
ÖZET: Kenodeoksikolik asitin 7b epimeri olan ursodeoksikolik asit (UDKA), kolestatik karaciğer hastalıklarının 
tedavilerinde artan bir şekilde kullanılmaktadır. Bu çalışmada, Ursodeoksikolik asitin, insan periferal kan 
lenfositlerindeki in vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi hedeflendi. UDKA’nın potansiyel 
genotoksik ve sitotoksik etkisi, kromozom aberasyon ve mitotik indeks testleri kullanılarak in vitro olarak araştırıldı. 
İnsan peripheral kan lenfositleri, 24 ve 48 saat süreyle, 10, 50 ve 100 µg/ml UDKA ile muamele edildi. Veriler 
SPSS istatistik programında, Tek Yönlü Anova (Post Hoc Analiz-LSD Test) testi ile analiz edildi. Elde edilen 
istatistik sonuçları, kontrolle karşılaştırıldığında, uygulanan UDKA konsantrasyonlarının mitotik indeks değerlerini 
düşürmediğini ve kromozom anomali frekanslarında da önemli bir artışa neden olmadığını göstermektedir (p>0.05). 
UDKA’nın insan kromozomlarında anomalileri artırmaması bulgusu, bu maddenin az da olsa insan vücudunda 
fizyolojik olarak üretilen bir safra asiti olması ile bağlantılı olabilir. UDKA’yı kullanan pek çok hasta olması, bu 
çalışmadan elde ettiğimiz bulguların önemini artırmaktadır.

Anahtar Kelimeler: Genotoksik etki, İnsan periferal lenfositleri, Kromozom aberasyon testi, Mitotik indeks, 
Ursodeoksikolik asit

ABSTRACT: Ursodeoxycholic acid (UDCA), the 7b epimer of chenodeoxycholic acid has been increasingly 
used for the treatment of cholestatic liver diseases. In this study, it was aimed to determine the potential in vitro 
genotoxic effects of ursodeoxycholic acid in human peripheral blood lymphocytes. The potential genotoxic and 
cytotoxic effects of UDCA were investigated in vitro by using chromosome aberration and mitotic index assays. 
Human peripheral blood lymphocytes were treated with 10, 50 and 100 µg/ml of UDCA for 24 and 48 hours. The 
data were evaluated using one-way ANOVA (Post Hoc Analysis-LSD Test) test in the SPSS statistics program. 
Statistical results showed that the applied doses of UDCA did not cause a significant increase in chromosome 
aberration frequency, and also it did not cause a significant decrease in mitotic index when compared to the control 
(p>0.05). The finding that UDCA does not cause an increase in chromosomal aberrations may be related to the 
production of this substance physiologically as bile acid in the human body, even in trace amount.  The fact that 
there are many patients using UDCA increases the importance of findings obtained from this study.

Keywords: Chromosome aberration test, Genotoxic effect, Human peripheral lymphocytes, Mitotic index, 
Ursodeoxycholic acid
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GİRİŞ

Ursodeoksikolik asit (UDKA), bazı memelilerde 
(örn. ayı, kunduz, insan) bulunan fizyolojik bir safra 
asitidir (Pusl and Beuers, 2006). İnsanda bağırsak 
bakterileri tarafından kenodeoksikolik asitin 
7b-epimerizasyonu ile oluşturularak, safra asidi 
havuzunda %3 oranında bulunmaktadır (Beuers 
et al., 1998; Kotb, 2009). UDKA’nın karaciğer 
hastalıklarının tedavisinde kullanımı, geleneksel 
Çin tıbbının Tang Hanedanlığı dönemine kadar 
uzanmaktadır (Guarino et al., 2013). UDKA, 
20. yüzyılın başında İsveçli bir araştırmacı olan 
Hammarsten tarafından kutup ayısının safrasında 
tespit edilmiş ve bu safra asiti ilk olarak ursokoleneik 
asit olarak isimlendirilmiştir. 1927 yılında ise 
Japon Shoda adlı bilim insanı tarafından kristalize 
edilerek, ursodeoksikolik asit adı verilmiş ve yapay 
olarak üretilmeye başlanmıştır (Makino and Tanaka, 
1998; Guarino et al., 2013). 

Hidrofilik dihidroksi safra asiti olan UDKA’nın 
kimyasal yapısı: 3a, 7b-dihidroksi-5b-kolanoik asit 
şeklindedir (Pusl and Beuers, 2006). Bu ilaç, 1970’den 
itibaren kolestatik karaciğer hastalıklarında kullanılmış 
ve 1980’den sonra endikasyonları üzerine araştırmalar 
yapılarak, tedavideki etkinliği ve güvenirliği teyit 
edilerek, dünyada kullanımı yaygınlaşmıştır (Makino 
and Tanaka, 1998; Hofman, 2011).

Ağız yoluyla alınan UDKA’nın yaklaşık 
%90’nının ince bağırsakta absorbe edildiği, 
absorbsiyonu takiben portal vene girdiği ve 
enterohepatik dolaşım süresince kenodeoksikolik 
asite (KDKA) dönüştürüldüğü belirlenmiştir. (Owen 
et al., 1988; Beuers et al. 1998; Salvioli et al., 
1983). UDKA’nın bakterial enzimatik tepkimeye 
maruz kalarak, 7β-hidroksisteroid dehidrogenaz 
(7 β-HSDH) ile 3 α -hidroksi-5 β-7-okso-kolanoik 
asit (7KLA)’e oksitlendiği ve oluşan 7KLA’nın 
ise ya kolonik flora (Higashi et al., 1978; Owen et 
al., 1988) ya da sitokrom P450-bağımlı karaciğer 
enzimleri aracılığı ile KDKA’ya redüklendiği 
tespit edilmiştir (Owen et al., 1988; Kotb, 2009). 
UDKA’nın ayrıca kolonik bakteriler aracığı ile 
litokolik asite dehidroksillenebildiği ve litokolik 
asitin de daha sonra feçes ile atıldığı saptanmıştır 
(Owen et al., 1988; Dodo et al., 1984).

UDKA ilaç olarak, kolesterole bağlı safra taşları, 
primer bilier siroz (PBS), primer sklerozan kolanjit 

(PSK), akut viral hepatit, kronik hepatitler, siroz, 
kolon kanseri ve gebelik kolestazının tedavisinde 
sıklıkla kullanılmaktadır (Glantz et al 2005; Hofmann 
and Hagey, 2008; Song et al., 2011). Opak beyaz 
kapsül ya da süspansiyon şekilde hastalara verilen 
ve hastalığın durumuna göre yıllarca kullanılabilen 
UDKA’nın tedavi edici etkisinin yanısıra diare, ateş, 
kolanjit, hepatit, karaciğer yetmezliği, pnömoni, 
konvülziyon ve mutajenik etkiler gösterdiği rapor 
edilmiştir (Kotb 2009; Lindor et al., 2009; Burnat 
et al., 2010). Son yıllarda yapılan bir araştırmada, 
UDKA’nın DNA onarımı, koenzim A, siklik AMP, 
p53, fagositoz ve nitrik oksit sentataz indüksiyonunu 
inhibe ettiği ortaya çıkartılmıştır (Kotb, 2012). Ayrıca 
Fimognari et al., (2001) tarafından UDKA’nın insan 
lenfositlerinde apoptoz ve mikronükleus oluşumu 
üzerine yaptıkları bir araştırmada belirli bir dozun 
üzerinde potansiyel olarak genotoksik olabileceği 
saptanmıştır. İnsan periferal kan lenfositlerinde 
UDKA’nın kromozom anomalilerine neden olup 
olmadığı ile ilgili literatürde herhangi bir çalışmaya 
rastlanmamıştır. Bu nedenle biz de çalışmamızda, 
insanda çeşitli hastalıkların tedavisinde yaygın 
olarak ve sürekli kullanılan UDKA’nın insan 
kromozomlarında anomali yapıp yapmadığını, insan 
periferal kan lenfositlerinde kromozom aberasyon 
(KA) testi ve mitotik indeks (MI) yöntemlerini 
kullanarak araştırmayı uygun bulduk. Yaptığımız 
bu çalışma, hem UDKA’yı kullanan insanların ilaca 
olan güvenlerini arttıracak hem de bilimsel alandaki 
önemli bir boşluğu dolduracaktır.

MATERYAL VE METOT

Bu araştırmada ilaç, alkol gibi maddeleri 
kullanmayan, sigara içmeyen ve aynı yaş grubunda 
olan (20-24 yaşlarında), sağlıklı iki bayan ve iki 
erkek bireyden uzman kişilerce alınan periferik 
kan, materyal olarak kullanılmıştır. Çalışmada test 
maddesi olarak, genel adı ursodeoksikolik asit ve 
ticari adı Ursactive (Pharmactive ilaç san. ve Tic. 
A.Ş., Tekirdağ, Türkiye) olan moleküler grade 
olmayan ilacın, suda hazırlanmış solüsyonları 
kullanılmıştır. Bu çalışmanın etik kurallara 
uygunluğu, Erciyes Üniversitesi Klinik Araştırmalar 
Etik Kurulu’nun 30.07.2015 tarih ve 2015/366 
nolu kararı ile onaylanmıştır. UDKA’nın kimyasal 
özellikleri aşağıda verilmiştir. 
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Ticari adı: Ursactive 

Cas No. (Reg No.): 128-13-2

Kapalı Formül: C
24

H
40

O
4

Kimyasal Adı (IUPAC): (3α,5β,7β)-3,7-Dihydroxycholan-24-oic acid.
Genel Adı: Ursodeoksikolik Asit
Sinonimleri:  Ursodeoxycholic acid, Actigall, Ursosan, Urso, Urso Forte

Açık Formül:

Molekül Ağırlığı: 392.572 g/mol
Erime Noktası: 203 °C  

Evans et al., (1984) kullandığı protokol esas 
alınarak, kromozom aberasyonu testi için preparatlar 
hazırlanmıştır. Litaratüre göre (Fimognari et al., 2001) 
belirlenen test maddesinin suda çözülerek hazırlanan 
3 farklı konsantrasyonu (10, 50 ve 100 μg/ml) kültür 
ortamına ilave edilmiş ve hücrelerin test maddesiyle 24 
ve 48 saat boyunca muamele edilmeleri sağlanmıştır. 
Hücre kültür süresinin bitiminden 2 saat önce (yani 
kültürün 70. saatinde) her tüpe 0.06 μg/ml kolşisin 
eriyiği ilave edilmiştir. Kültür süresi olan 72. saatin 
bitiminde, tüpler 2000 rpm’de 5 dk santrifüj edilerek 
üstte kalan süpernatant atılmış ve hücreleri ihtiva eden 
0.5-0.7 ml’lik sıvıya, hipotonik eriyik (%0,4 KCl) ilave 
edilerek, hücreler 37°C’de 15 dk muamele edilmiştir. 
Sürenin sonunda tüpler tekrar 1200 rpm’de santrifüj 
edilerek, her tüpe 5 ml olacak şekilde soğuk fiksatif 
ilave edilmiş ve bu işlem 3 defa tekrarlanmıştır. Her 
fiksatif ilavesinden sonra tüpler santrifüj edilerek 
üstteki sıvı atılmış ve son santrifüjden sonra dipte kalan 
hücre süspansiyonundan preparatlar hazırlanmıştır. Bu 

şekilde hazırlanan preparatlar 24 saat oda sıcaklığında 
kurumaya bırakılmış ve %5’lik Giemsa boya eriyiği 
ile 20 dk boyanmıştır. Kuruyan preparatlar entellan ile 
kapatılarak, mikroskobik incelemeler yapılmıştır.

Test maddesinin hücrelerdeki sitotoksik etkisini 
belirlemek için MI hesaplanmıştır. MI’yi belirlemek 
için çalışılan her bir kişinin her konsantrasyonuna 
ait preparatlarda toplam 3000 hücre incelenmiş 
ve mitoz bölünme geçiren hücrelerin oranı yüzde 
cinsinden hesaplanarak belirlenmiştir. Ayrıca maddenin 
genotoksik etkisinin belirlenmesi için de, iyi dağılmış 
kromozomlara sahip 100 hücrede (iki bayan, iki erkek 
toplam dört kişiden 400 hücre) KA’lar saptanmıştır. 
Preparatların incelenme aşamasında, hücrelerde 
gözlenen kromatid kırığı (Şekil 1), kromozom kırığı, 
fragment, disentrik kromozom, sister union (kardeş 
kromatit birleşimi) gibi yapısal KA verileri ayrı ayrı 
kaydedilmiştir. Bu çalışmada inceleme sırasında sayısal 
KA (poliploidi ve endoreduplikasyon) saptanmamış ve 
‘gap’lar anormallik olarak değerlendirilmemiştir.

Şekil 1. Kromatid kırığı bulunan metafaz plağı (50 μg/ml UDKA, 24 saat muamele, X1000)  
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İstatistiksel analiz SPSS 15.0 Windows programı 
kullanılarak yapılmıştır. Sonuçlar p<0.05 anlamlılık 
düzeyine göre istatistiksel olarak önemli kabul 
edilmiştir. Yapısal KA’lar ve MI değerleri ile 24 ve 
48 saatlik muamele sürelerinde farkın önemli olup 
olmadığı Tek Yönü Anova (Post Hoc Analiz-LSD Test) 
ile analiz edilmiştir. 

BULGULAR VE TARTIŞMA

İnsan periferal kan lenfositleri, UDKA’nın literatüre 
(Fimognari et al., 2001) göre belirlenen 10, 50 ve 100 

μg/ml’lik suda çözülerek hazırlanmış konsantrasyonları 
ile 24 ve 48 saat süresince muamele edilmiştir. 

UDKA’nın 3 farklı konsantrasyon ile 24 saat 
muamele edilen insan periferal kan lenfositlerindeki 
yapısal KA, toplam KA/hücre ile MI değerleri Çizelge 
1’de göstermiştir. 

Uygulanan muamele süresinde (24 saat) meydana 
gelen KA’lar, kontrol ve pozitif kontrol (Mitomisin C; 
MMC) ile karşılaştırıldığında gruplar arasında farkın 
istatistiksel olarak önemli olmadığı belirlenmiştir 
(p>0.05).  

Çizelge 1. Değişik konsantrasyonlarda UDKA ile 24 saat muamele edilmiş olan insan periferal kan lenfositlerindeki kromozom anomalileri*

Test maddesi
Muamele Kromozomal Anomaliler

Yapısal KA Toplam KA/
Hücre ± SD MI ± SD

Süre
saat

Kons.
µg/ml Kromatid tipi Kromozom tipi

Kontrol -- -- 12 3 0.03±0.01 6.06±1.02

MMC (PK) 24 0.125 47 22 0.17±0.04 2.89±0.04

UDKA 24
10
50
100

14
13
16

2
4
3

0.04±0.01
0.04±0.01
0.04±0.01

6.16±0.59
5.99±0.36
5.87±1.11

*Toplam 400 hücre incelendi. KA; Kromozomal anomaliler, MI; Mitotik indeks, MMC; Mitomisin C, PK; Pozitif kontrol, UDKA; Ursodeoksikolik asit. 

İnsan periferal kan lenfositleri, UDKA’nın 10, 50 
ve 100 μg/ml’lik konsantrasyonları ile 48 saat süresince 
muamele edilmiş ve yapısal KA, toplam KA/hücre ile 
MI değerleri Çizelge 2’de göstermiştir. Uygulanan 

48 saatlik muamele süresinde meydana gelen KA’lar, 
kontrol ve pozitif kontrol ile karşılaştırıldığında gruplar 
arasında farkın istatistiksel olarak önemli olmadığı 
saptanmıştır (p>0.05).  

Çizelge 2. Değişik konsantrasyonlarda UDKA ile 48 saat muamele edilmiş olan insan periferal kan lenfositlerindeki kromozom anomalileri*

Test maddesi
Muamele Kromozomal Anomaliler

Yapısal KA Toplam KA/ 
Hücre ± SD MI ± SD

Süre
saat

Kons.
µg/ml Kromatid tipi Kromozom tipi

Kontrol -- -- 12 3    0.03±0.01 6.06±1.02

MMC (PK) 48 0.125 53 25 0.19±0.04 3.12±0.38

UDKA 48
10
50
100

17
15
18

4
3
4

0.05±0.01
0.04±0.02
0.05±0.01

6.15±1.41
6.53±1.22
6.46±0.97

*Toplam 400 hücre incelendi. KA; Kromozomal anomaliler, MI; Mitotik indeks, MMC; Mitomisin C, PK; Pozitif kontrol, UDKA; Ursodeoksikolik asit.  
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UDKA’nın mitoz bölünme üzerindeki etkisini 
tespit etmek için MI hesaplanmıştır. Bu test maddesinin 
mitoz bölünme üzerindeki etkisine baktığımızda, hem 
24 saatlik hem de 48 saatlik muamele sürelerinde, tüm 
konsantrasyonlarda (10, 50, 100 μg/ml) kontrol ve 
pozitif kontrole göre farkın istatistiksel olarak önemli 
olmadığı belirlenmiştir (Çizelge 1 ve Çizelge 2).

Dihidroksi safra asiti olan UDKA’nın kronik 
kolestatik karaciğer hastalıklarının tedavisinde artan 
bir şekilde kullanıldığı ve ayrıca immün modülatör 
özelliklere sahip olduğu belirlenmiştir (Roma et al., 
2011). Çeşitli karaciğer hastalıklarında etkili antioksidan 
terapi olarak önerilen UDKA’nın gastroözofagal 
varislerin gelişimini geciktirdiği ve PBS’li hastalarda 
uzun süreli sağ kalımı sağladığı gösterilmiştir (El-
Sherbiny et al., 2009; Liu et al., 2007).

UDKA toksisitesi ile moleküler mekanizmaları 
ve yan etkileri üzerine yapılan bir derlemede, 
UDKA’nın biyolojik olarak litokolik asite dönüştüğü 
ve bu asitin de DNA zincir kırıklarına neden olduğu 
rapor edilmiştir (Kotb, 2009). Bu araştırmaya göre 
UDKA’nın, sitotoksik ve antiproliferatif olduğu, ayrıca 
immün sistemi baskıladığı ve P53’ü inhibe ettiği de 
bildirilmiştir (Kotb, 2009). Kotb’un aksine bazı bilim 
adamları araştırmalarında, UDKA’nın hepatotoksisiteyi 
azaltacağını ve karaciğer koruyucusu olarak rol 
oynayabileceğini bildirmişlerdir (Galle et al., 1990; 
Ishizaki et al. 2005; Lukivskaya et al., 2006).

Deney hayvanlarında UDKA konjugatlarının; kolik 
asit konjugatları ile deoksikolik asit ve litokolik asitin 
neden olduğu ve karaciğer hasarı ile kolestazı engellediği 
rapor edilmiştir. Ayrıca yapay ya da biyomembranların 
milimolar düzeyde hidrofobik safra asitlerine maruz 
bırakıldıklarında, UDKA konjugatlarının membranı 
stabilize edici etkiye sahip olduğu da ifade edilmiştir 
(Beuers et al. 1998). İntrahepatik gebelik kolestazı 
(İGP), gebeliğin ilerleyen dönemlerinde annede kaşıntı 
ve sarılıkla karakterize, erken doğum ve ölü doğum 
riski bulunan nadir bir hastalık olup, gebelik süresince 
UDKA ile tedavi olan kadınların çocuklarında herhangi 
bir yan etki rapor edilmemiştir. UDKA gebeliğin 
üçüncü trimestrisinde İGP’de güvenli bir tedavi edici 
olarak düşünülmesine rağmen UDKA tedavisi tavsiye 
edilmeden önce daha kontrollü çalışmalara ihtiyaç 
olduğu rapor edilmiştir (Beuers et al. 1998).

UDKA’nın hücre koruyucu etkisinin, olasılıkla 
membranları koruma yeteneği ile ilişkili olduğu 
bildirilmiştir (Heumen and Bajaj, 1994). Nitekim 
UDKA’nın, in vitro olarak, izole edilmiş insan hepatosit 

safra kanal membranında, kenodeoksikolik asit ile 
çözülen kolesterol ve fosfolipid miktarını düşürdüğü 
bulunmuştur (Lim et at.,1995). Bu çalışmada UDKA’nın 
daha çok hidrofobik asitlerle temas ettiği ve böylece 
polariteyi düşürdüğü, ayrıca membranlara bağlanarak, 
membranların akıcılığını ve stabilitesini etkileyebildiği 
ileri sürülmüştür (Lim et al., 1995).

Yeni safra asit türevlerinin insan göğüs karsinom 
hücrelerinde p53’ten bağımsız bir yolla apoptozu 
uyardığı belirtilmiştir (Im et al., 2001). Aynı 
şekilde başka bir çalışmada da, UDKA’nın apoptoz 
ve proliferasyon inhibisyonunu uyararak insan 
hepatomasını önlemek ve tedavi etmek için kimyasal 
bir ajan olarak kullanılabileceği önerilmiştir (Liu et al., 
(2007).  Fimognari et al., (2001), insan lenfositlerinde 
UDKA’nın mikronükleus indüksiyonu, hücre 
döngüsü ve apoptoz gibi hücresel stres belirteçlerini 
çalışmışlardır. Araştırmacılar bu çalışmada, UDKA’nın 
ve tauroursodeoksikolik asit (TUDKA)’nın insan 
lenfosit hücreleri üzerindeki etkisine bakmışlardır. 
UDKA’nın 10, 30 ve 100 µg/ml dozları ile TUDKA’nın 
10, 30, 100, 300 ve 1000µg/ml dozlarını kullanmışlardır. 
Yapılan bu çalışmada, UDKA’nın 100 µg/ml dozunda 
mikronükleusu indüklediğini fakat diğer dozlar ile 
TUDKA’nın dozlarının mikronükleus oluşumunu 
etkilemediğini belirtmişlerdir. Biz de yaptığımız bu 
çalışma ile UDKA’nın uyguladığımız tüm dozlarında 
(10, 50 ve 100 µg/ml) kontrole göre hem MI’yı hem de 
KA’yı etkilemediğini belirledik. 

Kotb, (2009) ve Fimognari et al. (2001) tarafından 
yapılan araştırmalarda UDKA’nın genotoksik etkileri 
olabileceği bildirilmesine rağmen insan periferal kan 
lenfositlerinde in vitro olarak yaptığımız bu çalışmada, 
herhangi bir sitotoksik ve genotoksik etki bulamadık. 
Yıllarca bu ilacı kullanmak zorunda olan hastalar 
açısından düşünüldüğünde tarafımızca bulunan 
sonuçlar sevindiricidir. 

Sonuç olarak, test maddesi olarak kullandığımız 
UDKA’nın, uyguladığımız dozlarda insan periferal 
kan lenfositlerinde, sitotoksik ve genotoksik etki 
göstermediği bulunmuştur. Ayrıca gelecekte, ileri 
genotoksite testleri kullanılarak yapılacak başka 
çalışmalarla, bu ilacın genotoksik etkisine dair bilgilerin 
güncellenmesi önerilmektedir.
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