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Ursodeoksikolik Asit’in insan Periferal Kan Lenfositlerindeki
in Vitro Genotoksik EtKisi”

Songiil BUDAK DILER!, Fikriye POLAT?, Eyiip OZER?

OZET: Kenodeoksikolik asitin 78 epimeri olan ursodeoksikolik asit (UDKA), kolestatik karaciger hastaliklarinin
tedavilerinde artan bir sekilde kullanilmaktadir. Bu c¢aligmada, Ursodeoksikolik asitin, insan periferal kan
lenfositlerindeki in vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi hedeflendi. UDKA’nin potansiyel
genotoksik ve sitotoksik etkisi, kromozom aberasyon ve mitotik indeks testleri kullanilarak in vitro olarak arastirildi.
Insan peripheral kan lenfositleri, 24 ve 48 saat siireyle, 10, 50 ve 100 pg/ml UDKA ile muamele edildi. Veriler
SPSS istatistik programinda, Tek Yonlii Anova (Post Hoc Analiz-LSD Test) testi ile analiz edildi. Elde edilen
istatistik sonuglari, kontrolle karsilastirildiginda, uygulanan UDKA konsantrasyonlarinin mitotik indeks degerlerini
diisirmedigini ve kromozom anomali frekanslarinda da 6nemli bir artiga neden olmadigini gdstermektedir (p>0.05).
UDKA’nin insan kromozomlarinda anomalileri artirmamasi bulgusu, bu maddenin az da olsa insan viicudunda
fizyolojik olarak firetilen bir safra asiti olmasi ile baglantili olabilir. UDKA’y1 kullanan pek ¢ok hasta olmasi, bu
calismadan elde ettigimiz bulgularin 6nemini artirmaktadir.
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In Vitro Genotoxic Effects of Ursodeoxycholic Acid in Human
Peripheral Blood Lymphocytes
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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 pg/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.
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GIRIS

Ursodeoksikolik asit (UDKA), baz1t memelilerde
(0rn. ay1, kunduz, insan) bulunan fizyolojik bir safra
asitidir (Pusl and Beuers, 2006). Insanda bagirsak
bakterileri  tarafindan  kenodeoksikolik  asitin
7pB-epimerizasyonu ile olugturularak, safra asidi
havuzunda %3 oraninda bulunmaktadir (Beuers
et al., 1998; Kotb, 2009). UDKA’nin karaciger
hastaliklarinin tedavisinde kullanimi, geleneksel
Cin tibbinin Tang Hanedanligi dénemine kadar
uzanmaktadir (Guarino et al., 2013). UDKA,
20. yiizyilin basinda Isvecli bir arastirmaci olan
Hammarsten tarafindan kutup ayisinin safrasinda
tespit edilmis ve bu safra asiti ilk olarak ursokoleneik
asit olarak isimlendirilmigtir. 1927 yilinda ise
Japon Shoda adli bilim insami tarafindan kristalize
edilerek, ursodeoksikolik asit adi verilmig ve yapay
olarak tiretilmeye baglanmigstir (Makino and Tanaka,
1998; Guarino et al., 2013).

Hidrofilik dihidroksi safra asiti olan UDKA’nin
kimyasal yapist: 3a, 7p-dihidroksi-58-kolanoik asit
seklindedir (Pusl and Beuers, 2006). Bu ilag, 1970’den
itibaren kolestatik karaciger hastaliklarinda kullanilmig
ve 1980°den sonra endikasyonlar lizerine aragtirmalar
yapilarak, tedavideki etkinligi ve giivenirligi teyit
edilerek, diinyada kullanimi yayginlagmistir (Makino
and Tanaka, 1998; Hofman, 2011).

Agiz yoluyla alinan UDKA’nin yaklagsik
%90’ninin  ince bagirsakta absorbe edildigi,
absorbsiyonu takiben portal vene girdigi ve

enterohepatik dolagsim siiresince kenodeoksikolik
asite (KDKA) doniistiiriildiigii belirlenmistir. (Owen
et al., 1988; Beuers et al. 1998; Salvioli et al.,
1983). UDKA’nin bakterial enzimatik tepkimeye
maruz kalarak, 7p-hidroksisteroid dehidrogenaz
(7 B-HSDH) ile 3 a -hidroksi-5 P-7-okso-kolanoik
asit (7TKLA)’e oksitlendigi ve olusan 7KLA’nin
ise ya kolonik flora (Higashi et al., 1978; Owen et
al., 1988) ya da sitokrom P450-bagimli karaciger
enzimleri araciligi ile KDKA’ya rediiklendigi
tespit edilmistir (Owen et al., 1988; Kotb, 2009).
UDKA’nin ayrica kolonik bakteriler aracigi ile
litokolik asite dehidroksillenebildigi ve litokolik
asitin de daha sonra feges ile atildig1 saptanmigtir
(Owen et al., 1988; Dodo et al., 1984).

UDKA ilag olarak, kolesterole bagli safra taglari,
primer bilier siroz (PBS), primer sklerozan kolanjit
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(PSK), akut viral hepatit, kronik hepatitler, siroz,
kolon kanseri ve gebelik kolestazinin tedavisinde
siklikla kullanilmaktadir (Glantz et al 2005; Hofmann
and Hagey, 2008; Song et al., 2011). Opak beyaz
kapsiil ya da siispansiyon sekilde hastalara verilen
ve hastaligin durumuna goére yillarca kullanilabilen
UDKA’nin tedavi edici etkisinin yanisira diare, ates,
kolanjit, hepatit, karaciger yetmezligi, pnémoni,
konviilziyon ve mutajenik etkiler gosterdigi rapor
edilmigtir (Kotb 2009; Lindor et al., 2009; Burnat
et al., 2010). Son yillarda yapilan bir arastirmada,
UDKA’nin DNA onarimi, koenzim A, siklik AMP,
p53, fagositoz ve nitrik oksit sentataz indiiksiyonunu
inhibe ettigi ortaya ¢ikartilmigtir (Kotb,2012). Ayrica
Fimognari et al., (2001) tarafindan UDKA’nin insan
lenfositlerinde apoptoz ve mikroniikleus olugsumu
lizerine yaptiklart bir arastirmada belirli bir dozun
lizerinde potansiyel olarak genotoksik olabilecegi
saptanmustir. Insan periferal kan lenfositlerinde
UDKA’nin kromozom anomalilerine neden olup
olmadigi ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢calismaya
rastlanmamigtir. Bu nedenle biz de ¢alismamizda,
insanda cesitli hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak ve kullanilan UDKA’nin
kromozomlarinda anomali yapip yapmadigini, insan
periferal kan lenfositlerinde kromozom aberasyon
(KA) testi ve mitotik indeks (MI) yontemlerini
kullanarak arastirmay:r uygun bulduk. Yaptigimiz
bu caligma, hem UDKA’y1 kullanan insanlarin ilaca
olan giivenlerini arttiracak hem de bilimsel alandaki
onemli bir boslugu dolduracaktir.

siirekli insan

MATERYAL VE METOT

Bu arastirmada ilag, alkol gibi maddeleri
kullanmayan, sigara icmeyen ve ayni yas grubunda
olan (20-24 yaslarinda), saglikli iki bayan ve iki
erkek bireyden uzman kisilerce alinan periferik
kan, materyal olarak kullanilmistir. Calismada test
maddesi olarak, genel adi ursodeoksikolik asit ve
ticari ad1 Ursactive (Pharmactive ila¢ san. ve Tic.
A.S., Tekirdag, Tiirkiye) olan molekiiler grade
olmayan ilacin, suda hazirlanmig soliisyonlari
kullanilmistir. Bu c¢alismanin  etik  kurallara
uygunlugu, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’nun 30.07.2015 tarih ve 2015/366
nolu karar1 ile onaylanmigtir. UDKA’nin kimyasal
ozellikleri agsagida verilmigtir.
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Kimyasal Ad1 TUPAC): (3a.,5f,7f3)-3,7-Dihydroxycholan-24-oic acid.

Genel Adi: Ursodeoksikolik Asit

Sinonimleri: Ursodeoxycholic acid, Actigall, Ursosan, Urso, Urso Forte

Acik Formiil:

Ticari adi: Ursactive
Cas No. (Reg No.): 128-13-2
H, O

241404

Kapal Formiil: C

Molekiil Agirhgi: 392.572 g/mol

Erime Noktasi: 203 °C

Evans et al., (1984) kullandig1 protokol esas
alinarak, kromozom aberasyonu testi icin preparatlar
hazirlanmistir. Litaratiire gore (Fimognari et al., 2001)
belirlenen test maddesinin suda ¢oziilerek hazirlanan
3 farkli konsantrasyonu (10, 50 ve 100 pg/ml) kiiltiir
ortamina ilave edilmig ve hiicrelerin test maddesiyle 24
ve 48 saat boyunca muamele edilmeleri saglanmistir.
Hiicre kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani
kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe 0.06 ug/ml kolsisin
eriyigi ilave edilmigtir. Kiiltiir siiresi olan 72. saatin
bitiminde, tiipler 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
iistte kalan siipernatant atilmig ve hiicreleri ihtiva eden
0.5-0.7 mI’lik s1viya, hipotonik eriyik (%0,4 KCI) ilave
edilerek, hiicreler 37°C’de 15 dk muamele edilmistir.
Siirenin sonunda tiipler tekrar 1200 rpm’de santrifiij
edilerek, her tiipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif
ilave edilmis ve bu islem 3 defa tekrarlanmistir. Her
fiksatif ilavesinden sonra tiipler santrifiij edilerek
iistteki s1v1 atilmig ve son santrifiijden sonra dipte kalan
hiicre siispansiyonundan preparatlar hazirlanmistir. Bu
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sekilde hazirlanan preparatlar 24 saat oda sicakliginda
kurumaya birakilmig ve %5’lik Giemsa boya eriyigi
ile 20 dk boyanmustir. Kuruyan preparatlar entellan ile
kapatilarak, mikroskobik incelemeler yapilmaisgtir.

Test maddesinin hiicrelerdeki sitotoksik etkisini
belirlemek i¢in MI hesaplanmigtir. MI'yi belirlemek
icin caligilan her bir kisinin her konsantrasyonuna
ait preparatlarda toplam 3000 hiicre incelenmis
ve mitoz bdliinme geciren hiicrelerin orani yiizde
cinsinden hesaplanarak belirlenmigtir. Ayrica maddenin
genotoksik etkisinin belirlenmesi icin de, iyi dagilmig
kromozomlara sahip 100 hiicrede (iki bayan, iki erkek
toplam dort kisiden 400 hiicre) KA’lar saptanmugtir.
Preparatlarin  incelenme agsamasinda, hiicrelerde
gozlenen kromatid kirigr (Sekil 1), kromozom kirigi,
fragment, disentrik kromozom, sister union (kardes
kromatit birlesimi) gibi yapisal KA verileri ayr1 ayri
kaydedilmistir. Bu ¢calismada inceleme sirasinda sayisal
KA (poliploidi ve endoreduplikasyon) saptanmamis ve
‘gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir.

\

Sekil 1. Kromatid kirig1 bulunan metafaz plagi (50 ug/ml UDKA, 24 saat muamele, X1000)
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Istatistiksel analiz SPSS 15.0 Windows programi
kullanilarak yapilmigtir. Sonuglar p<0.05 anlamlilik
diizeyine gore istatistiksel olarak o©nemli kabul
edilmistir. Yapisal KA’lar ve MI degerleri ile 24 ve
48 saatlik muamele siirelerinde farkin 6nemli olup
olmadig1 Tek Yonii Anova (Post Hoc Analiz-LSD Test)
ile analiz edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Insan periferal kan lenfositleri, UDK A’nin literatiire
(Fimognari et al., 2001) gore belirlenen 10, 50 ve 100

pg/ml’lik suda ¢oziilerek hazirlanmis konsantrasyonlari
ile 24 ve 48 saat siiresince muamele edilmistir.

UDKA’nin 3 farkli konsantrasyon ile 24 saat
muamele edilen insan periferal kan lenfositlerindeki
yapisal KA, toplam KA/hiicre ile MI degerleri Cizelge
1’de gostermistir.

Uygulanan muamele siiresinde (24 saat) meydana
gelen KA’lar, kontrol ve pozitif kontrol (Mitomisin C;
MMC) ile karsilagtirldiginda gruplar arasinda farkin
istatistiksel olarak Onemli olmadig1 belirlenmistir
(p>0.05).

Cizelge 1. Degisik konsantrasyonlarda UDKA ile 24 saat muamele edilmis olan insan periferal kan lenfositlerindeki kromozom anomalileri*

Kromozomal Anomaliler

Muamele Yapisal KA Toplam KA,
Test maddesi L opram / MI £ SD

Siire Kons. . .. | Hiicre +SD

Kromatid tipi Kromozom tipi
saat pg/ml

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
10 14 2 0.04+0.01 6.16+0.59
UDKA 24 50 13 4 0.04+0.01 5.99+0.36
100 16 3 0.04+0.01 5.87+1.11

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

Insan periferal kan lenfositleri, UDKA’nin 10, 50
ve 100 pg/ml’lik konsantrasyonlari ile 48 saat siiresince
muamele edilmis ve yapisal KA, toplam KA/hiicre ile
MI degerleri Cizelge 2’de gostermistir. Uygulanan

48 saatlik muamele siiresinde meydana gelen KA’lar,
kontrol ve pozitif kontrol ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda farkin istatistiksel olarak onemli olmadig:
saptanmugtir (p>0.05).

Cizelge 2. Degisik konsantrasyonlarda UDKA ile 48 saat muamele edilmis olan insan periferal kan lenfositlerindeki kromozom anomalileri*

Muamele Kromozomal Anomaliler
Yapisal KA
Test maddesi P qu lam KA/ MI £+ SD
- Hiicre = SD
Siire Kons. 3 s ..
Kromatid tipi | Kromozom tipi
saat pg/ml

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
10 17 4 0.05+0.01 6.15+1.41
UDKA 48 50 15 3 0.04+0.02 6.53+£1.22
100 18 4 0.05+0.01 6.46+0.97

*Toplam 400 hiicre incelendi. KA; Kromozomal anomaliler, MI; Mitotik indeks, MMC; Mitomisin C, PK; Pozitif kontrol, UDKA; Ursodeoksikolik asit.
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UDKA’'nin mitoz boliinme iizerindeki etkisini
tespit etmek icin MI hesaplanmistir. Bu test maddesinin
mitoz boliinme iizerindeki etkisine baktigimizda, hem
24 saatlik hem de 48 saatlik muamele siirelerinde, tiim
konsantrasyonlarda (10, 50, 100 pg/ml) kontrol ve
pozitif kontrole gore farkin istatistiksel olarak 6nemli
olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 1 ve Cizelge 2).

Dihidroksi safra asiti olan UDKA’nin kronik
kolestatik karaciger hastaliklarinin tedavisinde artan
bir sekilde kullanildig1 ve ayrica immiin modiilatér
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Roma et al.,
2011).Cesitli karaciger hastaliklarindaetkili antioksidan
terapi olarak Onerilen UDKA’nin gastrodzofagal
varislerin gelisimini geciktirdigi ve PBS’li hastalarda
uzun siireli sag kalimi sagladigi gosterilmistir (El-
Sherbiny et al., 2009; Liu et al., 2007).

UDKA toksisitesi ile molekiiler mekanizmalar
ve yan etkileri iizerine yapilan bir derlemede,
UDKA’nin biyolojik olarak litokolik asite doniistiigii
ve bu asitin de DNA zincir kiriklarina neden oldugu
rapor edilmigtir (Kotb, 2009). Bu arastirmaya gore
UDKA’nin, sitotoksik ve antiproliferatif oldugu, ayrica
immiin sistemi baskiladigi ve P53’ inhibe ettigi de
bildirilmistir (Kotb, 2009). Kotb’un aksine bazi bilim
adamlar1 aragtirmalarinda, UDK A’nin hepatotoksisiteyi
azaltacagim1 ve karaciger koruyucusu olarak rol
oynayabilecegini bildirmislerdir (Galle et al., 1990;
Ishizaki et al. 2005; Lukivskaya et al., 2006).

Deney hayvanlarinda UDK A konjugatlarinin; kolik
asit konjugatlar ile deoksikolik asit ve litokolik asitin
nedenoldugu ve karaciger hasariile kolestazi engelledigi
rapor edilmigtir. Ayrica yapay ya da biyomembranlarin
milimolar diizeyde hidrofobik safra asitlerine maruz
birakildiklarinda, UDKA konjugatlarinin membrani
stabilize edici etkiye sahip oldugu da ifade edilmistir
(Beuers et al. 1998). Intrahepatik gebelik kolestazi
(IGP), gebeligin ilerleyen donemlerinde annede kasinti
ve sarilikla karakterize, erken dogum ve 6lii dogum
riski bulunan nadir bir hastalik olup, gebelik siiresince
UDKA ile tedavi olan kadinlarin ¢ocuklarinda herhangi
bir yan etki rapor edilmemistirr UDKA gebeligin
liciincii trimestrisinde IGP’de giivenli bir tedavi edici
olarak diisliniilmesine ragmen UDKA tedavisi tavsiye
edilmeden oOnce daha kontrollii calismalara ihtiyac
oldugu rapor edilmistir (Beuers et al. 1998).

UDKA’nin hiicre koruyucu etkisinin, olasilikla
membranlart koruma yetenegi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Heumen and Bajaj, 1994). Nitekim
UDKA’n1n, in vitro olarak, izole edilmis insan hepatosit
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safra kanal membraninda, kenodeoksikolik asit ile
¢oziilen kolesterol ve fosfolipid miktarini diisiirdiigii
bulunmugtur (Lim et at.,1995). Bu calismada UDKA’nin
daha ¢ok hidrofobik asitlerle temas ettigi ve boylece
polariteyi diisiirdiigii, ayrica membranlara baglanarak,
membranlarin akicilifini ve stabilitesini etkileyebildigi
ileri siirlilmiigtiir (Lim et al., 1995).

Yeni safra asit tlirevlerinin insan gogiis karsinom
hiicrelerinde p53’ten bagimsiz bir yolla apoptozu
uyardigr belirtilmistir (Im et al., 2001). Aym
sekilde bagka bir calismada da, UDKA’nin apoptoz
ve proliferasyon inhibisyonunu uyararak insan
hepatomasini 6nlemek ve tedavi etmek icin kimyasal
bir ajan olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir (Liu et al.,
(2007). Fimognari et al., (2001), insan lenfositlerinde
UDKA’'nin  mikroniikleus  indiiksiyonu,  hiicre
dongiisii ve apoptoz gibi hiicresel stres belirteclerini
caligsmiglardir. Aragtirmacilar bu ¢alismada, UDKA’nin
ve tauroursodeoksikolik asit (TUDKA)'nin insan
lenfosit hiicreleri iizerindeki etkisine bakmuiglardir.
UDKA’nm 10, 30 ve 100 yg/ml dozlar1 ile TUDKA’nin
10,30,100,300 ve 1000y g/ml dozlarini kullanmiglardir.
Yapilan bu ¢alisgmada, UDKAnin 100 pg/ml dozunda
mikroniikleusu indiikledigini fakat diger dozlar ile
TUDKA’nin dozlarmin mikroniikleus olusumunu
etkilemedigini belirtmiglerdir. Biz de yaptigimiz bu
calisma ile UDKA nin uyguladigimiz tiim dozlarinda
(10, 50 ve 100 pg/ml) kontrole gore hem MI'y1 hem de
KA’y1 etkilemedigini belirledik.

Kotb, (2009) ve Fimognari et al. (2001) tarafindan
yapilan arastirmalarda UDKA’nin genotoksik etkileri
olabilecegi bildirilmesine ragmen insan periferal kan
lenfositlerinde in vitro olarak yaptigimiz bu calismada,
herhangi bir sitotoksik ve genotoksik etki bulamadik.
Yillarca bu ilact kullanmak zorunda olan hastalar
acisindan  diisiiniildiigiinde  tarafimizca  bulunan
sonuclar sevindiricidir.

Sonug olarak, test maddesi olarak kullandigimiz
UDKA’nm, uyguladigimiz dozlarda insan periferal
kan lenfositlerinde, sitotoksik ve genotoksik etki
gostermedigi bulunmustur. Ayrica gelecekte, ileri
genotoksite testleri kullanilarak yapilacak bagka
caligmalarla, bu ilacin genotoksik etkisine dair bilgilerin
giincellenmesi 6nerilmektedir.

TESEKKUR
Bu arastirma, Nigde Omer Halisdemir Universitesi,
Bilimsel  Arastirma  Proje  Birimi  tarafindan
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