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Trlmethoprlm Ve Sig gara Kullammmln
Mltotlk Aktiviteye Bagimsiz Ve
Kombine Etkileri
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OZET

Amug: Bu caligmada sigara kullammi ve trimethoprimin mitotik aktiviteye bagimsiz ve kombine etkileri
incelenmigtir. Sigara kullanim: ile akciger Ranseri bagta olmak dizere, bir cok kanser tirii ile iliski vardwr
Kanser, mitozr mekanizmasimin viicudun kontroli digina ¢ikarak asirt  hicre copalmasi  olarak
tammianabileceginden, sigaramin mitoz mekanizmasinda aksamalara neden olmasi soz  konusudur,
Trimethoprim (TMP), folik asit antagonisti olmas: nedeni ile DNA, RNA ve protein gibi bivomolekiillerin baz:
monomerlerinin biyosentezinde aksamalara neden olmaktadr

Gereg ve yontem:Birinci asamada; Sigara icmeyen, radyasyon etkisinde kalmamus, herhangi bir mutajen
ve kimyasal etkisinde kalmamiy 5 saglikh erkek bireyden alinan kandan 72 saatlik Lenfosit kiiltirleri
hazirland:. ikinci agamada ise; En az 5 yd sire ile giinde en az | paket sigara icen erkek birevierden
alinan kandan 72 saatlik Lenfosit kiiltiirleri hazirlands. Kiltiirlere; Kontrol grubu olusturulduktan sonra
terapotik dozdan baglamak tizere artan ¢ farkli doz (8, 35 ve 60 ug'mi) ve ii¢ farklt sire (6 24 ve 48
saat) kombinasyonunu saglayacak sekilde in vitro olarak trimethoprim eklendi Her bir  doz-siire
kombinasyonuna ait preparatiar taranarak mitoz asamasinda olan hiicrelerin % oranlari belirlendi

Bulgular: % agama icin bulgular izerinde yapian istatistiksel degeriendirmede; artan trimethoprim dozuna
paralel olarak mitotik indeks orant digerken (P< 001), wuvgulama siiresi aruigit  mitotik  indeks oranini
etkilememistir (P>0.05). Trimethoprim uygulama siiresi sabit tutularak dozun arttiridlmas: mitotik indeks oranini
dugiirtirken (P< 0,01), Trimethoprim dozunun sabit tutularak uygulama siresinin arttirtimast  mitotik  indeks
oranlarint etkilememistir (P>0.05 ).
| Sonug: ki agamamin aymi doz-sire kombinasyonuna ait bulgular karsiasurildiginda: Sigara icen birevierde
trimethoprim etkisiyle olugan mitotik indeks bulgularimin, sigara i¢cmeyenlerdekine oranla daha digiik oldugu
belirlenmistir (p< 0,01}

Anahtar Kelimeler: Sigara kullammi, mitotik aktivite, trimethoprim.

SUMMARY | o
INDEPENDENT AND COMBINETED EFFECTS OF TRIMETHOPRIM AND
- SMOKING TO MITOTIC ACTIVITY

 Aim; Independent and combineted effects of trimethoprim and cigaretie were investigated in this study. It is known
‘that smoking has a direct relation with primarily lung cancer and many cancer types. Because of cancer can be defined
as excess cell growing by uncontrol mitosis mechanism, it is discussed that smoking causes defects on mechanism of’
mitosis. Trimethoprim, because of being antagonist of folic acid cause to trouble in biosynthesis of some monomers which
" are necessary for synthesis of DNA, RNA and Protein.

Marerial and method: First step; Lymphocytes cultures for 72 hnurs were prepared from the blood which were
~ taken from 5 healthy male individuals which are non-smokers, unexposed to radiation, unexposed to any mutagen and
chemical agents. second step; lymphocytes cultures for 72 hours were prepared from the blood which are smokers at
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least for five years and at least | pocket cigarette a day. Afier control group was formed by providing combination on
the point of starting from the therapodic dose incresingly three different application doses (8, 35 and 60 ug/ml) and
three different application times (6, 24 and 48 hours ) trimethoptim is added to cultures as in vitro. The percentage of the
cells which are on mitosis stage were identified by counting of cells, for each application doses-application times
combination on preparates which were prepared. |

Findings: In statistical apparaisal with findings, while mitotic index rate decrease as parallel to increased
t;‘mer!mprfm application dose (p<0.01). Mitotic index rate had not been effected by increasing of ﬁpplicau'on time
(p=0.05 ). While increasing the application dose and fixing application time cause the mitotic index rate decrease
(P nkm }0 _{}}‘;c)mg the application dose and increasing application time of trimethoprim dose not effect the mitotic index
rate (p~0.05). |

Conclusion: When findings of same dose-time combination of the both of steps were compared it was seen that

mitotic index findings which were formed by trimethoprim effect on smoker individuals were less than non-smokers.

Keywords: Cigarette smoking, mitotic a&ta'v:‘m tmitotic index, m‘m’ethapr:‘m.

Yurdumuzda ve diinyada  enfeksiyon
hastahiklarinin  sagaltiminda en yaygin kuBamlan
kemoterapotiklerden olan Trimethoprim, dihidrofolat
rediiktaz enzimini inhibe ederek dihidrefolik asitin -
tetrahidrofolik asite donilsimiinii engellemektedir.
Tetrahidrofolik asit hiicrede; adenin, guanin ve timin
niikleotidleri ile serin, glisin ve metionin amino
asitlerinin biyosentezinde bir oncli molekildilr. Bu
nedenle trimethoprim, hiicre igin yagamsal Oneme
sahip DNA, RNA ve protein gibi biyomolekiillerin
biyo sentezini olumsuz ydnde etkilemektedir(i-4).
Bu bilgilere dayamilarak DNA, RNA ve protein
sentezindeki aksamalarnn hiicrelerin mitoza giris
hizlanim diisiimesi  seklinde kendini gostermesi
beklenmektedir. Bakteri hiicre membrani
tetrahidrofolik asite karst gegirgen olmamasina
karsin, memeli hiicre membrani tetrahidrofolik asiti
gecirme yetenegine sahiptir. Trimethoprim kullanim:
le bakteri hiicrelerinde tetrahidrofolik sentezinin
inhibisyonu bakteriostatik veya bakterisid etk
gostermesine kargin - memeli hiicreleri giinliik
besinierle alinan tetrahidrofolik asitten
yararlanabildigi igin olumsuz etkisi fazla degildir(S,
6).

Sigara kullanimi ile insan bilnyesine yaklagik
4000 cesit kimyasal ajan kartsmaktadir. Bunlardan;
2- naphthylamine, 4-aminobiophenyl, benzene,
arsenic ve chromium'un insanlarda kanserojen
oldugu kesin olarak saptanmigtir. Hayvanlar tizerinde
vaptlan deneylerde de sigara katrani icerigindeki 30
kadar kimyasal ajamin daha kanserojen oldugu
kanitlanmistir(7).Sigara kullanimi ile basta akciger
kanseri olmak lizere bazi kanser tiirleri arasindaki
direkt yada dolayli ihigkiler bilinmektedir(8). Kanser;
mitoz mekanizmasinm vilcudun kontroll digina
¢ikarak asiri hiicre ¢ogalmas) olarak
tanimtanabileceginden, sigaranin mitoz
mekanizmasinda aksakliklara neden olmasi s0z
konusudur.
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Lenfositler: viicudumuzun hastalik etmenlerine
kars1 korunmasmda, 6zgil bagigiklif1 olusturan en
snemli elemanlardir. Bu g¢ahsmada insanlarin
kullandigy zararh ahgkanliklardam en yaygini olan
sigara kullanim: ve enfeksiyon hastaliklarinin
sagaltiminda en yaygin kullantlan
kematerapotiklerden olan trimethoprimin mitotik
aktiviteye tek baslarima ve kombine etkiler
arastinilmistir,

GEREC ve YONTEM
Birinci asamada, sigara i¢meyen, SOn
zamanlarda kemoterapi gbrmemis, radyasyon

etkisinde kalmamig ve mitozu etkileyebilecek
herhangi bir kimyasal etkisinde kalmamig, yaslar

251 5 arasinda degisen, tamamen saghklt 5 erkek
bireylerden alinan kanla mikrokiltir yontemi He
lenfosit  klltirleri  hazirlandr.  Trimethoprim
uygulanmasi: ilgili dozlan saBlayacak sekilde ana
stok c¢dzeltilerden 0.5 ml alinarak; 6 saatlik
kiltiirlere 66. saatte , 24 saatlik killtiirlere 48. saatte
ve 48 saatlik kiiltiirlere 24.saatte eklendi. Kontrol
grubu igin aynlan kultdrlere ise ayni siireler icin
kitlttir ¢Ozeltisi eklendi. Preperasyon saatinden 1 saat
dnce kulttrlere kolsisin eklenerek mitoz agamasina
gelen hilcrelerin tutulmasi saglandu. ikinci agamada
ise aym prosediir; Birinci agamadaki dzelliklerden
farkl) olarak en az 5 yiidan beri glinde en az bir
paket sigara igen bireylerden altnan  kan
drneklerinden hazirianan kilitiirlere uyguiand:.

Preparasyon iglemlerinde siras ile; 15 dakikalik
hipotonik % 0,055 KCl) uygulamasindan sonra ve
10'ar dakikalik santrifij islemleri seklinde ve 5 kez
fiksatif (1 hacim asetik asit + 3 hacim metanol )
uygulandi. En son fiksatif isleminden sonra periferik
yayma iglemi tle preparatiar hazirland ve preparatlar
% 5 giemsa boyasi ile 10 dakika boyanip aseton ve
ksilolden gegirildikten sonra kapatild.

Mitotik indeks: Toplam hicre iginde mitoz
asamasinda bulunan hicrelerin % orani olarak
tamimlanmakla beraber - rakamlarin daha saghkli
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TRIMETHOPRIM VE SIGARA KULLANIMININ MITOTIK AKTIVITEYE BAGIMSIZ..

olabilmesi igin, her bir doz stire kombinasyonu igin
1000 adet hiicre sayildi ve igerifindeki mitozun
asamalarina ait hilcreler degerlendirmeye alindi,
Istatistiksel deperlendirmelier: Her asama igin
farkh doz-siire kombinasyonlarina ait bulgular
sayimla elde edilen degerler oldugu igin, 6nce ylizde
oranlara donlstlirildi. Yizde oraniar arc-sin

transformasyonu ile ag1 degerlerine donfgtdrtildti ve
bu  deperler tizerinden  varyans  analizi
yontemierinden faktéryel diizen ile test edildi. iki
asamadaki birbirlerine parelellik gbdsteren doz-siril
kombinasyoniarina ait degerler ise ¢ resti ile test
edilerek karsilastiriids.

Tablo-1: Trimethoprimin sigara icmeyen bireylerde mitotik aktiviteye etkilerine ait genel sonuglar.

Doz

Siire

7 » L,

BULGULAR |

Trimethoprimin sigara igmeyen bireylerde
mitotik aktiviteye etkilerini belirlemeye ¢alistigimiz
|. asamada, deney ve kontrol grubuna ait bulgular
- genel olarak incelendiginde; Kontrol grubunda %
2.43 olan mitotik indeks degerinin 8 pg/ml'de %%
2.12'ye, 35ug/ml'de % 2,08'e ve 60 pg/mide ise %
1,36'ya digtdgn gorlilmektedir. (tablo-1).
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2.4 2,0 2,4

60ug/mi X
| X
0,8

zerinde vapilan istatistiksel degerlendirmelerde.
artan trimethoprim dozuna paralel olarak mitotik
indeks diiserken (P<0,01), mitotik indeks oranlari
uygulama siiresi artigindan etkilenmemistin(P>0.05).
Bu nedenle yaptigimiz degerlendirmelerde uyguiama

sliresi artis1 dislanarak trimethoprim dozu artii esas

alimmstir.
Trimethoprimin sigara igen bireylerde muitotik
aktiviteye etkilerini belirlemeye cahstigimiz 1.
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asamada, deney ve kontrol grubuna ait bulgular
genel olarak incelendiginde; Kontrol grubunda %
1.76 olan mitotik indeks degerinin 8 pg/ml'de %

1,46'ya, 35 ug/mlde % 1,37'ye ve 60 ug/ml'de ise
% 1,06'ya diigtigii goértimektedir. (tablo-2).

Tablo-2: Trimethoprimin sigara icen bireylerde mitotik aktiviteye etkilerine ait genel sonuclar.

Doz
Kontrol
Siire

6 saat

24 saat

2X

48 saat

X

Sigara kullanmimiumin mitotik aktiviteye etkilerini
befirlemek icin  HH.asamanin farkh  doz-siire
kombinasyonuna ait deferler, |. asamadaki kendisine
parelellik gosteren degerlerie istatistiksel olarak
karsilasurildiinda; tm doz-stire kombinasyonlari
icin sigara icenlerdeki mitotik indeks deferlerinin -
sigara icmeyenterinkinden daha diisilk oldugu
saptanmisur (p<0,05).

TARTISMA |

Bu calismanin her iki asamasinda da, artan TMP
dozuna paralel olarak mitotik indeksin dnemli dlgiide
distiiglh  (p<0.01), ancak uygulama siiresindeki
artigtan etkilenmedigi belirlenmigtir (p>0,05). Sigara

100

kullanimi + trimthoprimin mitotik aktivite {izerine
etkilerint belirlemek i¢in yapilan ikinci agamaya ait
bulgularimizs - trimethoprimin mitotik aktiviteye
etkilerini belirlemek igin yapilan birinc) asamanin
ayn: doz slire kombinasyonlarina ait degerler

kargilagtirildiklarinda 1. asamaaki  bulgularin
istatistiksel agidan daha ditsttk(p<0,05) oldugu
belirlenmistir (sekil 1).

TMP'nin  mitotik  aktiviteye  etkilerinin

belirlendii [. asamada; her bir doz sire
kombinasyonu icin 1 000 adet olmak (izere, her
bireyden 12 farkli doz-stire kombinasyonu
oldugundan 5 birey igin toplam 60 000 adet hucre
deperlendirmeye alinmigtir. Mitotik indeks oraniar

Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Dergisi 14(2):1997



TRIME THOPRIM VE SIGARA KULLANIMININ MITOTIK AKTIVITEYE BAGIMSIZ...

ortalamasi kontrol gruplannda % 2,43 olmasina
kargin, 8 ug/ml'de % 2,12, 35 pg/ml'de % 2,08 ve 60
ug/mi'lik doz grubunda ise % 1,36'ya kadar
dugmigtir. Yapilan yayin taramasinda TMP ile

ik Iindeks W si
N
L

E‘i‘t ot
g w~

o

K 8 35 60 K 8 35 60
6 Saat 24 Saat
karsilastiriimasa.
Bjoronson ve arkadaglan (9), 8 pg/ml'lik TMP
dozunu  invitro  uyguladiklarinda  granillosit
olusumunun % 47 oraninda yavasladifin

belirlemiglerdir. Murdia ve arkadaslan (10), 160 mg
TMP + 800 mg Suphamethoxazolii 7-10 giln
uyguladiklan bireylerde sperm olusumunun % 6,7 -
% B8 arasinda azaldigim belirlemislerdir. Golde ve
arkadaglari (5), 10 pg/ml' TMP'nin invitro kosullarda

eritrosit olugumunu % 55 ve granillosit ise % 50

azaltugni behirlemislerdir. Chanarin ve England (11),
320 mg TMP + 1600 mg SMX'in invitro
uygulanmasindan sonra kandaki notrofil, retilkillosit
ve plateletlerin miktarinda Snemli digmeler oidufu
belirtenmistir. Steinberg ve arkadaslar (12), 8 pg/m]
TMP + 40 pg/ml SMX'in invitro uygulanmasindan
sonra eritrosit olusumunun bnemlii Olcilde blokaja
ugradigini ve bu blokajin % 17'sinin Gy, % 68'inin S
ve % 15'inin ise G2 fazinda oldugu belirtenmistir.
Yaptigimiz bu calhismada artan TMP dozuna
paralel olarak lenfositlerde mitotik indeksin digtiigi
seklindeki bulgumuz, 5, 9, 11 ve 12 numaral
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sigara kullanimimin mitotik aktivite kombine etkileri
konusunda herhangi bir ¢alisma saptanamamistir.
Ancak, TMP'nin mitotik aktiviteye etkilerine deginen
caligmalar asagida Hzetlenmistir.
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K 8 35 640
48 Saat

Sekil - 1. iki asamadaki farkh doz-siire kombinasyonlarina ait mitotik indeks oranlarimin

yayinlardaki diger kan hicrelerinde de mitotik
indeksi vyavaslathigr ve disirdiigt seklindeki
bulgularla birbirini desteklemektedir. 10 numarah
yayinda ise TMP'nin ayni etkiyi sperm olusumunda
da gosterdigt  belirtilmektedir. S6z  konusu
yayinlardaki hilcre tiplerinin ve dozlarin farkl
olmasi nedeni ile oranlar arasinda bir kiyaslamaya
gidilememistir.

TMP ve sigara kullaniminin mitotik aktiviteye
kombine etkilerinin belirlendigi . asamada; her bir
doz slire kombinasyonu igin 1 000 adet olmak izere,
her bireyden 12 farkh doz-siire kombinasvonu
oldugundan 5 birey icin toplam 60 000 adet hiicre
degerlendirmeye alinmigttr. Mitotik indeks oranlari
ortalamast kontrol gruplarinda % 1,76 olmasina
karsin, 8 ug/mi'de % 1,46, 35 pug/ml'de % 1.37 ve 60
ug/ml'lik doz grubunda ise % 1,06'va kadar
dismilstir. Yaptlan vyayin taramasinda TMP ile
sigara kullanimmin mitotik aktivite kombine etkiler:
konusunda herhangi bir ¢alisma saptanamamistir. Bu
nedente bulgularinuz: kiyaslama olanag)
bulunmamaktadir.
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