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Epidemiyolojik çalı�malar sigara kullanımı ile 
akci�er, larinks, özofagus, böbrek ve mesane kanserleri 
arasında güçlü bir ili�ki bulundu�unu göstermektedir (1-3). 
Sigara dumanının hem gaz hem de katran fazı majör 
karsinojenler olarak tanımlanan polisiklik aromatik 
hidrokarbonları, aromatik aminleri ve tütün-spesifik 
nitrozaminleri içerir (4). Ayrıca sigara dumanının bir dizi 
serbest radikal (SR) türevi içerdi�i gösterilmi�tir. Özellikle 
nitrik oksid (NO) ve azot dioksid (NO2) ile oksijen ve 

karbon merkezli radikaller gaz fazında bulunurken (5), 
katran fazında temel olarak hidrokinon-kinon siklüsü 
tarafından üretilen radikaller bulunur (6). SR organizmanın 
makromoleküllerine, özellikle lipid, protein ve DNA 
yapısına zarar verirler. SR’in DNA ile etkile�imi ile baz 
modifikasyonları ve fosfodiester ba�larının hidrolizi 
sonucu da DNA zincir kırıkları olu�ur (7). 

Hücrelerde SR’in bu zararlı etkilerine kar�ı koruyucu 
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Özet 
Amaç: Sigara kullanımı belirli kanser türleri için önemli bir risk 

faktörü olarak kabul edilmektedir. Sigara kullanımı ile 
olu�an serbest radikaller (SR) DNA ile etkile�erek 
karsinogenezde önemli rol oynarlar. SR’in zararlı etkilerine 
kar�ı koruyucu olan endojen antioksidanların düzeyi 
oksidatif strese ve kansere kar�ı duyarlılı�ı belirler. Bu 
çalı�mada erkeklerde sigara kullanımının güçlü bir endojen 
antioksidan olan indirgenmi� glutatyon (GSH) düzeyi ve 
DNA hasarı üzerine etkisinin incelenmesi amaçlandı.  

Materyal ve Metod: Günde 20 adet sigara içen 27 ve sigara 
alı�kanlı�ı olmayan 23 sa�lıklı erkek olgu çalı�ma 
kapsamına alındı. Olgulardan heparinli venöz kan örnekleri 
alınarak, tam kanda GSH düzeyi ve lökosit DNA’sında 
DNA hasarının göstergesi olarak DNA zincir kırıkları sıklı�ı 
belirlendi. GSH düzeyi spektrofotometrik yöntemle, DNA 
zincir kırıkları sıklı�ı Comet assay (tek hücre jel 
elektroforezi) ile ölçüldü. 

Bulgular: Sigara kullanan erkeklerde sigara kullanmayan 
erkeklere göre GSH düzeyinin anlamlı olarak dü�ük 
(P<0.001), DNA zincir kırıkları sıklı�ının ise anlamlı olarak 
yüksek (P<0.001) oldu�u belirlendi. DNA zincir kırıkları 
sıklı�ı ile GSH arasında negatif bir korelasyon bulundu (r: -
0.62, P<0.01). 

Sonuç: Sigara kullanan erkek olgularda GSH düzeyinin azalması 
nedeniyle DNA hasarının arttı�ı dü�ünüldü. 
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 Summary 
Purpose: Smoking habit is accepted as an important risk factor for 

certain types of cancer. Free radicals derived from smoking 
play an important role in the carcinogenesis by interacting 
with DNA. Susceptibility to oxidative stress and cancer is 
determined by the status of endogenous antioxidants which 
are protective against the harmful effects of free radicals. 
The aim of the present study was to evaluate the DNA 
damage and status of reduced glutathione (GSH) which is a 
powerful endogenous antioxidant in male smokers. 

Materials and Methods: 27 male smokers (smoking 20 cigarette 
per day) and 23 male nonsmokers were included the study. 
They were not suffering from any disease. Venous blood 
was taken into heparinised tubes. Whole blood GSH level 
and DNA strand breakage frequency as an index for DNA 
damage in leukocyte DNA were measured. A 
spectrophotometric method and the Comet assay (single gell 
cell electrophoresis) were used for the determination of GSH 
and DNA strand breakage frequency, respectively. 

Results: Whole blood GSH level was found to be decreased 
(P<0.001) but DNA strand breakage frequency was found to 
be increased (P<0.001) in male smokers as compared to 
controls. A negative correlation was determined between 
DNA strand breakage frequency and GSH (r: -0.62, P<0.01). 

Conclusion: It was thought that DNA damage is increased 
because of decreased GSH level in male smokers. 
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olan antioksidan savunma sistemleri mevcuttur. Hücre içi 
antioksidan sistemin en önemli bile�eni olan glutatyon 
(GSH), indirgenmi� durumdaki–SH grupları aracılı�ı ile 
hücreyi serbest radikallere kar�ı korur (8). Bu i�lem 
sırasında oksitlenen GSH, glutatyon redüktaz tarafından 
rejenere edilir. 

Sigara kullanımı ile DNA hasarı arasındaki ili�kiyi 
ara�tıran bundan önceki çalı�malara ait bulgular çeli�kilidir. 
Bazı ara�tırmacılar sigara kullanımının DNA hasarını 
arttırdı�ını (9-13), bazıları ise etkilemedi�ini bildirmi�lerdir 
(14,15). Yapılan literatür taramasında sigara kullananlarda 
DNA hasarı-GSH ili�kisini ara�tıran bir çalı�maya 
rastlanmadı. Di�er taraftan fizyolojik ko�ullarda oksidan ve 
antioksidan sistem arasında bir denge bulundu�u, oksidatif 
stresin arttı�ı durumlarda bu dengenin bozulup GSH 
düzeyinin azaldı�ı, GSH dü�üklü�ünde oksidatif strese 
duyarlılı�ın arttı�ı bilinmektedir (16,17). Bu bilgiler 
ı�ı�ında, bu çalı�mada sigara kullananlarda DNA hasarı ve 
GSH düzeyini birlikte de�erlendirerek, sigara aracılı DNA 
hasarında glutatyonun rolünü belirlemeyi amaçladık. 

Materyal ve Metod 
Cerrahpa�a Tıp Fakültesi personeli arasından seçilen 

sigara kullanan (20 adet/gün) 27 sa�lıklı erkek gönüllü 
çalı�ma grubunu olu�turdu. Sigara kullananların ya� 
ortalaması 25±5 olup, ortalama sigara kullanım süresi 5±2 
yıldır. Sigara alı�kanlı�ı ve pasif içicili�i olmayan, ya� 
ortalaması 23±6 olan 23 sa�lıklı erkek gönüllü ise kontrol 
grubunu olu�turdu. Çalı�maya katılan gönüllülerin ya�am 
ve beslenme tarzları benzer olup, son bir ay içinde alkol 
almamı�lardı ve herhangi bir ilaç ya da antioksidan vitamin 
kullanmıyorlardı. Gönüllülerden 3 ml heparinli venöz kan 
alınarak kanda GSH düzeyi ve lökosit DNA’sında DNA 
hasarının göstergesi olarak do�al DNA zincir kırıkları 
sıklı�ı belirlendi.  

GSH düzeyi Beutler’in (18) spektrofotometrik 
yöntemi ile ölçüldü. 0.2 ml kan 0.8 ml distile suyun üzerine 
eklenerek hemolizat hazırlandı. Hemolizata 3 ml 
deproteinizasyon çözeltisi (1.67 g meta fosforik asid+ 0.2 g 
etilendiamin tetra asetik asid+ 30 g sodyum klorür 100 ml 
distile suda çözülerek hazırlandı) eklenip, 5 dakika 
bekletildikten sonra süzüldü. 2 ml süzüntüye 8 ml fosfat 
tampon (pH:7.4) ve 1 ml 5,5’ ditiobis 2- nitrobenzoik asid 
(DTNB) çözeltisi (%1 sodyum sitrat içinde 40 mg DTNB 
çözülerek hazırlandı) eklendi. GSH’ın DTNB ile 
olu�turdu�u sarı renkli bile�i�in 432 nm’deki absorbansı 
köre kar�ı okundu. Molar absorbtivite katsayısı (1.36 104 L 
mol–1 cm–1) kullanılarak konsantrasyon hesaplandı ve GSH 
düzeyi µmol/g Hb olarak ifade edildi. Hemolizatın Hb 
konsantrasyonu Drabkin ayıracı ile belirlendi (19). 

Lökosit DNA’sında zincir kırıkları sıklı�ı Comet 
assay ile belirlendi (20). Comet assay (tek hücre jel 
elektroforezi) DNA hasarını belirlemek amacıyla son 

yıllarda oldukça sık kullanılan hızlı, kolay ve duyarlı bir 
yöntemdir (21). Dü�ük erime noktalı agar jel ile kaplanmı� 
mikroskop lamı üzerine lökosit süspansiyonu yayılarak 
üzeri ikinci bir agar tabakası ile kaplandı (Sandwich 
modeli). Lam yüksek konsantrasyonda tuz içeren lizis 
çözeltisine daldırılarak nükleer materyal dı�ındaki tüm 
hücre içeri�inin parçalanması sa�landı. Daha sonra tampon 
çözeltide (pH: 8) yıkanarak hücresel artıklar uzakla�tırıldı. 
Süperkoil yapıda ve az miktarda non-histon protein içeren 
nükleoid DNA alkali ortamda bekletildi�inde, zincir 
kırıklarının bulundu�u bölgelerde süperkoil yapı 
gev�eyerek açıldı. Alkali ortamda elektroforez 
uygulandıktan sonra pH nötralize edilip, etidyum bromidle 
boyanarak floresan mikroskobunda incelendi. Elektroforez 
sırasında anoda do�ru hareket eden DNA bir kuyruklu 
yıldız görüntüsü verir. DNA’nın sa�lam kısmı yıldızın 
ba�ını, kırık parçalar ise kuyru�unu olu�turur. Floresan 
mikroskobunda verdikleri görüntüye göre DNA’lar hasar 
bakımından 5 kategoriye ayrılırlar. Hasarsız DNA 
kuyruksuz yıldız görümündedir ve 0 kategorisini olu�turur. 
Çok hasarlı DNA’da ise kuyruklu yıldızın ba� kısmı yoktur 
sadece kuyruk görünümündedir, 4 kategorisini olu�turur. 
Çok az, az ve orta derecede hasarlı DNA kuyruk kısmının 
geni�li�ine göre 1,2 ve 3 kategorilerini olu�turur. 
Çalı�mada her olgu için iki lam hazırlanıp, her lam 
üzerinde 100 adet nükleoid DNA incelenerek ortalama 
alındı, her bir kategorideki DNA sayısı saptanarak DNA 
zincir kırıkları sıklı�ı arbitrary unite (au) olarak ifade 
edildi. (au) kuyruk kısmında bulunan % DNA’yı 
göstermektedir (22). 

De�erler ortalama ± standard sapma (SD) olarak 
verildi. Ortalamalar arasındaki farkın anlamlılık yönünden 
de�erlendirilmesi student’s t testi ile yapıldı. P< 0.05 
istatistik olarak anlamlı kabul edildi. Parametreler 
arasındaki ili�ki Pearson korelasyon katsayısı ile 
de�erlendirildi.  

Bulgular 
Çalı�mada sigara kullanan ve kullanmayan olgularda 

GSH düzeyi ile DNA hasarının göstergesi olarak belirlenen 
DNA zincir kırıkları sıklı�ı Tablo 1’de verilmi�tir. Sigara 
kullanan olgularda DNA zincir kırıkları sıklı�ının sigara 
kullanmayan olgulardakine göre ileri derecede anlamlı 
olarak yüksek (P<0.001), buna kar�ılık GSH düzeylerinin 
ileri derecede anlamlı olarak dü�ük (P<0.001) oldu�u 
belirlendi. Parametreler arasındaki ili�ki incelendi�inde 
DNA zincir kırıkları sıklı�ı ve GSH arasında orta derecede 
bir korelasyon (r: -0.62, P<0.01), bulundu.  

Tartı�ma 
Sigaranın genetik hasar olu�turarak kansere neden 

oldu�u ileri sürülmekle birlikte (23), sigara kullanan 
ki�ilerde DNA hasarını inceleyen çalı�maların sonuçları 

Tablo 1. Kontrol ve sigara kullanan erkeklerde GSH 
düzeyleri ve DNA zincir kırıkları sıklı�ı 

 
 

 Kontrol 
(n:23 

Sigara Kullanan 
(n:27) 

Kan GSH (µmol/g Hb) 5.35±0.58 4.53±0.58* 
DNA zincir kırıkları sıklı�ı (au) 75±11 192±20* 

* P<0.001 (Kontrol grubuna göre) 
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çeli�kilidir. Cloos ve ark (14) ba� ve bo�az skuamoz hücre 
tümörü olan hastalarda yaptıkları çalı�mada sigara 
kullanımının lenfosit DNA hasarını etkilemedi�ini ifade 
etmi�lerdir. Benzer olarak, sürekli dü�ük doz iyonize edici 
radyasyona maruz kalan i�çilerde DNA hasarının comet 
assay ile de�erlendirildi�i bir çalı�mada sigara 
kullanımının DNA hasarı üzerine etkisi olmadı�ı 
bildirilmi�tir (15). Hücrelerde genetik bilginin korunmasını 
sa�layan DNA onarım sistemleri vardır. Bu sistemlerin 
hemen hepsi indüklenebilir niteliktedir (24). Buradan yola 
çıkarak sürekli sigara kullanımının onarım sistemlerini 
uyardı�ı ve bu nedenle DNA hasarında bariz bir artı� 
gözlenmedi�i dü�ünülebilir. Nitekim, sigara kullananlarda 
sigaranın içerdi�i genotoksik maddelerce indüklenen DNA 
hasarına kar�ı direnç geli�ti�ini ifade eden çalı�malar 
mevcuttur (25,26). 

Di�er taraftan, Popp ve arkada�ları (9) sigara 
alı�kanlı�ı ile DNA zincir kırı�ı sıklı�ı arasında anlamlı bir 
ili�ki bulundu�unu; Betti ve arkada�ları (10) sigara 
kullanımının lenfositlerde DNA hasarını arttırdı�ını 
bildirmi�lerdir. Daha sonraları, Yang ve ark (11) insan B 
lenfosit hücre kültüründe yaptıkları çalı�mada sigara 
dumanına maruz kalan hücrelerde; Piperakis ve ark (12) ise 
sigara kullanan ki�ilerin lenfositlerinde, DNA zincir 
kırıklarının anlamlı bir �ekilde arttı�ını ifade etmi�lerdir. 
Benzer olarak, Dhawan ve ark (13) sigara kullanan 
ki�ilerde DNA hasarının kullanmayan ki�ilerdekine göre 
daha yüksek oldu�unu, bu hasarın içilen sigara sayısı ile 
orantılı olarak arttı�ını ve ayrıca sigara kullanan ya�lılarda 
DNA zincir kırı�ı sıklı�ının sigara kullanan gençlerdekine 
göre anlamlı derecede yüksek oldu�unu bildirmi�lerdir. 
�arda� ve ark (27) diyabetik hastalarda DNA hasarını 
comet assay ile de�erlendirdikleri çalı�mada hem kontrol 
grubu hem de diyabetik grupta, sigara kullanan olgularda 
DNA hasarının kullanmayan olgulardakine göre daha 
yüksek oldu�unu ifade etmi�lerdir. Çalı�mamızda elde 
edilen veriler sigara kullanan erkeklerde DNA hasarının 
arttı�ı görü�ünü kuvvetle desteklemektedir. 

Hücresel antioksidan savunmanın güçlü bir bile�eni 
olan GSH’ın sigara kullanan gençlerde artmı� oksidatif 
strese kar�ı dengeleyici olarak arttı�ı ancak, sigara 
kullanan 40 ya� üstü ki�ilerde böyle bir etkinin 
görülmedi�i ileri sürülmü�tür (28). Buna kar�ılık Banerjiee 
ve ark (29) sigara kullanan ki�ilerde kanda lipid 
peroksidlerinin artıp, GSH düzeyinin azalmı� oldu�unu 
ifade etmi�lerdir. Lane ve ark (30) ise kronik sigara 
içicilerinin sigarayı tamamen bırakmalarından 3 hafta 
sonra kan GSH düzeyinin anlamlı olarak arttı�ını 
bildirmi�lerdir. Çalı�mamızda sigara kullanan ki�ilerde kan 
GSH düzeyinin sigara kullanmayan ki�ilerdekine göre daha 
dü�ük olarak bulundu. Bu dü�üklü�ün SR’in 
inaktivasyonunda GSH’ın kullanılarak azalmasından ileri 
geldi�i dü�ünülmektedir. 

Bugüne kadar yapılan çalı�malarda sigaranın 
genotoksik etkisi ve kan GSH düzeyi ile ili�kisi hep ayrı 
olarak ara�tırılmı�tır. Oysa organizmadaki 
makromoleküllerin oksidatif strese kar�ı duyarlılı�ı 
endojen antioksidan savunmanın yeterlili�i ile yakından 
ili�kilidir (31). Sigara kullanan ki�ilerde DNA hasarı ve 
kan GSH düzeyini birlikte de�erlendirdi�imiz bu 
çalı�mada, kan GSH düzeyinin sigara kullananlarda artmı� 
oksidatif strese ba�lı olarak azaldı�ı belirlendi. 
Organizmada GSH dı�ında süperoksid dismutaz, glutatyon 
peroksidaz, katalaz gibi enzimik yapıda ve ayrıca vitamin 
A, vitamin C, vitamin E gibi besinsel antioksidanlar da 
vardır. Gelecekteki çalı�malarda bu antioksidanların da 
ara�tırılması, sigara aracılı DNA hasarında antioksidan 
savunmanın rolünü daha net bir �ekilde ortaya koyacaktır. 
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