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 Özet
 Bazı epidemiyolojik ve deneysel çalışmalar, kanser gelişimi ile östrojenler arasında bir ilişkinin olduğunu göstermiştir.
Estrojenler ile ilişkili karsinogenezin, reaktif metabolitlerle direk DNA hasarı ve reaktif oksijen metabolitleriyle indirek genotoksik
etkinin  bir kombinasyonunun sonucu olduğunu düşündürmektedir. İnsan periferal kan lenfositlerinde uygulanan 'Sitokinez-
blok' mikronükleus (MN) metodu, genetik toksikoloji testleri arasında standart bir sitogenetik test olarak dünya üzerindeki birçok
laboratuarca kabul edilen bir metodtur. Sunulan çalışmanın amacı, lenfosit kültürlerinde  estradiol (E2)'ün muhtemel genotoksik
etkilerini 'Sitokinez-blok' MN metodu kullanarak araştırmaktır. Çalışma, 50 sağlıklı erkek donörden izole edilen lenfositlerde
gerçekleştirildi. Kontrol kültürleriyle (1-15 MN / 1000 hücre) karşılaştırıldığın da E2 (36 μM) uygulanan kültürlerde (1-11 MN /
1000 hücre) MN sıklığında herhangi bir istatistiksel fark tespit edilmedi (p > 0.05). Ayrıca binükleuslu hücredeki MN sıklığı, E2

uygulaması ile değişmedi (Kontrol kültürlerinde: 5.88 ± 2.9; E2 kültürlerinde 5.64 ± 2.5, p > 0.05). Sonuçlarımız; estradiolün
kültüre edilmiş lenfositlerde herhangi bir genotoksik etkisinin olmadığını göstermiştir.
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17- β Estradiole İnduced  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 (E2) 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
E2 (36 μM) 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 E2 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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strojenlerin, dokuların büyüme, farklılaşma ve fonksi-
yonlarının düzenlenmesinde önemli rol oynadıkları bi-

linmektedir. Bununla birlikte epidemiyolojik çalışmaların-
dan elde edilen bulgular, tümör gelişimi ile estrojene uzun
süreli maruz kalma arasında bir ilişki olabileceğini de gös-
termektedir [1,2,3]. E2 (17- β estradiol)'e bağlı karsinojenez
ile ilgili iki mekanizma ileri sürülmektedir; a) E2'nin hücre
döngüsü proteinlerinin ekspresyonunu arttırmak suretiyle
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hücre proliferasyonunu uyarıcı etkisi: Spontan replikasyon
hatalarına sahip olan hücrelerin çoğalmasını sağlamak b)
E2'nin genotoksik etkisi: E2 metebolitlerinin DNA'ya direk
etkisi ya da bu metobolitler tarafından reaktif oksijen meta-
bolitleri üzerinden DNA hasarı meydana getirmesidir [4,5,
6,7]. Yapılan deneysel çalışmalar sonucunda da reaktif
oksijen metabolitlerinin DNA'da mutajenik etkilere neden
olduğu veya ploidi gibi kromozomal anomalilere ve mikro-
nukleus (MN) oluşumuna yol açtığı iyi bilinmektedir [8,12].

E2 premenapozal kadınlarda over foliküllerinden salınan
en önemli hormondur. E2'nin, DNA baz modifikasyonu,
mutasyonu ve fragmantasyonu gibi genotoksik etkilerinin
olduğu da bilinmektedir [13]. Bununla birlikte E2'nin doza
ya da dokuya bağlı olarak bir antioksidan gibi davrana-
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bildiğini gösteren karşıt görüşlü çalışmalar da mevcuttur.
Son yıllardaki çalışmalar, E2'nin bilinen genotoksik etkileri-
nin oksidatif stres ile yakından ilişkili olduğunu göstermek-
tedir [14,15].

MN'ler, hücre siklüsünün anafaz evresinde kromozom-
ların geri kalmalarından ya da kromozom fragmentlerinden
köken almaktadır. Fenech ve ark’ları tarafından geliştirilen
'Sitokinezi-Blok' MN metodu, klasik MN testlerinde karşı-
laşılan bazı kinetik problemlerin ortadan kalkmasını ve
tekniğin uygulanmasındaki güvenirliğin artmasını sağla-
mıştı [16]. Bu metod, küf mantarlarının metabolitlerinden
biri olan CytochalasinB (Cyt - B) ile mitoz geçiren hücre-
lerde sitokinezi durdurma esasına dayanmaktadır. Standart
lenfosit kültürlerine uygun konsantrasyonda Cyt B ilave-
siyle, ilk nükleus bölünmesini tamamlamış, ancak sitoplaz-
mik bölünmesini gerçekleştirememiş binükleuslu (BN)
hücreler kolaylıkla tanınarak sayılabilmekte ve MN bulun-
duran hücrelerin oranı saptanabilmektedir [16]. İnsan
hücrelerinde 'mikronukleus indeksi' genetik toksikoloji
araştırılmasında kullanılan standart sitogenetik testlerinden
biri olmuştur [17].

Çalışmamızda genotoksisite testleri içinde  güvenli ve
hızlı bir test olarak yer alan 'Sitokinezi - Blok' MN testini
kullanarak sağlıklı erkeklerden elde edilen lenfositlerde
E2'nin olası in vitro genotoksik etkisini araştırmak istedik.

YÖNTEM ve GEREÇLER

Çalışma, yaşları 20 - 40 arasında değişen ve çalışma
hakkında önceden bilgilendirilmiş, sigara ve ilaç kullan-
mayan, herhangi bir kronik hastalığı ve enfeksiyonu olma-
yan sağlıklı 50 erkek donörle gerçekleştirilmiştir.
      Hücre Kültür Yöntemi ve 'Sitokinez - Blok Mikronük-
leus' Metodu: Donörlerden heparinli tüpe alınan kandan,
Boyum'un 'Ficoll-Histopage 1077' yöntemine göre lenfo-
sitler izole edilmiştir [18]. İzole lenfosit kültürü için Moor-
head ve ark’larının geliştirdiği 72 saatlik kültür yöntemi
uygulanmıştır [19]. Hazırlanan tam vasat (100 ml RPMI
1640, % 20 fetal calf serum, % 1 L Glutamin, % 1.5 phy-
tohemaglutinin (PHA), % 0.2 Streptomisin  Penisilin) 2'şer
ml olarak kültür tüplerine bölünmüştür. Her donör için
iki kültür tüpüne 100'er μl lenfosit süspansiyonu (106 len-
fosit) ilave edilmiştir. Kültürün 24. saatinde kültür tüplerin-
den birine son konsantrasyonu 10 μg / ml (36 μM) olan
steril E2 (Suda çözülebilen) ilave edilirken, kontrol tüplerine
ise hiçbir ajan ilave edilmemiştir. Ön çalışmalarımızda,
36 μM'lık konsantrasyonu hücrelerin ölümlerine neden
olmayan en yüksek konsantrasyon olarak tespit edilmiş
ve çalışmamızda bu konsantrasyon kullanılmıştır.
     BN'li hücrelerde MN oluşumunu tespit etmek amacıyla
kültürün 44. saatinde her bir kültür tüpüne son konsantras-
yonu 6 μM olacak şekilde Cyt-B eklenmiştir. Standart çıkış
işlemlerinden sonra hazırlanan preparatlar % 5 Giemsa
solüsyonunda 5 dakika boyanmıştır, 1000 x büyütmede
(Olympus BX 50) 1000 BN'li hücrede raslanan MN sayıları
tespit edilerek MN sıklıkları hesaplanmıştır [20]. İstatistiksel
analiz paired t- testi ile yapılmıştır.

BULGULAR

Her bir donörün, E2 ile indüklenmiş kültürlerinde 1000
BN'li hücrede tespit edilen MN sayısı 1-11 arasında deği-
şirken, kontrol (Bazal MN sayısı) kültürlerinde ise bu değer
1-15 arasında değişmekteydi (Şekil 1). 50 donörün kontrol
kültürlerindeki MN sıklığının ortalaması 5.88 ± 2.9 iken
E2 ilave edilmiş kültürlerindeki MN sıklığının ortalaması
5.64 ± 2.5 olarak tespit edilmiştir (Şekil 2). Bu iki değer
istatistiksel olarak kıyaslandığında anlamlı bir fark sap-
tanmamıştır (p > 0.005).

TARTIŞMA

Lenfositler DNA hasarları, kromozomal anomaliler ve
MN oluşumu gibi genotoksik etki mekanizmalarını araş-
tırmak için uygun hücreler olarak kabul edilmektedir. Biz
de çalışmamızda, E2'nin etkilerini araştırmak için model

Şekil 2. Bazal (kontrol) ve östrodiol ile indüklenen kültür-
lerdeki binükleuslu hücrelerdeki mikronükleus sıklıkları.
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Şekil 1. Binükleuslu bir hücrede görülen mikronükleuslar.



hücre olarak lenfositleri kullanmayı tercih ettik.  
Çalışmamızda erkek donörleri kullanma amacımız,

premenepozal kadınlarda menstüral siklüs boyunca estra-
diol düzeyinin büyük dalgalanmalar yapması ve bu dalga-
lanmaların bazı sitogenetik parametreler üzerinde  etkisinin
olduğunun gösterilmiş olmasıdır [21]. İzole lenfosit kültür
yöntemini uyguladığımız çalışmamızda, E2 ilave edilmiş
kültürlerde tespit ettiğimiz MN sıklığı ile E2 ilave edilmemiş
kültürlerde tespit ettiğimiz MN sıklığı arasında herhangi
bir fark tespit edilmemiştir.
     Erkek donörlerden elde edilen lenfositlerin in vitro 17-
β estradiole maruz bırakılarak SCE ve kromozomal abe-
rasyon (CA) parametrelerinin incelendiği bir çalışmada,
bizim de çalışmamızda kullandığımız 10 μg / ml konsan-
trasyonda (24, 48 ve 72 saatlik inkübasyonlar) SCE ve CA
parametrelerinde herhangi bir değişiklik saptanamazken,
uzun süreli (48 ve 72 saatlik inkübasyonlar) ve yüksek
konsantrasyonlu (25 ve 50 μg / ml) inkübasyonlarda SCE
ve CA parametrelerinde artış tespit edilmiştir [13]. Yazarlar
estradiolün inkübasyon süresine bağlı olarak etkisinin or-
taya çıkmasını, estradiolün ancak uzun süreli inkübasyon-
larda lenfositlerde metabolize olarak etkisini gösterebilmesi
olarak izah etmektedirler. İnsan lenfosit kültürleri ile yapı-
lan diğer bir çalışmada da, estradiolün MN düzeyindeki
genotoksik etkisinin ancak yüksek dozlarda ve uzun süreli
inkübasyonlarda ortaya çıkabildiği bildirilmiştir [22].

Estradiol'ün in vitro kullanımı ile ilgili diğer çalışmalar
ise çeşitli hücre soylarında gerçekleştirilmiştir. İnsan over
ve meme kanser hücre soylarında gerçekleştirilen çalış-
malarda, in vitro estrodiol tedavisinin sadece estrojen re-
septör pozitif hücre soylarında MN düzeyinde artışa neden
olduğu bildirilmektedir [12,23]. Çin hamsterlerinin V79
hücrelerinde fizyolojik konsantrasyonlarda E2'nin delesyon
ve nokta mutasyonu gibi genotoksik etkileri rapor edilirken
[24], Suriye hamsterlerinin hücre soylarında fizyolojik
konsantrasyonlarda daha az bir karsinojenik etki tespit
edilmiştir [25]. E2'nin gerek postmenepozal sağlıklı kadın-
larda tedavi amaçlı gerekse gebeliğin önlenmesi (oral
kontraseptifler) amaçlı  in vivo kullanımının MN düzeyinde
herhangi bir etkisinin olmadığı bildirilmiştir [7].
      Bizim çalışmamızda E2'nin MN oluşumunda bir ar-
tışa neden olmayışının altında yatan nedenin, muhtemelen
E2'nin kendisinin veya onun metabolitlerinin bizim de-
neysel koşullarımız içersinde DNA hasarı oluşturacak dü-
zeyde oluşamaması veya oluşan hasarın DNA tamir siste-
minin tamir kapasitesi düzeyinde olmasından dolayı tamir
edilmiş olabileceğini düşünmekteyiz.
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