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Sigara kullanma aligkanhginin insan lenfositlerindeki
mikronukleus olusumuna etkileri
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OZET

Bu calismada, sigara kullanma aliskanhginin mikrontikleus (MN) olusumuna etkisini incelemek amaciyla, sigara
kullanan, bilinen bir mutajene maruz kalmamig, saghkli 10 kadin ve 10 erkek ile kontrol grubu olarak yaslar sigara
kullananlara yakin segilen, hi¢ sigara kullanmamig, bilinen bir mutajene maruz kalmamuis, saglkli 10 kadin ve 10
erkek bireyden hazirlanan periferal kan lenfosit kiiltiirlerinde Sitokinezi-Blok metoduyla MN oranlari arastirilmistir.
Bulgularimiz, sigara kullananlarin olugturdugu kadin ve erkek grubunda gézlenen ortalama MN oraninin, kontrol
grubunu olugturan kadin ve erkeklerde gézlenen ortalama MN oranindan énemli derecede yiiksek oldugunu ortaya
koymugtur (P<0.001). Sonugta; sigaranin insan genetik materyalinde hasar olusturan énemli mutajenik faktérier-
den biri oldugu gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrontikleus, sigara, sitogenetik hasar.

SUMMARY

The effects of cigarette smoking on micronucleus frequency in human lymphocytes

In this study, with the aid of the Cytokinesis-Blocked method, MN ratios were investigated in the peripheral blood
lymphocyte cultures obtained from healthy donors consisting of 10 male and 10 female cigarette smokers, who
were never exposed to any known mutagens versus 10 male and 10 females, who have never smoked cigarette
before and never exposed to any of the known mutagens as age matched control group. Our findings showed that
the mean MN ratio of the cigarette smokers is significantly higher than the mean MN ratio of the control group
(P<0.001). This findings showed that cigarette smoking is one of the important mutagenic factors which caused
damage to human genetic materials.
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Mikrontikleus (MN) hicre bolinmesi sirasinda
anafazda gecikmis ve kondanse olmus kromozom

uygulanmasindaki glvenirligin  artmasini  sag-
lamiglardir. Bir kd4f mantann metaboliti  olan

fragmentlerinden ya da tam bir kromozomdan
olusabilmektedir (1). Farkli canlilar (izerinde yapilan
calismalarda, klastojenlere ve anéploidi uyaran ajan-
lara maruz kalan hiicrelerde MN oraninin arttigi tespit
edilmistir (1,2). MN caligmalar, baslangigta daha gok
cesitli kimyasallarin olusturdugu yapisal kromozom
diizensizliklerinin saptanmasinda kullaniimakla birlik-
te (3,4); daha sonraki galigmalarda, mikrotibdil
aktivitesini bozan ajanlarin olusturdugu sayisal kro-
mozom  dlzensizliklerinin  belirlenmesinde de
kullanilabilecegi gosterilmis (5,6) ve  gelistirilen
modifiye metodlarla anéploidiye yol acan ajanlarin
klastojenlerden ayirnminda MN tekniginden yarar-
laniimistir (2,7). Fenech ve Morley (8) gelistirdikleri
Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-Blocked) metodu ile baz
kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve teknigin

Cytochalasin-B (Cyt-B) kullanarak mitoz geciren
hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanan bu
yontem ile mitoz gegiren, ancak sitoplazmik bolinme
gegiremeyen ¢ift cekirdekli hicreler kolaylikla
gbzlenebilmekte ve MN'li hicrelerin orani sapta-
nabilmektedir. Bdylece sayisal ve yapisal kromozom
dizensizliklerinin  indirekt gOstergesi olarak
deg@erlendirilen MN sayimi, karyotipik analizlerden
daha kolay ve istatistiksel agidan daha aritamii
sonuclar saglamakia ve ¢esitli mutajenik, karsinojenik
ve teratojenik etkenlerin olusturdugu sitogenetik
hasarin saptanmasinda kullanisli bir yéntem olarak
oOnerilmektedir (9-12).

Biz de bu calismamizda, sigara kullanma
aligkanliginin periferal kan lenfosit kilttrlerinde
uyardiyt MN oranini belirleyerek sigaranin
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olusturdugu
amagladik.
GEREC VE YONTEM

Selguk Universitesi Meram Tip Fakiltesi Tibbi
Genetik  Laboratuvarninda  gergeklestirilen  bu
caligmaya, yaslar 18-25 arasinda degisen, bilinen bir
mutajene maruz kalmamis, saglikli ve en az bir yildan
beri ginde bir paket sigara tiketen 10 kadin ve 10
erkek ile yine ayni yaslarda olan saglikli, bilinen hichir
mutajene maruz

sitogenetik  harabiyeti saptamayi

kalmamig 10 kadin ve 10 erkek
birey kontrol grubu olarak alindi. Her bir bireyden
heparinlenmis enjektdr ile alinan kan &rnekleri stan-
dart yontemlerle hazirlanan besi ortamlarina steril
olarak ilave edildi ve 379C'de 72 saat slreyle
inkiibasyona birakildl. Sitokinezi durdurmak igin
treme periyodunun 44. saatinde her bir deney tlpltne
kendi basina MN uyarmayan, optimum konsantras-
yon olarak bildirilen 3.0 pg/ml Cyt-B (Sigma) ilave
edildi (13). Isidin fotolitik etkisinden korumak
amaciyla kdltar tUpleri aliminyum folyolara sarilip 72
saatlik kilttir periyodunu tamamlamak tizere 37°C’lik
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etlive kaldinldi. Ureme periyodunun sonunda kilttr-
lerden hazirlanan preparatlar % 5’lik Giemsa ile 5-7
dk. boyanarak analiz edildi. Analiz sirasinda her bir
olgu igin sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli 2000
hlcre sayildi ve MN bulunduran hicreler kaydedildi.
1000x blyltmede incelenen MN'lerin tanimlan-
masinda Heddle ve arkadaglarinin (14) kriterleri esas
alindi; MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3'0nden kuiclk
olmasina, boya alma yoguniugunun esas cekirdek ile
ayn! olmasina ve sitokinezi bloke edilmis cift ¢cekir-
dekli hicrelerde bulunan MN’lerin sayilmasina 6zen
gosterildi. Sonuglar, Student’s t testi ile degerlendiril-
di.
BULGULAR
Bu c¢ahgmada; .sigara kullanan, 18-25 vyaslar
arasinda, sagliklh 10 kadin ve 10 erkek ile kontrol
grubu olarak sigara kullanmayan, saghkl 10 kadin ve
10 erkek olmak Uzere toplam 40 bireyin periferal kan
lenfositlerinde MN orani incelenmis; calisma kap-
samina alinan bireylerin yaslari, cinsiyetleri, sayilan
hilcre sayilarn ve gozlenen MN degerleri Tablo 1'de

Tablo 1. Arastirmaya alinan kontrol grubu ve sigara kullanan grupta gézlenen MN degerleri

Kontrol grubunda gézlenen MN degerieri

Sigara kullananlarda gdzlenen MN degerleri

No Yas Cins. Sayilan Gozl. MN orani Yas Cins. Sayilan Gozl. MN orani
Hiicre MIN (%) Hicre MN (%)

1 18 K 2000 16 0.8 22 K 2000 18 0.90

2 23 K 2000 21 1.05 20 K 2000 24 1.20

3 19 K 2000 18 0.90 19 K 2000 22 1.10

4 24 K 2000 17 0.85 19 K 2000 19 0.95

5 24 K 2000 16 0.80 18 K 2000 15 0.75

6 18 K 2000 13 0.65 21 K 2000 77 0.85

7 18 K 2000 15 0.75 22 K 2000 17 0.85

8 19 K 2000 18 0.65 24 K 2000 23 1.15

9 24 K 2000 13 0.65 23 K 2000 18 0.90

10 19 K 2000 16 0.80 25 K 2000 20 119

Toplam MN: 158 193

Ort.+SD; 0.790+0.126~ 0.97520.151™

11 20 E 2000 13 0.65 18 E 2000 16 0.80

12 18 E 2000 14 0.70 19 E 2000 18 0.90

13 18 E 2000 17 0.85 21 E 2000 18 0.90

14 18 E 2000 19 0.95 25 E 2000 23 1.15

15 18 E 2000 18 0.90 22 E 2000 21 1.05

16 25 E 2000 18 0.90 23 E 2000 25 1.25

17 22 E 2000 20 1.00 20 E 2000 17 0.85

18 22 E 2000 13 0.65 20 E 2000 14 0.70

19 22 E 2000 10 0.50 19 E 2000 20 1.00

20 23 E 2000 18 0.90 18 E 2000 24 1.20

Toplam MN: 160 196

Ort. +SD: 0.800+0.163" 0.980=0.181**

GENEL TOP. MN: 318 389

ORT. £3D: 0.795+0.142™ 0.978+0.163"**

*P>0.05 .
**P=0.05
***P<0.001
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Sekil 1. Sitokinezi bloke edilmis bir hiicrede bulunan mikrondkleus.

ozetlenmistir. Tablo'da goéruldtgi gibi; calismaya
dahil edilen olgularin her biri igin 2000 sitokinezi bloke
edilmis ¢ift cekirdekli hiicre olmak (izere toplam
80.000 ¢ift cekirdekli hiicre degerlendirilmis ve sigara
kullanan grupta 389, kontrol grubunda 318 olmak
Uzere 707 cift gekirdekli hiicrenin MN igerdigi
gozlenmistir (Sekil 1). Elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirmeleri sonucunda, sigara kullanan grubun
ortalama MN degerinin (0.978+0.163) kontrol
grubunun ortalama MN degerine (0.795+0.142) gére
énemli oranda artmis oldugu saptanmistir (P< 0.001).
MN olugsumunun bireylerin cinsiyeti ile ilskisini ortaya
koymak (zere yapilan degerlendirmelerde: kontrol
olarak alinan kadin ve erkek gruplarinin ortalama MN
deGerleri arasinda  (sirasiyla  0.790+0.128,
0.800+0.163) istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigi (P>0.05), bu sonucun sigara kullanan grubu
olusturan kadin ve erkek ortalama MN degerleri
(sirasiyla 0.975+0.151, 0.880+0.181) igin de gegerli
oldugu anlasiimistir (P>0.05).

TARTISMA

Sigaranin mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etki-
lerini belirlemek igin pek gok calisma yapilmistir (11,
15-17). Elde edilen bulgular akciger kanserinde,
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yasslt epitel hicreli karsinomada,

6zofagial
ateroskleroz olusumunda ve miyokard enfarktiisiinde
sigara kullamimina bagh anlamh artislar oldugunu
ortaya koymustur (15,18). Sigara kullanimina bagl
mortalite ve morbiditenin glnlik ve yillik tliketilen
sigara miktari ile dogru orantil mutajenik etkiye sahip

olduu ve insan genetik materyalinde hasar
olugturdugu anlasiimis (11,16); bu tehlikelerden
korunmak isteyenlerin gigneme titin gibi dumansiz
titln gesitlerine ydneldikleri g6riimistir (15). Ancak
bukkal mukoza hiicrelerinde MN testiyle yapilan bir
galismada, titin gigneyenlerde sigara kullananlara
yakin oranda MN artisi oldugu ve dumansiz tiitinin
de genotoksik etkilerinin g6z ardi edilmemesi gerek-
tigi vurgulanmistir (19). Periferal kan lenfositleriyle
yapilan bir diger ¢alismada, kromozom analizleri ve
MN test sonuglar birlikte degerlendirilmis, sigara kul-
lananlarda hiperploid hiicre orani ile kromatid ve kro-
mozom duzensizliklerinin oraninda énemli artis
oldugu, MN oranindaki artigin da bu diizensizliklere
paralel bir oranda artmis oldugu gosterilmistir (20).
Cerqueira ve arkadaglan (21), kadinlardan alinan
uterin serviks hiicrelerinde, sigara kullaniminin sito-
genetik etkilerini MN testiyle arastirarak, skuaméz
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interepitelyal lezyonlarda kromozomal hasarin artmis
oldugunu ve MN testinin bu tir lezyonlarin takibinde
yararlt bir teknik olarak kullanilabilecegini
lamiglardir.

Periferal kan lenfosit kiltdrlerinde Sitokinezi-Blok
metodunu bu
calismada, sigara kullanan ve sigara disinda bilinen

vurgu-

kullanarak  gergeklestirdigimiz
herhangi bir mutajene maruz kalmamig, saglhkli 10
kadin ve 10 erkek ile sigara kullanmayan saglikli 10
kadin ve 10 erkekte saptanan MN degerleri
kargtlagtinlmigtir. Sigara kullanan grupta MN oraninin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli oran-
da artmis oldugu belirlenerek (P<0.001), bu bulgu-
nun ayni
cogunun sonuglanyla
(11,12,19,20).

MN olusumunun cinsiyet ile iliskisini belirlemek

ybntemle yapilan MN calismalarinin
uyumlu oldugu goéralmastar

amaciyla sigara kullanan kadin ve erkek gruplari ile
sigara kullanmayan kadin ve erkek gruplarinin ortala-
ma MN degerleri kendi aralarinda karsilagtinlmis ve
MN oraninda cinsiyete bagl herhangi bir farkhlik sap-
tanmamistir (Tablo 1). Bu bulgunun, cgesitli kimyasal
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