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Gadolinium tartalmu kontrasztanyagok toxicitasanak

vizsgalata sejttenyészeteken

Laczovics Attila', Szeman-Nagy Gabor?, Toth Melinda?, Berényi Ervin?,
" Debreceni Egyetem, Orvosi Laboratoriumi és Képalkotd Diagnosztikai Tanszék
2 Debreceni Egyetem, Természettudomanyi és Technolbgiai Kar, Biotechnolégiai

és Mikrobiologiai Tanszék

A gadolinium tartalmu kontrasztanyagok hasznalata
beépilt az MRI vizsgalatok protokolljaba. Munkank
soran azt tiiztiik ki célul, hogy kifejlesztiink egy olyan
modszert, melynek segitségével megitélheté klinikai
forgalomban lévé agensek toxicitasa. Vizsgalatainkat
kétféle sejtvonalon végeztiik, harom kiilonb6z6 szerke-
zettel rendelkez6 gadolinium tartalmu kontrasztanyag
bevonasaval. A172-es glioblastoma sejtvonalat és fib-
roblast sejteket 96 lyuku plateben szélesztettiik. A kita-
padast kévetSen lecseréltiik a tapfolyadékot, a sejtekre
rakeriiltek az agensek 1 pmol/ml végkoncentracioban. A
kelatok jelenlétében 24, illetve 48 6raig inkubaltuk to-
vabb a sejteket 37°C-on, 5%-o0s CO, jelenléte mellett. Ezt
kovetoen a médiumot lecseréltik MTT-re [3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid]. A
keletkezett kristalyokat DMSO-ban oldottuk fel. A kapott
oldat szinintenzitasa aranyos a sejtek életképességével.
Az MTT assay alkalmas az agensek jelenlétében szé-
lesztett sejtek életképességének és proliferaciéjanak a
vizsgalatara. A médszer ravilagit a kontrasztanyagok
kémiai szerkezetének fontossagara, mely befolyasolja a
gadolinium dusulasanak a mértékét.

The use of gadolinium containing contrast agents
has been incorporated into the examination protocol of
MRI studies. We set out to design a method with which
we can determine the toxicity of commercially available
gadolinium containing contrast agents. For our study
we used two different cell lines, and four different gado-
linium containing contrast agents. A-172 glioblastoma
cell lines from astrocytes and fibroblast cells were
grown in a 96 hole plate. Four hours later we exchanged
the medium, then we added the contrast agents in
1umol/ml of concentration. Cells were incubated in the
presence of chelates for 24—, 48 hours at 37 degrees
Celcius, and in the presence of 5% of CO,. Then we ex-
changed the medium for 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT). The colour inten-
sity of the thus acquired solution is proportional to the
viability of the cell. The MTT assay is suitable for the
examination of the viability and proliferation of cells
grown in the presence of contrast agents. Our method
highlights the importance of the chemical structure of
contrast agents which influences the uptake of gado-
linium due to the different dissociative kinetics of the
different complexes.
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BEVEZETES

A gadolinium tartalmu kontrasztanyagok hasznalata be-
épult az MRI vizsgalatok protokolljaba, mivel a differencial-
diagnosztikat segiti, hogy a kiilénb6zd tipusu és gradusu tu-
morok eltéréen halmozzak a kelatokat. A halmozas mértékét
és mintazatat a vér-agy gat karosodas befolyasolja. A CNS
daganatainak részletes osztalyozasat el6szér Percival
Bailey és Harvey Cushing alkottdk meg, 1926-ban, retro-
spektiv vizsgalat alapjan. Az elkilénités elve a morfoldgiai
kép és a betegség kimenetelének dsszehasonlitdsan ala-
pult. James Watson Kernohan 1949-ben bevezette a ma is-
mert szOvettani osztalyozast (Grade I-1V), mely a sejtek dif-
ferencialtsagi fokat és a mitosisok megjelenése mellett a be-
tegség kimenetelét vette figyelembe. A nem ritkan el6fordu-
16 kevert sejtes Osszetétel ellenére a WHO (World Health
Organization) a gliomakat négy csoportba sorolja, azok
rosszindulatusaganak mértéke szerint. Minél magasabb a
gradus, annal magasabb a malignitas foka és a tumor biol6-
giai viselkedése is agresszivabb. Alacsony gradustak (low-
grade) a WHO I-1l fokozatu glioméak, mig magas gradusuak-
nak (high-grade) a WHO IlI-1V malignitasu gliomakat hivjuk.
A szakirodalomban talalhat6 adatok alapjan egy alacsony
gradussal rendelkezd tumor mindéssze 30%-0s valoszind-
séggel fogja halmozni a kontrasztanyagot, mig magas gra-
dus esetén a halmozas szinte 100%-0s.

Ma kilencféle gadolinium tartalmu kontrasztanyag van
klinikai forgalomban, melyek eltér6 kémiai szerkezettel ren-
delkeznek (1. abra). Harom agens makrociklusos komplex,

1. abra

Klinikai forgalomban Iévé, eltéré kémiai szerkezettel rendelkezé
kontrasztanyagok. A felsé6 harom makrociklusos, mig az alsé ket
sor nyilt lanca.
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mig a maradék hat nyilt-lanci szerkezettel rendelkezik.
A szerkezeti kildnbségeken tul, fontos eltérés az is, hogy bi-
zonyos kelatok fizioldgias korilmények kozétt negativ tol-
téssel rendelkeznek, mig vannak kontrasztanyagok, melyek
toltés nélkuli komplexek.

Mar a '70-es években ismert volt a tény, hogy a gadolini-
um kivalé MR kontrasztanyag. Ez a ritkaf6ldfém (mely a lan-
tanoidak csoportjaban a 7. elem) azonban az emberi szerve-
zet szamara mérgezd. A '80-as évek elején adva volt a fel-
adat a koordinacios kémikusok el6tt: a gadoliniumot ,be kel-
lett csomagolni”. A kémiai médositast ugy kellett elvégezni,
hogy a ritkaféldféem ne legyen toxikus az emberi szervezet
szamara, ugyanakkor a komplexnek tovabbra is kivalo MR
kontrasztanyag tulajdonsaggal kellett rendelkeznie. Ezekrdl
az anyagokrél szamos publikacié sziletett, melyekben a ki-
sebb, enyhe mellékhatasok mellett (fejfajas, szédilés, ha-
nyinger, hanyas, vizelési inger stb) biztonsagosnak talaltak
ezeket a gadolinium komplexeket [1-3]. Ez a biztonsagos
jelz6 a kétezres évek kbzepén megkérddjelezddétt, amikor is
a kontrasztanyagok hasznalatat ¢sszefliggésbe hoztadk az
NSF (Nefrogén Szisztémas Fibrozis) nevi betegséggel [4-8].
Abban az esetben, ha valakinek a vesem(ik6dése nem meg-
feleld, a vizeletkivalasztas nem a fiziologias ltemben torté-
nik, a vizelet és a vizeletben kivalasztodott kontrasztanyag
tébb id6t tolt a szervezetben. Ez a tdbbletidd elegend6 lehet
arra, hogy a gadolinium disszociéljon a komplexbél, felhal-
mozaodjon, s kivaltsa toxikus hatasat [9-12].

Munkank soran azt tliztik ki célul, hogy kifejlesztiink egy
olyan mobdszert, melynek segitségével megitélhetd klinikai
forgalomban lévé &agensek toxicitasa a sejtekre nézve.
Szerettlk volna felhivni a figyelmet a kémiai szerkezetbdl
adodo kuldnbségekre, ezek fontossagara, ugyanis az eltérd
disszociacios kinetikatdl figgéen a gadolinium felhalmozo6-
dasanak a mértéke valtozo [13].

Kutatasunk soran fibroblastokb6l szarmazé—, illetve
human glioblastomabdél szarmazé (A172) sejteket tenyész-
tettlink in vitro, 96 lyuku plate-ekben. A kitapadast kdvetéen
lecseréltik a médiumot (azaz a tapfolyadékot), a sejtekre ra-
kerllt a kontrasztanyag 1 pmol/ml végkoncentraciéban.
Hasznaltunk egy egyszeresen negativ toltéssel rendelkezd,
makrociklusos ligandumot (gadoterate meglumine), illetve
két, toltéssel nem rendelkezd vegyiletet, melyek nyilt lan-
cu DTPA (Diethylenetriamine pentaacetate) szarmazékok
gadolinium(lll)-kelatjai (gadoversetamide és gadodiamide).
A kelatok jelenlétében 24, illetve 48 6raig inkubaltuk tovabb
a sejteket ugyanigy 37°C-on, 5%-o0s CO, jelenléte mellett.
Természetesen voltak olyan tenyészetek is, melyekre nem
kerllt kontrasztanyag. Ezek a mintak szolgéltak kontroll-
ként. A sejtek ndvekedésérdl minden percben webkameras
felvételt készitettunk, az igy nyert képekbdl pedig time lapse
videot készitettlink, aminek a segitségével a sejtek ndveke-
désérdl kaptunk informéaciét (2. 4bra).

Az altalunk specifikalt id6t kdvetden (24, illetve 48 6ra)
eltavolitottuk a sejtekrdl a médiumot. Ezt kbvetéen 200 pl 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) kerdlt a sejtekre (a 96 lyukl plate minden egyes well-
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2. abra

Webkameras felvétel az A172-es sejttenyészetrdl. A képek életlen-
sége abbol kévetkezik hogy a rendszer kiatlagol 10 frame-et, ami-
bél a végsé kép elkésziil. Igy a végsé képen latszik a folyadék réteg
mozgasabdl ered6 térésmutatobeli valtozas, illetve a le nem tapadt
sejtekre haté Brown-mozgas.

jébe), majd 90 percig inkubaltuk tovabb a sejteket 37°C-on,
5%-0s CO, jelenléte mellett. A alapmetodika az volt, hogy az
€l6 sejtek a plate aljan vannak kitapadva, a metabolikusan
aktiv sejtek endocitozissal veszik fel az MTT-t, melyet atala-
kitanak formazan-kristalyokka (3. abra).
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3. abra
Sematikus dbra az MTT kémiai szerkezetérél, mely intracellularisan
atalakul formazan kristalyokka.

Ezt kdvetben a sejtekrdl eltavolitottuk az MTT-t, majd a
keletkezett kristalyokat dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldot-
tuk fel (200 ul DMSO/well). A sejteket visszatettlk az inku-
batorba, 15-20 percig. Ennyi idd alatt 37°C-on a DMSO fel-
oldotta a formazan-kristalyokat. Plate Reader segitségével
550 nm-es gerjesztés alkalmazésaval olvastuk le az ab-
szorbanciat. A kapott oldat szinintenzitasa aranyos a sejtek
életképességével, illetve a rendszerben lévd sejtek mennyi-
ségével.

Eredményul azt kaptuk, hogy 24 6ra utan az A172-es
sejttenyészetnél (4. abra ,A” része) a kontrollhoz (1. oszlop)
képest — az itteni sejtszamot 100%-nak véve — a gadoterate
meglumine-nal kezelt mintak esetében (2. oszlop) tér el a
legkevésbé a sejtszam. A legnagyobb kilénbség a gadover-
setamide hasznalata mellett volt megfigyelhet6 (3. oszlop),
melyhez kozelitett a gadodiamide eredménye (4. oszlop). Az
is megfigyelhetd, hogy az id6 mulasaval (48 6ran keresztil
inkubaltuk a sejteket a kelatok jelenlétében), a kontrollhoz
képest a kilénbség fokozédik, kildénds tekintettel a gado-
versetamide és a gadodiamide jelenlétében szélesztett sej-
tek esetében (4. abra B része).
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Az A172-es sejtvonal sejtszam szazalékos valtozasa 24 (,A” kép) és 48 ora (,,B” kép) elteltével a
kontroll mintara (1. oszlop) normalva. A 2. oszlopnal hasznalt agens: gadoterate meglumine,
3. oszlopnal hasznalt 4gens: gadoversetamide, 4. oszlopnal hasznalt dgens: gadodiamide
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Az fibroblast sejtvonal sejtszam szazalékos valtozasa 24 (,A” kép) és 48 ora (,,B” kép) elteltével
a kontroll mintara (1. oszlop) normalva. A 2. oszlopnal hasznalt 4gens: gadoterate meglumine, 3.
oszlopnal hasznalt 4gens: gadoversetamide, 4. oszlopnal hasznalt agens: gadodiamide

Fibroblast sejttenyészet esetén hasonl6 dolgot tapasztal-
tunk (5. abra). A makrociklusos agens jelenlétében tenyész-
tett sejtek szama tért el legkevésbé a kontrolltdl, szemben a
nyiltlanci kelatokkal. Az is leolvashat6 a grafikonokrol, hogy
minél tovabb vannak a kontrasztanyagok jelenlétében a sej-
tek, a kontrollhoz képest annal nagyobb lesz a kildnbség.

Jol lathat6, hogy kiilénb6zd sejtek transzportmechaniz-
musai is jelentdsen kildbnbdzhetnek. Tovabba az is kijelent-
hetd, hogy az MTT assay alkalmas az agensek jelenlétében
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ceni Egyetem Idegtudoméanyi Doktori Iskola nappali tagoza-
tos PhD hallgatoja, ahol az ,MR kontrasztanyagok elosz-
lasvizsgalata sejttenyészetben és allatkisérletes daganat-
modellekben” cimd téman dolgozik. Kutatasait az Orvosi
Laboratériumi és Képalkoté Diagnosztikai Tanszéken végzi,
emellett részt vesz az oktatasban és a vizsgaztatasban is.
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