN testleri uygulanmigtir. Bu testlerde fareler,
gadobutroliin 2, 4 ve 8 mmol/kg’lik konsantrastonlari, gadoversetamidin ise 1 250, 2 500 ve
5 000 mgkg’lik konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. Gadobutroliin de
gadoversetamidin de hicbir konsantrasyonda mikronukleuslu polikromatik eritrosit
sayisinda degisiklik olusturmadigi belirtilmistir (Wack ve digerleri, 2012; Wible JR ve
digerleri, 2001). Bu tez ¢alismasinda elde ettigimiz bulgular, yukaridaki ¢alisma sonuglariyla
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benzer sekilde olup, ¢alismamizda sadece gadoversetamidin 112 000 pg/mL’lik yiiksek

konsantrasyonu MN testinde pozitif sonu¢ vermistir.

Klinik 6ncesi ¢aligmalari yapilan diger GBKA’larin da mutajenik potansiyelleri MN testi ile
degerlendirilmistir. Bu GBKA’lar gadofosveset trisodyum, gadoksetik asit ve gadobenat
dimeglumindir. Gadofosveset trisodyumun 1 000, 2 000 ve 4 000 mg/kg konsantrasyonlari,
gadoksetik asidin 1, 2 ve 4 mmol/kg konsantrasyonlar1 ve gadodiamidin 2,7, 9 ve 27
mmol/kg konsantrasyonlar1 farelerde in vivo, gadobenat dimegluminin ise 5 mmol/kg
konsantrasyonu ratlarda in vivo MN testi ile incelenmistir. Tiim bu kontrast ajanlarin, MN
testinde negatif sonug¢ verdigi ve bu nedenle herhangi bir mutajenite kanit1 bulunmadig
belirtilmistir (Dohr ve digerleri, 2007; Harpur ve digerleri, 1993; Morisetti ve digerleri,
1999; Steger-Hartmann ve digerleri, 2006).

MRG c¢ekimlerinde en ¢ok kullanilan ajanlardan biri de gadolinyum bazli gadopentetat
dimeglumindir. Gadopentetat dimegluminin (Magnevist®) genotoksik potansiyelini
belirlemek amaciyla yiiriitiilen bir ¢calismada, bu ajanin 0,2 mg/kg, 0,4 mg/kg ve 0,6 mg/kg
konsantrasyonlarinin farelerin kemik iligi hiicreleri tizerindeki etkileri MN ve KA testleri ile
incelenmis ve ayrica mitotik indeksteki etkileri de degerlendirilmistir (Kadhim, 2015).
Kullanilan konsantrasyonlarin tamaminin, hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamasinin,
negatif kontrole kiyasla KA ve MN frekansinda artisa sebep oldugu, ancak bu artiglardan
sadece 0,6 mg/kg’lik konsantrasyonun hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamada anlamli
oldugu bildirilmistir. M sonuglarina gére ise, yine tiim uygulama konsantrasyonlari, hem
24 ve hem de 48 saatlik siirelerde, negatif kontrole kiyasla MI’de diisiise sebep olmus, bu
diistislerden sadece 0,6 mg/kg’lik konsantrasyonun her iki uygulama siiresinde anlamli
diizeyde oldugu belirtilmistir. Gadopentetat dimegluminin en yiiksek konsantrasyonun
gosterdigi bu etkilerin, hidroksil radikallerinin olusumu nedeniyle DNA’da hasar meydana
gelmesinden kaynaklandigi bildirilmistir (Kim, Park, Cebulska ve Nili, 2009; Yamazaki ve
digerleri, 1996). Hidroksil radikalleri ile DNA bazlar1 arasina, pirimidinlerin C5-C6 bolgesi
ile piirinlerin N7-C8 bolgesi arasinda bulunan pi baglar1 eklenerek reaksiyon meydana
geldigi ve deoksiriboz karbonundan hidrojen koparildig: belirlenmistir (Balasubramanian,
Pogozelski ve Tullius, 1998; Steenken, 1989). Takiben, molekiiler oksijen ile etkilesime

giren hidroksil radikallerinin, peroksil radikallerini olusturdugu ve tamir enzimlerine
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direngli mutajenik deoksiribonolakton meydana getirerek mutajenik ve letal bir abazik bolge

olustugu ifade edilmistir (Lhomme, Constant ve Demeunynck, 1999).

Gadobenat dimeglumin ile yapilan bir ¢aligmada, bu kontrast ajanin mutajenik potansiyelini
tespit etmek icin ratlarin kemik iligi hiicrelerinde MN testi uygulanmistir. Gadobenat
dimegluminin 5 mmol/kg konsantrasyonu ile 18, 42 ve 66 saat muamele edilen hiicrelerin
analizinde, negatif kontrol gruplartyla karsilastirildiginda anlamli diizeyde mutajenik bir etki
goriilmedigi bildirilmistir (Toritsuka, Daimon, Sawada, Sagami, Tirone, Morisetti, Bussi ve

Fassio, 1999).

MRG’de kontrast ajan olarak kullanilan ultra kii¢iik siiperparamanyetik demir oksit (USPIO)
partikiillerinden olusan ferumokstran-10’un, preklinik aragtirmalarda mutajenitesini
belirlemek amaciyla metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda Ames, CHO
hiicrelerinde kromozom anormallikleri ve farelerde in vivo mikroniikleus testleri
calisilmistir. Ferumokstran-10 uygulamalarinin, higcbir test sisteminde negatif kontrole
kiyasla istatiksel bir farklilik gdstermedigi ve bu nedenle uygulanan bu test sistemlerinde
mutajenik bir etkisinin bulunmadigi rapor edilmistir (Bourrinet, Bengele, Bonnemain,

Dencausse, Idee, Jacobs ve Lewis, 2006).

Kanser hiicrelerini hedeflerken bir yandan da saglikli dokular1 koruma 6zelligi gosteren
nanopartikiiller, kemoterapdtik tastyicilar olarak Onemli bir uygulama platformu
saglamaktadir. Gelisen nanoteknoloji ile, nanopartikiiller MRG’de de kontrast ajani olarak
kullanilan materyallerdir. Nanopartikiillerin iireme sistemine iliskin sitotoksisite ve
genotoksisite lizerindeki etkisini ele almak i¢in, Péttler, Staicu, Zaloga, Unterweger, Weigel,
Schreiber, Hofmann, Wiest, Jeschke, Alexiou ve Janko (2015) tarafindan,
siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin (SPION) yumurtalik fonksiyonu ve disi
dogurganlig i¢in 6nemli olan graniiloza hiicreleri tizerindeki etkisi akis sitometrisi ile, MN
teknigi uygulanarak incelenmistir. Ylriitiilen bu calismada, insan graniilosa hiicreleri,
sadece laurik asit ile kaplanmis (SEON™), s1g1r serum albiimini ve laurik asit ile kaplanmis
(BSA; SEONMBSA) yeya dekstran ile kaplanmis (SEONPEX) SPION’larn 50, 100 ve 150
ng/mL konsantrasyonlar1 ile 48 ve 72 saat siireyle muamele edilmistir. SEONMABSA ve
SEONPEX’in, kontrol gruplarina kiyasla MN frekansinda anlamli bir farklilik olusturmadig

ancak SEON"*’nin en yiiksek konsantrasyonunun negatif kontrole kiyasla %12 daha fazla
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MN olusumuna neden oldugu belirtilmistir. Calismanin sonuglarina gore, graniiloza
hiicrelerine penetrans gdstermeyen, bu hiicrelerde toksik bir etki meydana getirmeyen ve
kanda diger ajanlara nazaran daha uzun siire kalabilen SEONP®**’in, MRG’de
kullanilabilecek uygun bir kontrast ajan oldugu bildirilmistir. Ayrica, SEON"A"B%A°*nin da
toksik bir etkisi bulunmadigindan, hem manyetik ilag hedeflemede ve hem de kanser ve
ateroskleroz gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir. Nanopartikiil yiizeylerinin yliksek katalitik 6zellikleri nedeniyle, kaplamalari
bir bariyer islevi gorerek toksik potansiyellerini azaltabilmektedir (Nel, Xia, Méadler ve Li,
2006; Zhang, Ji, Xia, H. Meng, Low-Kam, Liu, Pokhrel, Lin, Wang, Liao, M. Wang, Li,
Rallo, Damoiseaux, Telesca, Madler, Cohen, Zink ve Nel, 2012). Yiiriitiilen bu ¢alisma ile
MRG’de kullanilan nanopartikiillerin biyouyumluluk saglamalar1 ve daha az toksik etkiye
sahip olmalar i¢in demir oksit nanoparcaciklarinin uygun materyallerle kaplanmasinin
gerekli oldugu gosterilmistir (Pottler ve digerleri, 2015). Bu c¢alismada yiiksek
konsantrasyonun gosterdigi pozitif sonucun, nanopartikiillerin sekonder mekanizmasindan
kaynaklanip kaynaklanmadig1 bilinmemekle beraber, literatiirde nanopartikiillerin sekonder
genotoksik mekanizmayla hidroksil radikal olusumunu tetikledigi ve hiicrede oksidatif stres
meydana getirip DNA bazlarinin oksitlenmesine ve DNA’da hasar olusumuna neden
olduguna dair veriler bulunmaktadir (Kryston, Georgiev, Pissis ve Georgakilas, 2011; Zhang

ve digerleri, 2012).

Bu tez ¢alismasinda, MRG’de kullanilan gadobutrol ve gadoversetamid etken maddelerinin
genotoksik etkileri, insan periferal lenfositlerinde kromozom anormallikleri, kardes kromatit
degisimi ve mikroniikleus testleri ile incelenmistir. Elde edilen bulgularda, 24 saatlik
uygulamalarda, gadobutrol 56 000 pg/mL’lik konsantrasyonda KA/Hiicre oraninda, 112 000
ng/mL’lik konsantrasyonda ise hem anormal hiicre frekans1 ve KA/Hiicre frekansinda ve
hem de KKD oraninda negatif kontrole kiyasla anlamli bir artis olusturmustur.
Gadoversetamidin 24 saatlik uygulamalarinda ise 14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000
png/mL’lik konsantrasyonlarmmin anormal hiicre frekansi, KA/Hiicre ve KKD oraninda
anlamli artis olusturdugu tespit edilmistir. 48 saatlik uygulamalarda, gadobutrol 112 000
ng/mL’lik konsantrasyonda anormal hiicre frekansini ve KKD oranini anlamli diizeyde
artirmig, 56 000 pg/mL’lik konsantrasyonda ise sadece KKD’de negatif kontrole kiyasla
anlaml1 bir artis meydana getirmistir. Gadoversetamidin 48 saatlik uygulamalarinda, 14 000,

28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL’lik konsantrasyonlarin anormal hiicre ve KA/Hiicre
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frekansini anlamli derecede artirdigi tespit edilmistir. Gadoversetamidin 48 saatlik KKD
bulgularinda, 7 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL konsantrasyonlarinin KKD oranini anlamli
diizeyde artirdig1 belirlenmistir. MI degerlendirmelerinde, iki etken madde de benzer etkiler
gostermis olup, hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamalarda negatif kontrole gore diisiisler
gostermis fakat bunlardan sadece en yiiksek iki konsantrasyon olan 56 000 ve 112 000
png/mL’deki diisiislerin anlamli oldugu gozlenmistir. Ayrica, gadoversetamidde 7 000
ng/mL’deki diisiisiin de anlamli oldugu belirlenmistir. MN testinde ise, gadobutrol negatif
kontrole kiyasla tim konsantrasyonlarda MN frekansini1 artirmakla beraber, bu artiglar
anlamlhi degildir. Gadoversetamid ise, 14 000, 28 000, 56 000 ve 112 000 pg/mL
konsantrasyonlarda MN frekasinda artisa neden olmus ancak bu artislardan sadece 112 000
ng/mL’lik konsantrasyonunun anlamli oldugu tespit edilmistir. Tiim bu sonuglar, in vitro
insan lenfositlerinde gadobutroliin zayif klastojenik, DNA kiriklar1 lizerinde zayif mutajenik
ve zayif sitotoksik oldugunu gostermektedir. Gadoversetamid ise neredeyse tiim
konsantrasyonlarda klastojenik, DNA iizerinde mutajenik ve oOzellikle yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik bir etki gostermistir. Iki kontrast ajanm etkileri
karsilagtirildiginda, gadoversetamid gadobutrole kiyasla daha gii¢lii bir mutajenik ve
genotoksik etki olusturmustur. Gadolinyum bazli kontrast ajanlar kimyasal yapilarina gore
makrosiklik ve dogrusal olarak siiflandirilmaktadir. Her iki kontrast ajan da GBKA’larin
non-iyonik siifinda olmasina ragmen, gadobutrol makrosiklik yapida ve daha kararli bir
ajan iken, gadoversetamid ise dogrusal yapida olup, daha kararsiz bir ajandir. Makrosiklik
ajanlar %1°den daha az serbest Gd"? igerir. Dogrusal ajanlarda ise bu oran %20 nin iizerine
cikmaktadir. Diger yandan, dogrusal ajanlarin dokularda meydana getirdigi birikim
konsantrasyonunun, makrosiklik olanlara kiyasla daha fazla oldugu belirlenmistir (Idée ve
digerleri, 2006). Otopsi sonrasinda da, dogrusal GBKA’larin beyinde daha fazla biriktigi
tespit edilmistir (Murata ve digerleri, 2016). Bu calisma verilerine gore, gadoversetamidin
gadobutrole kiyasla daha genotoksik ve sitotoksik olmasi, GBKA’larin siniflandirilma
sisteminde de gosterildigi gibi, gadobutrolun makrosiklik yapida ve daha kararli olmasi,
diger yandan gadoversetamidin dogrusal yapida ve daha kararsiz olmasi ile, igerdikleri

serbest Gd*™ diizeyi ile, ayrica dokularda birikim diizeyleri ile de benzerlik gdstermektedir.

Sonug olarak, bu tez calismasi ile, gadobutrol ve gadoversetamid etken maddelerinin, ayn1
konsantrasyonlarmin insan lenfositlerindeki genotoksik etkileri ilk defa karsilagtirmali

olarak incelenmis ve gadoversetamidin hem DNA’da ve hem de kromozomlarda daha fazla
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hasar olusturdugu belirlenmistir. Literatlirde ¢esitli kontrast ajanlarin da hem mutajenik ve
genotoksik etkiye sahip olabilecegi ve hem de bu etkileri gostermedigine dair veriler
bulunmaktadir. Biitiin bu bulgulara gére, MRG’de kullanilan kontrast ajanlarin genotoksik
ve mutajenik potansiyellerinin belirlenmesi i¢in daha kapsamli ve ¢esitli in vitro ve ayni

zamanda in vivo test sistemleriyle arastirilmalar1 gerekmektedir.



Cizelge 5.1. Gadobutrol ve gadoversetamidin insan lenfositlerindeki etkileri

Gadobutrol Ano\r{lilil;tcll::iﬁcre KA/Hiicre KKD/Hiicre Mi
7000 pg/mL 1 1 1 !
14 000 pg/mL 1 1 1 |
24 saat 28 000 pg/mL 1 1 1 |
56 000 pg/mL 1 L ) 1 $
112 000 pg/mL 1t * 1t 4
7000 pg/mL - - 1 ! 1
14 000 pg/mL - - 1 ! 1
48 saat 28 000 pg/mL 1 - 1 [} 1
56 000 pg/mL 1 1 * 2 1
112 000 pg/mL 1 1 1 - 1
Gadoversetamid
7 000 pg/mL 1 1 1 |
14 000 pg/mL * 1 1 |
24saat | 28000 pg/mL * ! ) ! ) |
56 000 pg/mL 1+ * ! ) 4
112 000 pg/mL * * 1 3
7000 pg/mL 1 1 1t ¥
14 000 pg/mL ) * 1 [} 1
48 saat 28 000 pg/mL 1 1 1 | 1
56 000 pg/mL * * 1t 4 1
112 000 pg/mL 1 ) * i 1 1

Negatif kontrole gore anlamli artig 1 Negatif kontrole gére anlamsiz artis
g g g g

J Negatif kontrole gore anlamli azalig ! Negatif kontrole gore anlamsiz azalis
- Negatif kontrole gdre ayn1
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6. SONUC VE ONERILER

Tibbi goriintiillemede her gecen gilin daha ¢ok kullanilmaya baslanan manyetik rezonans
goriintiileme teknigi glinlimiizde oldukga popiiler hale gelmistir. MRG, yiiksek ¢oziiniirliige
sahip olmasi, iyonize radyasyon igermemesi, hamilelerde ve ¢ocuklarda giivenilir bir sekilde
kullanilmas1 gibi bir¢ok avantaja sahiptir. MR goriintiilerinde yeteri kadar rezollisyon
saglanamadiginda, normal dokularla lezyonlar arasinda kontrast meydana getirerek
gOriintliniin netlesmesini saglayan kontrast ajanlar, MRG incelemelerinin neredeyse %40-
50’sinde kullanilmaktadir. Patolojik dokularla saglikli dokularin ayrimin1 yapmada biiytik
kolaylik saglayan ve hastaliklarin tan1 ve teshisinde de biiylik rol oynayan bu ajanlar,
radyologlarin siklikla tercih ettigi goriintii iyilestirici bilesiklerdir. MRG’de en ¢ok tercih
edilen kontrast ajanlar yiiksek manyetik 6zelligine sahip gadolinyum bazli ajanlardir.
Baslangicta son derece giivenilir bulunan bu ajanlar, caligmalar arttik¢a eski giivenirliligini
yitirmis ve bir¢cok yan etkiye sebep oldugu ortaya ¢ikmistir. Bunlardan en ciddi olam
nefrojenik sistemik fibroz hastaligidir. GBKA uygulamalarini takiben gadolinyumun, bir¢ok
doku ve organda ozellikle beyinde birikebildigi ve yillar sonra bile dokularda varliginin
kanitladigina dair veriler bulunmaktadir. Bunlara ek olarak, gadolinyumun viicutta bulunan
anyon ve katyonlarla trasnmetalasyon gergeklestirerek bazi biyolojik olaylarin
inhibisyonuna neden oldugu da bilinmektedir. Tiim bu etkileri goz Oniine alindiginda,
GBKA'larin eskisi kadar giivenilir olmadigr ve MRG’de ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan
bu kontrast ajanlarin insan saglig1 lizerindeki potansiyel etkilerinin endise uyandirdigi bir
gercektir. Bu nedenle, bu maddelerin toksisitesi ve Ozellikle genotoksisitesi konusunda

arastirmalar yapilmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, MRG’de kullanilan gadobutrol ve gadoversetamidin in vitro
genotoksik etkileri, insan lenfositlerinde kromozom anormallikleri, kardes kromatit degisimi
ve mikroniikleus test sistemleriyle aragtirilmistir. Gadobutrol, kromozom anormallikleri testi
sonucunda yalnizca en yiiksek konsantrasyon i¢in negatif kontrole kiyasla anlamli bir artisa
neden olurken, gadoversetamid, en diisiik konsantrasyon hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda
anlamli bir artis gostermistir. KKD testinde, negatif kontrolle karsilastirildiginda
gadobutroliin  yliksek  konsantrasyonlart anlamli  bir artis meydana getirmis,
gadoversetamidin ise tiim konsantrasyonlar1 KKD’de anlamli artislar olusturmustur. MI

degerlerdirmelerinde, her iki kontrast ajanin da yiiksek konsantrasyonlar1 sitotoksik etki



68

gostermis ve Mi’de negatif kontrole kiyasla anlamli azalmalara neden olmustur. Diger
yandan gadobutrol MN frekansin1 anlamli diizeyde degistirmezken, gadoversetamidin en
yiiksek konsantrasyonu MN frekansinda negatif kontrole kiyasla anlamli artisa neden
olmustur. Bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglara gore, uygulanan testlerden bazilarinda
pozitif sonuclar elde edildigi i¢in, bu maddelerin genotoksik risk tasiyabilecegi
goriilmektedir. Bu nedenle tibbi alanlarda dikkatli kullanilmas1 gerektigi goriilmektedir.
Ancak, daha saglikli bir degerlendirme yapmak i¢in, bu etken maddelerin daha farkll
konsantrasyonlarinin farkli test sistemleri ile hem in vitro ve hem de in vivo sartlarda
incelenmesi gerekmektedir. Bdylece, bir yandan teknolojiden daha yiiksek fayda

saglanirken, insan saglig1 agisindan da en az zararla en fazla bilgi elde edilebilecektir.
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