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ARASTIRMA

17- p Estradiole ile indiiklenen insan Lenfositlerindeki
Mikrontikleus Sikliginin incelenmesi

Giilgiin S. GUVEN, Tugba CUNA', Nazli BIRINCI ', Mehmet GUVEN ', ilhan ONARAN ',
Seniha HACIHANEFIOGLU ', Turgut ULUTIN
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Ozet

Bazi epidemiyolojik ve deneysel calismalar, kanser gelisimi ile dstrojenler arasinda bir iliskinin oldugunu gostermistir.
Estrojenler ile iliskili karsinogenezin, reaktif metabolitlerle direk DNA hasari ve reaktif oksijen metabolitleriyle indirek genotoksik
etkinin bir kombinasyonunun sonucu oldugunu diisiindiirmektedir. insan periferal kan lenfositlerinde uygulanan 'Sitokinez-
blok' mikroniikleus (MN) metodu, genetik toksikoloji testleri arasinda standart bir sitogenetik test olarak diinya tizerindeki birgok
laboratuarca kabul edilen bir metodtur. Sunulan galismanin amaci, lenfosit kiiltiirlerinde estradiol (E,)'tin muhtemel genotoksik
etkilerini 'Sitokinez-blok' MN metodu kullanarak arastirmaktir. Calisma, 50 saglikli erkek donérden izole edilen lenfositlerde
gerceklestirildi. Kontrol kiltirleriyle (1-15 MN / 1000 hiicre) karsilastirildigin da E, (36 pM) uygulanan kiilttrlerde (1-11 MN /
1000 hticre) MN sikliginda herhangi bir istatistiksel fark tespit edilmedi (p > 0.05). Ayrica bintikleuslu hiicredeki MN sikhigi, E,
uygulamasi ile degismedi (Kontrol kiiltiirlerinde: 5.88 + 2.9; E, kiiltiirlerinde 5.64 + 2.5, p > 0.05). Sonuglarimiz; estradioliin
kilture edilmis lenfositlerde herhangi bir genotoksik etkisinin olmadigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Genotoksik test; estradiol 17- B; lenfosit kiiltiir
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17- B Estradiole induced Micronucleus Formation in Human Lymphocytes

Abstract

Some epidemiological and experimental studies showed that there is a relation between oestrogen and development of
some cancers. The carcinogenicity of estrogens is considered to be the result of a combination of DNA damage by reactive
metabolites and indirect genotoxicity by redox cycling and production of reactive oxygen species. Cytokinesis-block mikronucleus
test (CBMN) in human peripheral blood lymphocytes has been accepted by many laborories all over the world as a standart
cytogenetic investigation for testing the genetic toxicology. The objective of the present study was to evaluate possible genotoxic
effects of estradiol (E,) in cultured lymphocytes, using the CBMN assay. This study was performed in human peripheral blood
lymphocytes from a group of 50 healthy men. No statistically significant difference in micronucleus frequency was detected in
E, (36 uM) treatment (1-11 MN / 1000 cells) cultures compared to control (1-15 MN / 1000 cells) cultures (p > 0.05). The
frequency of MN in binucleate lymphocytes was not altered by E, treatment (5.88 + 2.9 in control cultures and 5.64 + 2.5 in
treatment cultures; p > 0.005). Our results suggest that there are not any genotoxic effects of estradiol in cultured lymphocytes.
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E strojenlerin, dokularin biytime, farklilasma ve fonksi-
yonlarinin diizenlenmesinde énemli rol oynadiklari bi-
linmektedir. Bununla birlikte epidemiyolojik ¢alismalarin-
dan elde edilen bulgular, timor gelisimi ile estrojene uzun
stireli maruz kalma arasinda bir iliski olabilecegini de gos-
termektedir [1,2,3]. E, (17- B estradiol)'e bagl karsinojenez
ile ilgili iki mekanizma ileri stiriilmektedir; a) E2'nin hiicre
dongiist proteinlerinin ekspresyonunu arttirmak suretiyle
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hiicre proliferasyonunu uyarici etkisi: Spontan replikasyon
hatalarina sahip olan hiicrelerin cogalmasini saglamak b)
E,'nin genotoksik etkisi: E, metebolitlerinin DNA'ya direk
etkisi ya da bu metobolitler tarafindan reaktif oksijen meta-
bolitleri Gzerinden DNA hasari meydana getirmesidir [4,5,
6,7]. Yapilan deneysel ¢calismalar sonucunda da reaktif
oksijen metabolitlerinin DNA'da mutajenik etkilere neden
oldugu veya ploidi gibi kromozomal anomalilere ve mikro-
nukleus (MN) olusumuna yol actigr iyi bilinmektedir [8,12].

E, premenapozal kadinlarda over folikiillerinden salinan
en 6nemli hormondur. E,'nin, DNA baz modifikasyonu,
mutasyonu ve fragmantasyonu gibi genotoksik etkilerinin
oldugu da bilinmektedir [13]. Bununla birlikte E,'nin doza
ya da dokuya bagli olarak bir antioksidan gibi davrana-



bildigini gosteren karsit goriisli calismalar da mevcuttur.
Son yillardaki ¢alismalar, E;'nin bilinen genotoksik etkileri-
nin oksidatif stres ile yakindan iliskili oldugunu gostermek-
tedir [14,15].

MN'ler, hiicre sikltustiniin anafaz evresinde kromozom-
larin geri kalmalarindan ya da kromozom fragmentlerinden
koken almaktadir. Fenech ve ark’lari tarafindan gelistirilen
'Sitokinezi-Blok' MN metodu, klasik MN testlerinde karsi-
lasilan bazi kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve
teknigin uygulanmasindaki giivenirligin artmasini sagla-
misti [16]. Bu metod, kiif mantarlarinin metabolitlerinden
biri olan CytochalasinB (Cyt - B) ile mitoz geciren hiicre-
lerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Standart
lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt B ilave-
siyle, ilk ntikleus bolinmesini tamamlamis, ancak sitoplaz-
mik bolinmesini gerceklestirememis bintkleuslu (BN)
hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulun-
duran hiicrelerin orani saptanabilmektedir [16]. insan
hiicrelerinde 'mikronukleus indeksi' genetik toksikoloji
arastirlmasinda kullanilan standart sitogenetik testlerinden
biri olmustur [17].

Calismamizda genotoksisite testleri icinde glivenli ve
hizli bir test olarak yer alan 'Sitokinezi - Blok' MN testini

kullanarak saghklr erkeklerden elde edilen lenfositlerde
E.'nin olasi in vitro genotoksik etkisini arastirmak istedik.

YONTEM ve GERECLER

Calisma, yaslari 20 - 40 arasinda degisen ve calisma
hakkinda énceden bilgilendirilmis, sigara ve ilag kullan-
mayan, herhangi bir kronik hastalig ve enfeksiyonu olma-
yan saglikli 50 erkek dondrle gergeklestirilmistir.

Hiicre Kiltiir Yontemi ve 'Sitokinez - Blok Mikrontk-
leus' Metodu: Donérlerden heparinli tiipe alinan kandan,
Boyum'un 'Ficoll-Histopage 1077"' ydntemine gore lenfo-
sitler izole edilmistir [18]. izole lenfosit kiiltiirii icin Moor-
head ve ark’larinin gelistirdigi 72 saatlik kiiltir yontemi
uygulanmustir [19]. Hazirlanan tam vasat (100 ml RPMI
1640, % 20 fetal calf serum, % 1 L Glutamin, % 1.5 phy-
tohemaglutinin (PHA), % 0.2 Streptomisin Penisilin) 2'ser
ml olarak kiiltiir tiplerine bolinmustir. Her dondr igin
iki kdltur tipline 100'er pl lenfosit stispansiyonu (106 len-
fosit) ilave edilmistir. Kiiltlriin 24. saatinde kdiltir tiplerin-
den birine son konsantrasyonu 10 pg/ ml (36 pM) olan
steril E, (Suda ¢ozilebilen) ilave edilirken, kontrol tiplerine
ise hicbir ajan ilave edilmemistir. On calismalarimizda,
36 uM'lik konsantrasyonu hiicrelerin 6limlerine neden
olmayan en yiiksek konsantrasyon olarak tespit edilmis
ve calismamizda bu konsantrasyon kullaniimistir.

BN'li hiicrelerde MN olusumunu tespit etmek amaciyla
kaltiriin 44. saatinde her bir kiltlr tipline son konsantras-
yonu 6 pM olacak sekilde Cyt-B eklenmistir. Standart ¢ikis
islemlerinden sonra hazirlanan preparatlar % 5 Giemsa
soliisyonunda 5 dakika boyanmistir, 1000 x biyiitmede
(Olympus BX 50) 1000 BN'li hiicrede raslanan MN sayilari
tespit edilerek MN sikliklari hesaplanmustir [20]. istatistiksel
analiz paired t- testi ile yapilmistir.
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BULGULAR

Her bir donoriin, E; ile indtiklenmis kiltirlerinde 1000
BN'li hiicrede tespit edilen MN sayisi 1-11 arasinda degi-
sirken, kontrol (Bazal MN sayisi) kiiltiirlerinde ise bu deger
1-15 arasinda degismekteydi (Sekil 1). 50 donériin kontrol
kiltirlerindeki MN sikliginin ortalamasi 5.88 + 2.9 iken
E, ilave edilmis kiltirlerindeki MN sikliginin ortalamasi
5.64 + 2.5 olarak tespit edilmistir (Sekil 2). Bu iki deger
istatistiksel olarak kiyaslandiginda anlamli bir fark sap-
tanmamustir (p > 0.005).

TARTISMA

Lenfositler DNA hasarlari, kromozomal anomaliler ve
MN olusumu gibi genotoksik etki mekanizmalarini aras-
tirmak igin uygun hicreler olarak kabul edilmektedir. Biz
de calismamizda, E,'nin etkilerini arastirmak icin model

Sekil 1. Biniikleuslu bir hiicrede gorilen mikroniikleuslar.

BAZAL OSTRODIOL

Sekil 2. Bazal (kontrol) ve 6strodiol ile indiiklenen kiiltir-
lerdeki bintkleuslu hiicrelerdeki mikrontkleus sikliklarr.
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hiicre olarak lenfositleri kullanmayi tercih ettik.

Calismamizda erkek dondrleri kullanma amacimiz,
premenepozal kadinlarda menstiiral sikliis boyunca estra-
diol dlizeyinin buyiik dalgalanmalar yapmasi ve bu dalga-
lanmalarin bazi sitogenetik parametreler tizerinde etkisinin
oldugunun gosterilmis olmasidir [21]. izole lenfosit kiiltiir
yontemini uyguladigimiz calismamizda, E, ilave edilmis
kiltlrlerde tespit ettigimiz MN siklig1 ile E;, ilave edilmemis
kiltirlerde tespit ettigimiz MN siklig1 arasinda herhangi
bir fark tespit edilmemistir.

Erkek dondrlerden elde edilen lenfositlerin in vitro 17-
{3 estradiole maruz birakilarak SCE ve kromozomal abe-
rasyon (CA) parametrelerinin incelendigi bir calismada,
bizim de calismamizda kullandigimiz 10 pg/ ml konsan-
trasyonda (24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar) SCE ve CA
parametrelerinde herhangi bir degisiklik saptanamazken,
uzun sireli (48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar) ve yiiksek
konsantrasyonlu (25 ve 50 pg/ ml) inkiibasyonlarda SCE
ve CA parametrelerinde artis tespit edilmistir [13]. Yazarlar
estradioliin inkiibasyon siiresine bagli olarak etkisinin or-
taya ¢tkmasini, estradioliin ancak uzun sireli inkiibasyon-
larda lenfositlerde metabolize olarak etkisini gosterebilmesi
olarak izah etmektedirler. insan lenfosit kiiltiirleri ile yapi-
lan diger bir calismada da, estradioliin MN diizeyindeki
genotoksik etkisinin ancak ylksek dozlarda ve uzun sireli
inkiibasyonlarda ortaya gikabildigi bildirilmistir [22].

Estradiol'tin in vitro kullanimui ile ilgili diger calismalar
ise cesitli hiicre soylarinda gerceklestirilmistir. insan over
ve meme kanser hiicre soylarinda gergeklestirilen calis-
malarda, in vitro estrodiol tedavisinin sadece estrojen re-
septor pozitif hiicre soylarinda MN diizeyinde artisa neden
oldugu bildirilmektedir [12,23]. Cin hamsterlerinin V79
hicrelerinde fizyolojik konsantrasyonlarda E,'nin delesyon
ve nokta mutasyonu gibi genotoksik etkileri rapor edilirken
[24], Suriye hamsterlerinin hiicre soylarinda fizyolojik
konsantrasyonlarda daha az bir karsinojenik etki tespit
edilmistir [25]. E,'nin gerek postmenepozal saghkl kadin-
larda tedavi amacli gerekse gebeligin dnlenmesi (oral
kontraseptifler) amagli in vivo kullaniminin MN diizeyinde
herhangi bir etkisinin olmadig bildirilmistir [7].

Bizim calismamizda E,'nin MN olusumunda bir ar-
tisa neden olmayisinin altinda yatan nedenin, muhtemelen
E,'nin kendisinin veya onun metabolitlerinin bizim de-
neysel kosullarimiz igersinde DNA hasari olusturacak dii-
zeyde olusamamasi veya olusan hasarin DNA tamir siste-
minin tamir kapasitesi diizeyinde olmasindan dolay: tamir
edilmis olabilecegini distinmekteyiz.
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