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OZET

URSODEOKSIKOLIK ASIT’IN INSAN PERIFERAL KAN
LENFOSITLERINDEKI /N VITRO GENOTOKSIK ETKIiSi

OZER, Eyiip
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Ana Bilim Dali

Danigman : Dog. Dr. Songiil BUDAK DIiLER

Haziran 2016, 31 sayfa

Bu calismada, Ursodeoksikolik asitin, insan periferal kan lenfositlerindeki in vitro
sitotoksik ve genotoksik etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
ilacin, 10, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan
konsantrasyonlarda, sitotoksik etkiyi ve kromozom anomalilerini saptamak icin in
vitro kromozom aberasyon testi yapilmistir. Hiicreler, ilacin belirlenen
konsantrasyonlar ile 24 ve 48 saat siiresince muamele edilmistir. Kromozomlarda
olusan anomaliler SPSS istatistik programinda, ONE WAY ANOVA (Post Hoc
Analiz-LSD Test) testi ile analiz edilmistir. Yapilan istatistik analizine gore,
uygulanan konsantrasyonlarin, hiicrelerde mitotik indeks degerlerini diisiirmedigi ve
kromozom anomalilerini kontrole gore 6nemli derecede artirmadigi tespit edilmistir.
Bu caligmanin sonucuna gore, Ursodeoksikolik asitin genotoksik ve sitotoksik

etkisinin olmadig belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Ursodeoksikolik asit, Sitotoksik, Genotoksik, Kromozom Aberasyonu



SUMMARY

THE IN VITRO GENOTOXIC EFFECTS OF URSODEOXYCHOLIC ACID ON
HUMAN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

OZER, Eyiip
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Associate Professor Dr. Songiil BUDAK DILER

June 2016, 31 pages

In this study, it is aimed to determine the potential in vitro genotoxic effects of
ursodeoxycholic acid on human peripheral blood lymphocytes. Its was prepared with
10, 50 ve 100 pg/mL concentrations. In the prepared concentrations, construction of
cell cultures in vitro chromosome aberration test was done to detect chromosomal
abnormalities. Concentrations were treated at 24 and 48 hours. Chromosome
abnormalities were analyzed with ONE WAY ANOVA (Post Hoc Analysis-LSD
Test) test in the SPSS statistics program. According to the analyses contorted, it was
found that the applied concentrations did not induce the mitotic index values in cells
or did not increase chromosome anomolies significantly compared to the control. As
a result, ursodeoxycholic acid was found on human peripheral blood lymphocytes

that had no the genotoxic effect and the cytotoxic effect.

Keywords: Ursodeoxycholic acid, Cytotoxic, Genotoxic, Chromosome Aberration



ON SOZ

Bu yiiksek lisans tezinde, Ursodeoksikolik asit’in insan periferal kan
lenfositlerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisi arastirilmigtir. Bu calismada,
genotoksik etkiyi belirlemek i¢in, metafaz sathasindaki kromozomlar incelenmistir.
Ayrica sitotoksik etkiyi belirlemek icin mitotik indeks hesaplanmistir. Elde edilen
verilerle yapilan istatistiksel analiz neticesinde, Ursodeoksikolik asitin, genotoksik
ve sitotoksik etkisinin olmadig belirlenmistir. Bu calismada, deneylerin
yapilmasinda yardime1 olan ve her tiirli destegi saglayan danisman hocam sayin

Dog. Dr. Songiil BUDAK DILER e en icten tesekkiirlerimi sunarim.
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BOLUM I

GIRIS

Ursodeoksikolik asit (UDKA), yiizyillardir insanlar tarafindan cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmustir. Ozellikle Cin’de, Shorea spp. (Meranti agac1) ve yetiskin
siyah ayilarin kurutulmus safralar1 ile hepatobiliyer hastaliklar1 tedavi edilmistir.
UDKA’y1, Cin geleneksel tibbi, Tang hanedanligi zamaninda karaciger hastaliklarinin
tedavisi i¢in siklikla kullanmigtir. Bilimsel olarak UDKA, 20.yy’1n baslarinda (1902),
Hammarsten tarafindan kesfedilmistir. Japonya Okayama iiniversitesinden Shoda adh
bilim adami tarafindan 1927 yilinda kristalize edilerek (latince Urso= ay1),
Ursodeoksikolik asit ad1 verilmis ve yapay olarak iiretilmeye baslanmistir (Guarino
vd., 2013). 1970’den itibaren kolestatik karaciger enfeksiyonlarinda kullanilmaya
baslanmis ve 1980’den sonra da ila¢ endikasyonlar {izerine arastirmalar ¢ogalmistir.
IIk defa 1985°te Lechner ve arkadaslari, UDKA’y1 kolesterol safra tasmi eritmek
amactyla denemisler ve kronik aktif hepatite sahip hastalarin aminotransferaz
diizeylerinin belirgin bir sekilde diistiigiinii gdzlemlemislerdir. UDKA’mn, hepatosit
membraninda kolesterol ve fosfolipit ¢oziiniirliigiinii azaltarak, toksik safra tuzlarinin

hepatotoksik etkisini bloke ettigi diisiiniilmektedir (Giilmen, 2005).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla, ila¢ olarak kullanilan UDKA’nin, DNA onarmi,
koenzim A, siklik AMP, p53, fagositoz ve nitrik oksit sentataz indiiksiyonunu inhibe
ettigine dair arastirmalar bulunmaktadir (Kotb, 2012). Ayrica UDKA’nin apopitoz ve
mikroniikleus olusumu {izerine de c¢alisma yapilmis (Fimognari vd., 2001) fakat
litaratiirde kromozom aberasyonu ile ilgili her hangi bir calismaya rastlanmamaistir. Bu
nedenle biz de bu ¢alismamizda, insanda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
ve siirekli kullamlan UDKA’nin insan kromozomlarinda anomali yapip yapmadigini
aragtirdik. Yaptigmmiz bu c¢alisma, hem UDKA’y1 kullanan insanlarin ilaca olan

giivenlerini arttiracak hem de bilimsel alandaki 6nemli bir boslugu dolduracaktir.



1.1 UDKA’nin Etkilesimde Bulundugu Sistem ve Organlar

1.1.1 Biliyer sistemi

Biliyer sistem, safra kesesi, sistik kanal, orta safra kanal ve oddi sfinkterden meydana
gelmistir (Sekil 1.1). Biliyer sistemin gorevleri arasinda, safrayr depolama, konsantre

etme ve karacigerden duedonuma aktarilmasi bulunmaktadir (Al ve Yildirim, 2008).

Biliyer Sistem

Sol Hepatik Kanal

Sag Hepatik Kanal

Karaciger Pankreas

Mide

Safra Kesesi

Sistik Kanal
Ortak Hepatik Kanal

Pankreatik Kanal
Koledok

Duodenum

Sekil 1.1 Biliyer sistem (Kozan, 2006)

1.1.2 Safra metabolizmasinda karaciger

Karaciger, abdominal boslukta yer alir ve viicudumuzun en biiyiik organidir. En 6nemli
gorevleri protein sentezi, safra sentezi ve safranin salgilanmasidir (Barret vd., 2001).
Ayrica gastrointestinal sistemle absorbe edilen karbonhidratlar, vitaminler, minareller,
aminoasitler venae portae (kap1 toplardamar) ile karacigere toplanarak depolanir ve

kullanilir (Ergiin ve Ergiin, 2009).



1.1.3 Safra metabolizmasinda safra kesesi

Safra kesesi, uzunlugu 7-10 cm, hacmi 30-60 ml olan, karacigerden salgilanan safray1
muhafaza ve konsatre eden, armuda benzeyen, ince duvarl yapida olan bir organdir.
Safra kesesine baglanan yapilar: Sag ve sol hepatik kanallar (ductus hepaticus dexter at
sinister); Karacigerden gelen safranin ilk giris yaptig1 kanallardir. Birlesik hepatik kanal
(ductus hepaticus communis); sag ve sol hepatik kanallarinin birlestigi kisimdir. Sistik
kanal (ductus cysticus); safra kesesinden uzanan kanaldir. Koledok kanali (ductus
choledocus); birlesik hepatik kanalla sistik kanalin birlesmesiyle meydana gelir (Songur

vd., 2009).

Sag Hepatik Sol Hepatik
Kanal / Kanal

Safra Kesesi ) !
Collum

Ortak Safra
Eanah

Plica Tunica
hucosa
Plica
Spiralis (Heister)
Tunica
hucosa

Safra Kesesi
Corpus

Koledok

Tunica Serosa

Safra Kesesi
Fundus

Pankreatik Kanal
Pankreatik Kanal
Orifisi
hiajor Duodenal Papilla

Sekil 1.2. Safra kesesi ve safra yollar1 (Kozan,2006)

Safra, karacigerden giinliik 600-1000 ml salgilanan, sindirim ve metabolik son iiriinlerin
atildig1 bir sividir. Birincil gorevi, pankreastan salgilanan lipazin etkinligini artirarak,
gidalardaki biiyiik molekiillii yaglarin parcalanmasini saglar ve bagirsak mukozasinda
yaglarin emilimine yardimci olur. Ikincil gorevi ise, kandaki onemli atiklarin;

hemoglobin yikimi sonucu olusan bilirubin ve fazla kolesteroliin bosaltilmasini saglar
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(Guyton ve Hall, 2000). Safra, %97 su, %0.7 safra tuzlari, %0.2 safra pigmentleri,
%0.06 kolesterol, %0.7 inorganik tuzlar, %0.15 yag asitleri, %0.1 lesitin, %0.1 yag ve
alkalen fosfatazdan meydana gelir (Barret vd., 2001). Safrayr olusturan maddelerin
Onemli bir kism1 su ve suda c¢oziinmiis veya ¢Oziinmekte olan organik ve inorganik
bilesiklerden meydana gelir. Icerdigi kompozisyonda; Glukoz, protein, steroid
hormonlar, inorganik elektrolitler; sodyum (Na"), potasyum (K), kalsiyum (Ca"), klor
(CT') ve bikarbonat (HCOs3") bulunur (Marin, 2008). Ayrica safra pigmentleri (bilirubin,
biliverdin), safra tuzlari, kolesterol, fosfolipit (lesitin) yer alir (Ugok vd., 2010).

Kolesterolden ortaya ¢ikan en dnemli iiriin safra asitleridir (Tok ve Aslim, 2007). Safra
asitleri primer ve sekonder safra asitleri olarak gruplandirilir. Kolesterolden olusan
primer safra asitler; kenodeoksikolik asit ve kolik asittir. Ayrica bagirsakta bakterilerin
etkisiyle olusan sekonder safra asitleri de vardir. Bunlar ise litokolik asit ve deoksikolik

asittir (Stamp ve Jenkins, 2009).

Primer safra asitleri gastrointestinal kanalda sodyum ve potasyum katyonlar1 sayesinde
safra tuzlarini olusturur. Safra tuzlarmin barsaktaki birinci gorevi, yag molekiillerini
emiilsifiye ederek ylizey gerilimini azaltmak ve yag globiillerinin daha kiiciik yapilara
parcalanmasin1 saglamaktir. Safra tuzlart ve fosfolipitlerin nonpolar kisimlari, yag
damlaciginin nonpolar i¢ boliimleriyle kaynasir ve polar uglar su ile temas kurar.
Boylelikle emiilsifiye edici bu maddelerle kaplanmis lipid damlaciklar1 birbirlerini
iterek birlesmeleri engellenir. Safra tuzlarinin ikinci gorevi, lipidler ile micel denilen
kompleks yapilar olusturmaktir. Safra tuzlari safrada belli konsantrasyon diizeyinin
istiine ¢iktig1 zaman micellesme egilimine girer Migeller kolesterol ve vitaminlerin

tasinmasini saglar (Ucok vd., 2010).

Lesitin de suda erimeyen ve safrada, safra tuzundan sonra fazla bulunan bir elemandir.
Lesitin, safra tuzlarinin meydana getirdigi migellerin icine girerek micelin biiyiimesini

daha fazla kolesterolii tagiyabilmesine olanak saglar (Durgun, 2002).

Primer safra asitleri taurin ve glisinle etkileserek primer safra tuzlarini, sekonder safra
asitleri de sekonder safra tuzlarini olusturur (Oniir ve Beyler,2001). Bagirsaklara gelen
safra asitlerinin %95’1 bagirsaklardan karacigere portal vendz yolla tekrar absorbe

edilerek, tekrar kullanilirlar. Buna enterohepatik sirkiilasyon denir. %5’i ise bakteriler



tarafindan doniisime ugratilarak deoksikolik asit ve litokolik asit meydana getirilir

(Aksoy, 2012).

ssuam;hﬁ;\\-

Ciretism
(0. 2-0.8 grigim)

Cngkecia atiian
(0. 2-00.5 griglm)

Sekil 1.3 Safranin dolasimi (Kozan,2006)

Safra tas1 diinyada ve iilkemizde ¢ok sik goriilen bir hastaliktir. Ulkemizde safra tas:
prevelansi ile ilgili aragtirma azdir. 2008 yilinda Tokat’ta yetiskin kisilerde yapilan
arastirmada %7,5 oranin da safra tagi bulunmustur (Cavus ve Karaca, 2013). ABD’de
erigskinlerin %15-20’sinde safra tasi tespit edilmistir. Diinya genelinde insanlarin %6-
20’sinde safra tas1 gozlemlenmistir. Safra tasi, erkeklere oranla kadinlarda 2 kat daha
fazla goriiliir (Kalender, 2005).

Safra tas1 olusumuna etki eden faktorler: 1-Yas; artan yasla beraber risk artar. 2-Ailesel
oykii, 3-Yiiksek kolesterol, 4- Obezite, 5- Hormanlar 6-Genetik faktorler (Marschall ve

Einarsson, 2007). Safra taslar1 az gelismis iilkelerde daha az rastlanir.

Morfolojik ve ihtiva yOniinden safra taslar1 3 cesittir. 1-Kolesterol taglari: En cok
goriilen, tamamen ya da kismen kolesterolden olusmus olan safra taslaridir. 2-Siyah

pigment taslari: tamamen kalsiyum bilirubinat veya kalsiyuam, bakir ve miisin



glukoproteinlerin olusturdugu komplike taglardir. Sirozda ve kronik hemolizde bu taslar
daha sik goriiliir. 3-Kahverengi pigment taglari: Kalsiyum tuzlari, ankonjuge bilirubin,
kolesterol ve proteinden olusan taglardir. Safra tasglar1 safra kesesinde veya safra
kanallarinda gelisebilir (Yonem vd., 2006). Genel olarak, Safra tasmin yapisinda
kolesterol, kalsiyam, az miktarda demir, safra pigmenti, proteinler, karbonatlar,

karbonhidratlar, fosfor, mukus ve hiicre artiklar1 bulunur (Hoscoskun, 2008).

1.1.4 Safra metabolizmasinda pankreas

Pankreas hem i¢ salgi (endokrin) hem de dis salg1 (ekzokrin) yapan bir organdir (Caglar
vd., 2014). Yag metabolizmasinda pankreastan salgilanan lipazin ¢ok etkin bir gorevi
vardir. Lipazin etkin hale gelmesini saglayan maddeler; safra tuzlari, Ca™ iyonu ve
sabunlardir. Lipaz suda eridigi i¢in, lipitlere etki alam yag/su yiizeyindedir. Bundan
dolay1 bagirsagin peristaltik hareketi ve safra tuzlarinin etkisiyle ylizeyleri genisleyerek
mikroemiilsiyon halini alirlar. Mikroemiilsiyon haline gelen lipidler hidroliz
neticesinde, trigliseridler, f-monogliseritler ve serbest yag asitlerine parcalanir (Asi,

1999)

1.1.5 Safra metabolizmasinda ince bagirsak

Besin sindiriminin ve emiliminin biiyilk bir kismi ince bagirsaklarda gerceklesir.
Pankreas salgisin1 bosaltan pankreas kanal ve safra bosaltan koledok, ince bagirsagin
duodenuma (on iki parmak bagirsagl) acilir. Safra tuzlarinin geri emilimi ince

bagirsagin son boliimii illeumdan gerceklesir (Sindirim sistemi, 2012).

1.2 UDKA’nin Ozellikleri

Ursodeoksikolik asit (UDKA) primer safra asidi olan kenodeoksikolik asitin 7f
epimeridir ve kolon bakterilerinin etkisiyle olusur. UDKA, ince bagirsakta micel
olusumu ve solubilizasyonu (¢oziindiirmesi) yoniinden etkili olmayip, ince bagirsaktan
iyl emilemez (Aydogdu, 2006). Safra havuzunun sadece %]1’ini teskil ettigi ve bu
nedenle normal bir insamin safrasinda cok az miktarda bulundugu gosterilmistir.
Hidroksil grubunun  yerlesimi kenodeoksikolikasit’ten daha ¢ok hidrofilik oldugu ve
bu 6zelliginden dolay1 da daha az hepatotoksik olabilecegi bilinmektedir (Kiigiik, 2011).



UDKA’nin, karaciger hiicre zarinin lipit tabakasini, hidrofobik safra tuzlarinin
toksiktitesine kars1 korudugu ve ayrica kronik kolestatik karaciger hastaligi ile safra
taglarinin eritilmesinde de cok Onemli bir gorevinin oldugu belirlenmistir (Bektas,

2000).

UDKA’nin, kanda ve safrada kolesterol seviyesini diisiirdiigii, kolesteroliin safra asidine
donlisiimiinii sagladig1 ve ayrica endojen safra asitlerinin ileal absorbsiyonunu da
etkledigi tespit edilmistir. UDKA’ nin, safra asit hepatik ekskretuar (salgi) diizeylerinin
ve zamanlamasimin diizenli olmasim1 sagladigi gosterilmistir. Ayrica kolanjiyositleri
safra asit havuzundan cikartarak, hidrofobik safra asitlerinin sitotoksik etkisinden
korudugu belirlenmistir. UDKA’nin, safra iiretim ve atilim hizini artirict kolorektik
etkisinin iist diizeyde oldugu ve hepatobiliyer salgilarim baskilayarak, zehirli
maddelerin karacigerde birikmesine engel oldugu ortaya ¢ikartilmistir. Ayrica UDKA
hepatoseliiler hasarda rol oynayan T hiicrelerini azaltig1 ve antioksidatif, neoplazm

(timdr) hiicrelerinin ¢ogalmasim engelledigi tespit edilmistir (Oygiir ve Selguk, 2013).

UDKA’nin, nontoksik hidrofilik bir safra asiti oldugu icin ve kolestazda biriken endojen
safra asitlerinin zararli hepatotoksitesini ortadan kaldirdig: icin tip alaninda kullanimi
yayginlagmistir. Kolestatik karaciger hastalifinda, safra asitlerinin hepatositlerden
atilimin1 hizlandirdi@, ayrica bagirsaklardan emilimine mani olarak karacigere tekrar
donlisiimiinii  azaltti@i ve bdylece endojen safra asit yogunlugunu diisiirerek,
hepatositlerin daha saglikli is gdbrmesine olanak sagladigi belirlenmistir (Ttimgor vd.,

2005).

UDKA’nin gebelerde, plasentadan safra asitlerinin geg¢isini minimize ederek amniyotik
stvida ve kordon kaninda safra asitlerinin seviyesini diistirdiigi gosterilmistir (Y1ldirim

vd., 2007).

UDKA, Kklinikte cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir ilag¢ olup, kullanildig:
hastaliklar sunlardir. Primer bilier siroz, primer sklerozan kolanjt, gebeligin intrahepatik
kolestazi, kolelitiazis, nonalkolik steatohepatit 21, akut viral hepatit, kronik hepatitler,
alkolik karaciger hastaligy, siroz, ilaca bagli kolestaz, hepatik graft versus host hastaligi,
kistik fibrozis, progresif familyal intrahepatik kolestazis (Byler hastaligl), total

paranteral nutrisyona bagli kolestazis, kolon kanseri ve diger kanser hastaliklarinda



yaygin  olarak  kullamildigi  bilinmektedir ~ (Kalender, 2005). UDKA’nin,
immiinomodiilator etkiye sahip olup, hepatik bosatimi diizenleyici oldugu, hiicreleri
korudugu ve endojen toksik hidrofobik safra asitlerini azalttigi tespit edilmistir (Lim

vd., 1995).



BOLUM I

LITARATUR OZETLERi

2.1 insan Periferal Kanlari1 Uzerine Yapilan Sitotoksik ve Genotoksik Cahsmalar

Lenfositlerin, insan viicudundaki doku ve organlarda, uzun siireli bir dolagim1 oldugu
bilinmektedir. Tiim periferal kan lenfositleri mitotik interfazin GO veya G1 asamasinda
meydana gelir ve normal bireylerde, lenfositler nadir olarak in vivo mitotik ¢ogalama
gosterebilirler. Yapilan calismalarla, lenfositlerin, mitojen vasitasiyla kiiltiir ortaminda
cogaltilmalarinin kolay oldugu belirlenmis ve bdylece de genotoksik ve sitotoksik

caligmalarda kullanimlarinin uygun oldugu tespit edilmistir (Erol, 2010).

2.1.1 Formik asitin insan lenfositleri iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisi

Karincalardan izole edilerek elde edilen ve karinca asidi anlamina gelen formik asit, cok
genis kullanim alanina sahip olup, 6zellikle gidalarda koruyucu olarak kullanilmaktadir.
Formik asit’in, deri ile temasta yanmaya, viicuda alindigr zaman korliige ve ileri
asamada 6liime neden oldugu bilinmektedir. Formik asitin 20, 40, 60 ve 80mM dozlar1
insan lenfositleriyle muamele edildiklerinde MN indeksinin artti§1, béliinme indeksinin

diistiigii hiicrede apoptoza ve nekroza yol actigi ortaya konulmustur (Demirci, 2013).

2.1.2 Perkloretilenin insan lenfositleri iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisi

Kuru temizleme, otomotiv ve metal sektoriinde c¢ok yaygin bir sekilde kullanilan
perkloretilen, ugucu bir solvent olup yag atiklarinin temizlenmesinde kullanilir. Bu
caligmada perkloretilen ve ii¢ dondr kullanilarak hazirlanan, 1mM, 3mM ve 5mM
konsatrasyonlar 48 saat isleme tabi tutulmus, KKD (kardes kromatit degisimi) analizi
icin, hiicre basma diisen KKD hesaplanmig ve netice itibariyle konsantrasyona bagh
olarak diisiik, KKD/hiicre sayisinda, kontrole ve negatif kontrole (dimetilsiilfoksit) gore
anlamli bir yiikselis gozlemlenmistir. Ancak pozitif kontrolle (mitomycin-c)
kiyaslandiginda 5mM kontrasyonunun daha anlamlt oldugu gozlemlenmistir. KA testi
sonucuna gore, Perloretilen’in kromozom kiriklar1 artirarak, klastojenik etkiye neden

oldugu ortaya konulmustur.(Unsal, 2013)



2.1.3 Tenofovir Disoproksil Fumarat (TDF)’mn insan lenfositleri iizerindeki

sitotoksik ve genotoksik etkisi

TDF, AIDS tedavisinde kullanilan retroviral ve niikleotid revers transkriptaz inhibitorii
bir ilactir. TDF’in, 24 ve 48 saat saatlik muamele siiresi ile 2.5, 5, 10 ve 20 pg/ml’lik
dort farkli adet konsatrasyon islemine tabi tutulmustur. TDF’in, KKD ve KA testi
verilerine gore bu konsatrasyonlarin kontrol gurubuyla karsilagtirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmadig tespit edilmistir (Kurt vd., 2015).

2.1.4 Sitrininin insan lenfositleri iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisi

Penicillum citrunum’dan izole edilen sitrinin, bir mikotoksin olup, aflatoksin gibi
hububatlara bulastig1 ve viicuda alindiginda, nefrotoksik, hepatotoksik ve embriyotoksik
etki gosterdigi saptanmustir. Saglikli alt1 kisiden alinan kan Ornekleri, sitrinin 10uM,
20uM, 40uM, 60uM, 80uM ve 100uM konsatrasyonlari ile muamele edilmis ve sitrinin
konsatrasyonlar1 ile binuklear/mononuklear baglantt korelasyon analizi ile
degerlendirilmistir. ~ Yapilan bu  c¢alismada, sitrinin doz  baghh  olarak
binuklear/mononiiklear hiicre oranim degistirdigi ve MN’lu binuklear hiicre sayisini
konsantrasyona bagli olarak artirdigi saptanmistir. Mitotik indeksi ise konsatrasyona

bagl olarak azalttig1 ortaya konulmustur (Dumlupnar., 2006).

2.1.5 Lityum karbonatin insan lenfositleri iizerindeki sitotoksik ve genotoksik

etkisi

Lityum, diisikk yogunluklu bir metal olup, pil, cam, yag, aliminyum, eczacilik ve
seramik, gibi cok yaygin sanayi alaninda kullaniminin yan1 sira, tibbi olarak kullanilan
bir ilactir. Dermatolojik, gastrointestinal, oftalmojik, endokrinal ve wuzun siireli
kullanimda nefrolojik yan etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Lityum karbonat
(LiCO3)’nin, 16mM, 8 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM iceren konsatrasyonlu
hiicre kiiltiirii ile 100uM(mikromolar) hidrojen peroksit (H,0O,), pozitif kontroller ve
lityum karbonat icermeyen kontroller hazirlanmistir. 24 saat MTT (Metil Tiyazol
Tetrazolyum) hiicre canlilig1 testi uygulanmistir. Bu teste gére 1mM konsatrasyonda
lityumun’un sitotoksik etki gostermedigi, ancak artan konsantrasyonlarda lityumun

etkisinin arttig1 ve canliligin azaldigr saptanmistir. Lityum’un letal dozu (LD50) SmM
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olarak tespit edilmis ve 36 saat sonrasinda Comet Assay yontemiyle genotoksititesi
gozlemlenmeye caligilmistir. Konsatrasyonlar total antioksidan seviyesi yOniinden
kiyaslandiginda, 1mM lityum karbonat verilen grup, diger gruplara gore yiiksek, fakat
istatistiksel olarak anlamli olmayip, negatif kontrole gore ise anlamli bir sonug elde
edilmistir. Pozitif kontrol ise, negatif kontrole ve diger konstrasyonlara gore anlamli
bulunmustur. Total oksidan seviyeleri yoniinden pozitif konrol diger knstrasyonlara
gore istatistiksel olarak yiiksek ve anlamli ¢ikmistir. Lityum verilen konsantrasyonlar
negatif kontrol grupla karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli ¢ikmamistir.
Oksidatif stres indeksi yoOniinden kiyaslandiginda ImM lityum kullanilan
konsantrasyon, negatif kontrole gore istatiksel olarak diisiik ve anlamali bulunmustur.
DNA aberasyonu bakimindan, pozitif kontrol grubu diger konsatrasyonlara gore
istatiksel olarak anlamli ve yiiksek ¢ikmis, konsatrasyonlar birbirleri ve negatif grupla

kiyaslandiginda anlamli ¢itkmamistir (Adar, 2015).
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BOLUM II1

MATERYAL VE METOT

Bu aragtirmada ilag, alkol gibi maddeleri kullanmayan, sigara icmeyen ve aym yas
grubunda olan (20-24 yaslarinda), saglikli iki bayan ve iki erkek bireyden uzman
kisilerce alinan periferik kan, materyal olarak kullamilmistir. Calismada test maddesi

olarak, genel ad1 Ursodeoksikolik Asit ve ticari ad1 Ursactive olan ila¢ kullanilmigtir.

Bu caligmanm etik kurallara uygunlugu, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu’nun 30.07.2015 tarih ve 2015/366 nolu karari ile onaylanmistir.

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

3.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

3.1.1.1 Ursodeoksikolik asitin ozellikleri

Kimyasal Ad1 (IUPAC): (3a,58,7p)-3,7-Dihydroxycholan-24-oic acid.
Genel Adi: Ursodeoksikolik Asit

Sinonimleri: Ursodeoxycholic acid, Actigall, Ursosan, Urso, Urso Forte
Ticari adi: Ursactive

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

Kapah Formiil: C4H4oO4

Acik Formiil:

Sekil 3.4 UDKA’nin Formiilii (Milani, 2014)

Molekiil Agirhgi: 392.572 g/mol
Erime Noktasi: 203 °C
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3.1.1.2 Etanol

Bu calismada etanol (Merck) lamlarin temizlenmesinde kullanilmistir.

3.1.1.3 Kromozom medyumu

Saglikli kisilerden alinan periferal kan orneklerinden in vitro hiicre kiiltiiriiniin
yapilmas1 asamasinda, Biochrom firmasinin iirettigi Chromosome Medium B (cat. no. F
5023) kullanilmigtir. Chromosome Medium B’nin her litresinde, asagida miktarlari

belirtilen bilesikler bulunmaktadir:

Chromosome Medium B

Non essential AmMINO ACIAS......c.ceeueieutireirtireireiet ettt ettt e e e 850 ml
HEPATIN. ..ottt et et e e e e e 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt...........cooovviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 75.000 E
Streptomycin SUIPRALE. .......coueiiiiiiiiiii et 50 mg

Phytohemagglutinin M......c...coiiiiiiiiiiiice et 2.5 mg

Yukarida icerigi verilen Chromosome Medium B, steril kiiltiir tiiplerine 2.5 ml olacak
sekilde paylastirilarak, deneylerde kullanilmistir. Ayrica kullanilan kiiltiir tiipleri steril

olarak satin alinmustir.

3.1.1.4 Kolsisin (Colchcine)

Hiicre kiiltiiriinde metafaz kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda, mitotik zehir
olarak Colchicine (kolsisin) (Sigma Cat. No. C-9754) kullanilmistir. Saf su igerisinde
hazirlanan Kolsisin eriyigi, kromozom medyumunun her mililitresinde 0.06 pg olacak
sekilde (0.06 pg/ml) 2.5 ml'lik kromozom medyumuna ilave edilmistir. Kolsisinin

kimyasal 6zellikleri asagida verilmistir:
Kimyasal adi: Colchicine

Kapal formiilii: C,,H,sNOg
Molekiil agirhgi: 399.4
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Etil asetat icerigi: % 3.4
Kloroform igerigi: < % 0,1

Sigma No: C-9754

3.1.1.5 Hipotonik eriyik

Bu calismada hipotonik eriyik olarak %0,4’likk KCI (Merck) kullanilmistir. Hipotonik
eriyik bidistile suda stok halinde hazirlanip, agz1 kapali bir cam kapta ve buzdolabinda
+4 °C saklanmistir. Her preparat yapim asamasindan yaklagitk 2 saat Once,
buzdolabimdaki stok soliisyondan yeteri miktar alimip, 37°C’deki inkiibatorde 1sitilarak

kullanilmagtir.

3.1.1.6 Fiksatif

Calismada kullanilan fiksatif, hiicre kiiltiiriinden yapilan kromozom aberasyonu (KA)
deneylerinde, 1 hacim glasiyel asetik asetin, 3 hacim metanol ile karistiritlmasi sonucu
hazirlanmigtir. Kullanilmadan iki saat once ve taze olarak hazirlanmis olan fiksatif,
buzdolabinda sogumaya birakilmistir. Yukaridaki gibi hazirlanan soguk fiksatif, her

preparasyon isleminde kullanilmistir.

3.1.1.7 Sorensen tamponu (Sorensen Buffer)

Sorensen Tamponu, Giemsa boyasinin (%5°lik) hazirlanmasi asamasinda kullanilan ve

tampon A ile tampon B olmak {izere iki ayr1 stok ¢ozelti halinde hazirlanmistir.

Hazirlanisi:
Tampon A:11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su icinde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B:14.83 gr Na,HPO4.12H,0 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=9.3).

3.1.1.8 Giemsa (Merck)

Kromozom preparatlarini boyamak i¢in, Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin
edilmis olan Giemsa boyasi, deneylerimizde Sorensen tamponu ic¢inde %5’lik boya

eriyigi seklinde hazirlanarak, kullanilmistir.
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3.1.1.9 Entellan (Merck)

Entellan (Merck, Cat. No. 7961), hiicre kiiltiiriinden yapilmis olan preparatlari, daimi

hale getirmek amaciyla lam ile lameli birbirine yapistirmak i¢in kullanilmistir.

3.1.1.10 Nitrik asit (HNO3)

Lamlarin temizlenmesi icin 1 N HNO; ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozelti olarak

sisede saklanarak, kullanilmistir.

3.1.1.11 Mitomycin C (MMC)

Bu calismada, pozitif kontrol olarak Mitomycin C kullanilmistir. Mitomycin C’nin

kimyasal 6zellikleri asagida verilmistir.
Kimyasal adi: Mitomycin C

Kapah formiilii: C;sH;sN4Os
Molekiil agirhgi: 334.327 g/mol

Erime noktasi: 360 °C
CAS no: 50-07-7

3.1.2 Kullanilan deney ekipmanlari

3.1.2.1 Hassas terazi

Kimyasal maddelerin tartilmasinda, hava akimlarmma kars1 6zel cam paravanlarla

korunan ve 0,0001 gr hassasiyetinde olan RADWAG - AS 220/C/2 marka terazi

kullanilmustir.

3.1.2.2 Santrifiij

Bu calismada, devir hiz1 4000 rpm’e kadar ¢ikabilen, maksimum 30 dakikalik zaman
ayarlayici ve 8 tiip kapasiteli KA-1000 marka santrifiij kullanilmisgtir.
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3.1.2.3 Inkiibator

Hiicre kiiltiirliniin yapilmas1 ve bazi eriyiklerin 37 °C’ye kadar isitilmasinda, ST-055

marka inkiibator kullanilmistir.

3.2 Lamlarin Temizlenmesi

Hiicre preparati yapiminda kullanilan etiketli lamlar saleye dizilmis ve {izerlerine 1 N
nitrik asit konmustur. Lamlar bu sekilde, salenin agz1 kapatilarak 24 saat bekletilmistir.
Daha sonra lamlar, akan ¢esme suyu ile iyice yikanmis ve 3-4 defa saf sudan
gecirilmigtir. Sonra olarak salede bulunan lamlarin {izerine saf su ile doldurulmus ve

buzdolabinda saklanmustir.

3.3 Sitotoksisite ve Genotoksisite Calismalari

3.3.1 Kromozom Anomalilerini (KA) (Chromosomal Aberration=CA) saptamak
amaciyla hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi, test maddelerinin kiiltiire ilave edilmesi ve

preparatlarin hazirlanmasi

3.3.1.1 Hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi ve test maddelerinin kiiltiire ilave edilmesi

Hiicre kiiltiirii olarak, Evans’in gelistirdigi yontem, modifiye edilerek kullanilmigtir
(Evans, 1984). Bu c¢aligmada, kromozom anomalilerini saptamak amaciyla hiicre

kiiltiiriiniin yapilmasinda ‘Kromozom Aberasyonu’ testi uygulanmistir.

Sigara, ilag ve alkol kullanmayan, saglikli, 20-24 yaslar1 arasinda iki bayan ve iki
erkekten alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan ornekleri (0.2 mL) kromozom
medyumlarina steril sartlarda ekilmistir (Renciizogullar1 ve Topaktas, 1991). Kan
ilavesinden sonra, kiiltiir 37°C’deki inkiibatorde 72 saat inkiibe edilmistir. On ¢alisma
sonucunda belirlenen test maddesinin 3 konsantrasyonu (10, 50 ve 100 pg/mL) kiiltiir
ortamina kiiltiiriin baglangicindan 24 ve 48 saat sonra ilave edilmig ve hiicrelerin test
maddesiyle 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmeleri saglanmistir. Hiicre kiiltiir
siiresinin bitiminden 2 saat Once (yani kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe hazirlanan

kolsisin eriyiginden ilave edilmis (0.06 pg/mL) ve tiipler hafif¢e sallanarak iyice
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karistirillmigtir. Kiiltiirde bulunan hiicreler 2 saat siiresince (37°C’de) kolsisin ile on
muameleye tabi tutulmus ve 72. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 2000 devir/dk (rpm)’da 5
dk santrifiij edilerek hiicrelerin dibe ¢Okmesi saglanmistir. Santrifiij yapilan kiiltiir
tiiplerinin iistte kalan siipernatant1 atilmis ve dipte kalan hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7
mL’lik siviya, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik eriyik olan KCl ilave edilmistir. Bu
eriyigin ilavesi damla damla ve karistirilarak yapilmistir. Aksi halde hiicrelerde
kiimelesme olmakta ve amaca uygun olmayan preparatlar hazirlanmaktadir. Her tiipe 5
mL hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak inkiibatore
konulmustur. Hiicreler 15 dk hipotonik eriyikte 37°C’de muamele edilmistir. Siirenin
sonunda tiipler 15 dk 1200 devir/dk’da santrifiij edilmis, siipernatant atilmistir. Bu sefer
hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5 mL olacak sekilde
soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk fiksatif ile muamele edilen
hiicreler 1200 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra tiiplere
tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 defa tekrarlanmistir. 3. fiksatif muamelesinin
sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriilmiistiir. Her fiksatif ilavesinden
sonra tlipler santrifiij edilerek tistteki sivi1 atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7
ml sivi kalacak sekilde, siipernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine

gecilmistir.

Tiiptin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine alman 4-5 damla hiicre siispansiyonu daha Once
temizlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda saklanmig lamlarin iizerine 75 cm
yiikseklikten farkli alanlara 1’er damla olacak sekilde damlatilmistir. Bdylece hiicrelerin
ve dolayisiyla kromozomlarin lam {izerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre
stispansiyonunun lamlara damlatilmasi esnasinda damlalarn iist iiste diigmemesine 6zen
gosterilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya

birakilmistir.

3.3.1.2 Preparatlarin boyanmasi ve daimi preparatlarin hazirlanmasi

Kuruyan preparatlar1 %5’lik Giemsa boya eriyigi ile boyanmasi icin salelere dizilmistir.
Giemsa boyas1 (%5’lik); 5 mL tampon A, 5 mL tampon B, 5 mL Giemsa boyas1 ve 100
ml saf suya tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Hazirlanan boya, preparatlarin bulundugu

salelere dokiilerek yaklasik olarak 20 dk bekletilmistir. Bu siirenin sonunda preparatlar
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boyadan c¢ikarilmis ve ii¢ ayr1 kaptaki saf su icinden gegirilerek, preparatlarin iizerindeki
fazla boyanin akmasi saglanmistir. Daha sonra preparatlar dik konumda tutularak
kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale

getirilmis ve mikroskobik incelemeler yapilmustir.

3.3.2 Kromozom anormalligi icin hazirlanan preparatlarda mikroskobik inceleme

3.3.2.1 Sitotoksik etkiyi belirlemek amaciyla yapilan mikroskobik inceleme

Uygulanan maddenin hiicrelerdeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢in, mitotik indeks
(MI) hesaplanmistir. MI’y1 hesaplamak igin hazirlanmis olan preparatlar Olympus
marka binokiiler 151k mikroskobunda 40’lik objektif ile incelenmistir (10x40=400
biiyiitmede). Incelemeler her preparat i¢in 3000 hiicre sayilarak yapilmistir. 3000
hiicrede boliinen hiicreler belirlenmis ve yiizdesi alinmistir. MI yiizdesi belirlenen

preparatlarin verileri, SPSS 15.0 analiz programui kullamilarak bilgiler girilmistir.

3.3.2.2 Genotoksik etkiyi belirlemek amaciyla yapilan mikroskobik inceleme

Uygulanan maddenin genotoksik etkisini belirlemek icin hazirlanan preparatlar,
Olympus marka binokiiler 1s1k mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir
(10 x 100 = 1000 biiyiitmede). Iyi dagilmis kromozomlara sahip 100 hiicre (Iki bayan,
iki erkek toplam dort kisiden 400 hiicre) kromozom anomaliligini (KA) saptamak
amaciyla incelenmistir. Preparatlar1 inceleme agsamasinda hiicrelerde gdzlenen kromatid
kg, kromozom kirigi, fragment (F), disentrik kromozom (DS), sister union
(SU=kardes kromatit birlesimi) gibi yapisal KA verileri kaydedilmistir. Yaptigimiz
calismada sayisal KA (poliploidi ve endoreduplikasyon) saptanmamistir.  Bu

arastirmada ‘gap’ lar anormallik olarak degerlendirilmemistir.

3.3.2.3 istatistiksel analiz ve sonuclarin degerlendirilmesi

[statistiksel analiz SPSS 15.0 for Windows programu kullamilarak yapilmistir. Sonuglar
P<0,05 anlamlilik diizeyine gore istatistiksel olarak onemli kabul edilmigtir. KA’ hiicre
oranlart, KA’l1 hiicre sayilari, MI oranlar1 48 ve 24 saat muameler ile birlikte farkin

anlamli olup olmadigt ONE WAY ANOVA (Post Hoc Analiz-LSD Test) ile analiz
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edilmistir. Ayrica doz-etki iliskisi olup olmadigi regresyon ve korelasyon analizi ile

belirlenmistir.
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BOLUM 1V

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Ursodeoksikolik Asit'in Kromozom Anomalileri (KA) Olusumu Uzerindeki

Etkileri

Ursodeoksikolik asit'in (UDKA) 10, 50 ve 100 pg/mL’lik dozlar1 suda ¢oziilerek
hazirlanmigtir. Hazirlanan konstrasyonlar 24 ve 48 saat siiresince insan periferal kan
lenfositleri ile muamele edilmistir. UDKA ile farkli konsantrasyonlarda (10, 50 ve 100
pg/mL) 24 saat muamele edilen, insan periferal kan lenfositlerindeki kromozomal
anormallikler ve toplam KA / hiicre ile MI degerleri Cizelge 4.1 gostermistir. 24 saat’lik
muamele siiresinde meydana gelen KA’liklerinin, kontrol ve pozitif kontrolle
istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda farkin O6nemli olmadigi
belirlenmistir (p>0.05). Ayrica UDKA ile 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde yapisal
KA tasiyan hiicre %’si de istatistiksel olarak konsantrasyona bagli olarak onemli bir
artis gostermemistir (p=>0.05). UDKA ile 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde meydana

gelen kromatid tipi kirklar fotograf 4.1 ve 4.2 de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Degisik konsantrasyonlarda Ursodeoksikolik asit'in (UDKA) ile 24 saat
muamele edilmis olan insan periferal kan lenfositlerindeki kromozom anomalileri

Muamele Kromozomal
Anormallikler
Toplam
Test maddesi Yapisal KA KA/Hiicr MI + SD
- . e+SD
Siire | Kons. | Kromatid | Kromozom
saat | pg/ml tipi tipi
Kontrol -- -- 12 +1,02
ontro 3 0.0340.01 6,06%1,0
MMC (PK) 24 0,125 47 22 0,1740,04 | 2,89+0,04
10 14 2 0,04+0,01 | 6,16+0,59
Ursodeoksikoli
+ +
Kk asit (UDKA) 24 50 13 4 0,04£0,01 | 5,99+0,36
100 16 3 0,04+0,01 | 5,87+1,11
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Fotograf 4.1. Kromatid kirig1 bulunan metafaz plagi (10 pg/ml UDKA, 24 saat
muamele, X1000)

Fotograf 4.2. Kromatid kirig1 bulunan metafaz plagi (50 pg/ml UDKA, 24 saat
muamele, X1000)

Ursodeoksikolik asit'in (UDKA) 10, 50 ve 100 pg/mL’lik suda ¢oziilerek hazirlanan
konstrasyonlari, 48 saat siiresince insan periferal kan lenfositleri ile muamele edilmistir.
UDKA ile farkli konsantrasyonlarda (10, 50 ve 100 pg/mL) 48 saat muamele edilen,
insan periferal kan lenfositlerindeki kromozomal anormallikler ve toplam KA / hiicre ile
MI degerleri Cizelge 4.2 gostermistir. 48 saat’lik muamele siiresinde meydana gelen

KA’liklerinin, kontrol ve pozitif kontrolle istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar
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arasinda farkin 6nemli olmadig belirlenmistir (p>0.05). Ayrica UDKA ile 48 saat
muamele edilen kiiltiirlerde yapisal KA tasiyan hiicre %’si de istatistiksel olarak
konsantrasyona bagli olarak dnemli bir artis gostermemistir (p=>0.05). UDKA ile 48 saat
muamele edilen kiiltiirlerde meydana gelen kromatid tipi kirklar fotograf 4.3 ve 4.4 de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Degisik konsantrasyonlarda Ursodeoksikolik asit'in (UDKA) ile 48 saat
muamele edilmis olan insan periferal kan lenfositlerindeki kromozom anomalileri

Kromozomal
Muamele .
Anormallikler Toplam
. Yapisal KA KA/ MI +
Test maddesi .
. ’ Hiicre + SD
Siire | Kons. | Komatid | Kromozom SD
saat | pg/ml tipi tipi
6,00+1,
Kontrol -- -- 12 3 0.0320.01 02
3,1240,
MMC (PK) 48 0,125 53 25 0,19+0,04 33
6,15+1,
10 17 4 0,05+0,01 4l
Ursodeoksikolik PO 6,53+1,
asit (UDKA) 48 50 15 3 0,04+0,02 2
100 18 4 0,05+0,01 6,460,
97

4.2. Ursodeoksikolik Asit'in Mitotik indeks (MI) Uzerindeki Etkileri

Mitotik Indeks (MI) UDKA’nin mitoz boliinme iizerinde olusturdugu etkiyi
gostermektedir. UDKA’nin, mitoz boliinme {izerindeki etkisine baktigimizda, MI 24
saatlik muamelede, tiim konsantrasyonlarda (10, 50, 100 pg/mL) kontrole ve pozitif
kontrole gore onemli derecede bir azalma gostermemistir (Cizelge 4.1). UDKA’nin
mitoz boliinme iizerinde, 48 saat’lik siirede olusturdugu etkiye baktigimizda, MI’si 48
saatlik muamelede tiim konsantrasyonlarda (10, 50, 100 pg/mL) kontrole ve pozitif

kontrole gore farkin istatistiksel olarak onemli olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Fotograf 4.3. Kromatid kirigi bulunan metafaz plagi (50 pg/ml UDKA, 48 saat
muamele, X1000)

Fotograf 4.4. Kromatid kirig1 bulunan metafaz plagi (100 pg/ml UDKA, 48 saat
muamele, X1000)

4.3. Tartisma

Liu ve arkadaslar1 (2007), UDKA’nin, insan karaciger tiimorii hiicreleri iizerine
apoptotik etkilerini arastirmak iizere, insan karaciger tiimorii hiicre kiiltiirii olan HepG2
ve BEL7402 ile farkli konsantrasyonlardaki UDKA’yr muamele etmislerdir.
Arastirmacilar, kontrol olarak hepatic line L-02 hiicre hatlarin1 kullanilmislardir. Bu
calismada, hiicre ¢cogalmasi, apoptozis ve gen ekspresyonunun tespiti icin MTT (metil

tiazol tetrazolyum) deneyi, akis sitometrisi, western blot, immunsitokimya, DNA ladder
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deneyi ve elektron mikrokobisi teknikleri kullanilmigtir. Canli HepG2 ve BEL7402
hiicre kiiltiirii, 0.2 ile 1.0 mmol/LL konsantrasyonlu UDKA ile inhibe edilmistir. 48 saat
UDKA ile 0.92 mmol/L. HepG2’nin IC50 ve 0.86 mmol/. BEL 7402 muamele
etmiglerdir. Sonug olarak, bu arastirmacilar tarafindan UDKA’nin inhibisyon etkisinin
doza bagli oldugu ortaya cikartilmistir. UDKA’nin farkli konsantrasyonlariyla 48 saat
muamele edilen hiicreler ile HepG2 ve BEL7402 baskilanan hiicre oranlariyla pozitif
korelasyon gosterdigi ortaya konulmustur. 48 saat’lik muamelede, apoptoz ve hiicre
dagilimi, UDKA’nin konsatrasyonlarina gore kontrol gruplariyla karsilastirilmis ve
apoptozun UDKA dozuna bagh olarak arttigi saptanmigtir. Hiicre dongiisii sayisinin,
UDKA gruplarina gore, GO ve G1 fazimn yiiksek oldugu, S ve G2-M fazinin ise 6nemli
Olclide azaldigi belirlenmistir. Ayrica agoroz jel elektroforeziyle, DNA, 0.4 mmol/L, 0.8
mmol/L, 1.0 mmol/l. UDKA konsatrasyonlariyla degerlendirilmistir (Fotograf 4.5)
(Liu, 2007).

0.4 mmol/L
0.8 mmol/L
1.0 mmol/

-
3

2000 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp
100 bp

Fotograf 4.5. UDKA tarafindan internukleozomal DNA'da parcalanma indiiksiyonu
(Liu, 2007).

Sekonder safra asitlerinin, hem insan hem de deneysel modeller {izerine yapilan
calismalarda timor gelisimini tesvik ettigi saptanmigtir.  Wali ve arkadaglari,
UDKA’nin azoksimetan (AOM) kaynakli kolon tiimériiniin meydana gelmesi ve
meydana gelmeden oncesi etkilerini incelemek icin arastirma yapmislar ve UDKA’nin
sicanlarda azoksimetanla indiiklenen kolon kanseri gelisimini engelledigini
gostermislerdir. Bu calismada, erkek fisher 344 fareler, 2x3 faktoriyel tasarimla
boliinmiis, AOM veya tasityan ve %0.4 UDKA takviyeli besinle beslenen olarak,
gruplandirilmigtir. Besinler her ay taze hazirlanmig ve 4C®de saklanmistir. Otuz iki

hafta sonra farelerde, tiimor histolojisi belirlemisler ve kolonlari, aberant crypt foci
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(kolon astar1 i¢inde tiip benzeri bezlerin kiimelemesi) (ACF) i¢in incelemislerdir. Sonug
olarak kansorejenle muamele edilmis besinle beslenen kontrol grubunun timor insidansi
%72.3 ve timor ¢esitliligini timor tasiyan her farede ortalama 1.9 olarak bulmuslardir.
UDKA’nin, yeni baglamis ve ilerlemis safthadaki tiimér insidansimi sirasiyla %46.2 ve
%38.4 (P<0.05), tiimor cesitliligini ise tiimor tasiyan fare basina ortalama sirasiyla 1.4
ve 1.3 (P<0.05) olarak diisiirdiigiin saptamislardir. Fakat UDKA’nin, tiimor boyutunu,
histolojisini ve lokasyonunu degistirmedigini belirlemislerdir (Wali vd., 2002).

Mahmoud ve arkadasi, UDKA’nin farelerde friiktoza bagli metabolik sendromu
engelledigini gostermek i¢in bir calisma yapmislardir. Metabolik sendrom (MS),obezite,
insiliin direnci, hipertansiyon, dislipidemi ve aterosklerozla karakterize olan patolojik
bir durumdur. Metabolik sendrom insidansinin artmasinin fruktoz tiiketimiyle baglantil
oldugu bilinmektedir. Yapilan bu calismalarla UDKA’nin antioksidan ve antiiflamatuar
ozellige sahip oldugu ve insiliin direncini artiran bir steroid safra asidi oldugu
gosterilmistir. Bu calismada, 12 hafta boyunca, 150 mg/kg UDCA verilen farelere, 10%
fruktoz igeren icme suyu igirilerek, kontrol fareleriyle karsilastirilmis ve UDKA
tedavisinin fruktozun zararli etkilerini azalttigi belirlenmistir. Ayrica UDKA’nin
vaskiiler dokularda iirik asit seviyesini diislirme, insiilin direncini iyilestirme ve
oksidatif stresi azaltma yetenegi gdzlemlenmistir. Ancak bu konuda insan iizerinde daha
fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugu da bu calisgmada belirtilmistir (Mammoud ve Elshazly,

2014)

Fimognari ve arkadaglar1 (2001), insan lenfositlerinde ursodeoksikolik asidin
mikroniikleus indiiksiyonu, hiicre dongiisii gecikme ve apoptoz olarak hiicresel stres
belirteclerini caligmiglardir. Arastirmacilar bu ¢alismada, ursodeoksikolik asit
(UDKA)'nin ve tauroursodeosikolik asit (TUDKA)'mn insan lenfosit hiicreleri
tizerindeki etkisine bakmuglardir. UDKA’nin 10, 30 ve 100 pg/ml dozlan ile
TUDKA’nmmm 10, 30, 100, 300 ve 1000ug/ml dozlarmi kullanmiglardir. Yapilan bu
calisgmada, UDKA’nin 100 pg/ml dozunda mikroniikleusu indiikledigini fakat diger
dozlar ile TUDKA’nin dozlarinin mikroniikleusu olusumunu etkilemedigini
belirlemiglerdir. Biz de yaptigimiz bu calismada, UDKA’nmin uyguladigimiz tiim
dozlarinda (10, 50 ve 100 pg/ml) kontrole gére hem MI’y1 hem de KA’y1 etkilemedigini
belirledik. Bu ilagla ilgili insana yonelik daha farkli genotoksik testlerin yapilmasinin

uygun olacagin diisiinmekteyiz.
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BOLUM V

SONUC

Bu arastirma, Ursodeoksikolik Asit (UDKA)nin insan periferal kan lenfositleri
izerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. Yaptigimiz
bu caligmada, insan periferal kan lenfosit kiiltiiriine, UDKA’nin 10, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saatlik iki farkli muamele siiresi uygulanmstir.
Calismada hem sitotoksik etki, hem de genotoksik etki belirlenmistir. Bu iki etkiyi
belirlemek icin uygun yontemler kullanilarak, deney asamasinda hazirlanan hiicre
kiiltiirlerinde preparatlar yapilmistir. Yapilan preparatlarda sitotoksik etkiyi tespit etmek
icin mitotik indeks (MI) hesaplanmistir. Hesaplanan MI verilerinin, istatistiksel analiz
icin SPSS 15.0 for Windows kullanilmis ve sonuglar P<0,05 anlamlilik diizeyine gore
istatistiksel olarak ©nemli kabul edilmistir. Ayrica UDKA’nin genotoksik etkisini
belirlemek icin de, yapilan preparatlardaki kromozomal anormallikleri (KA) ve KA’
hiicre oranlari, iki farkli muamele siiresinde incelenerek, ONE WAY ANOVA (Post
Hoc Analiz-LSD Test) ile analiz edilmistir.

Sonug olarak, bu tez calismasinda etken madde olarak kullandigimiz UDKA’nin, insan
periferal kan lenfositlerine uyguladigimiz dozlarda, sitotoksik ve genotoksik etki
gostermedigi belirlenmistir. Ayrica bizim yaptiZimiz bu calismaya ek olarak, ileri
genotoksite testleri kullanilarak, yapilacak baska caligmalarla, bu ilacin genotoksik

etkisine dair bilgilerin giincellenmesi onerilmektedir.
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