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Bleomycin’in Kronik Olarak Radyasyona (X-Isim1) Maruz Kalan Bireylerde

Satellit Assosiyasyonlarina Etkisi
Hilmi Isi*, Diclehan Oktiiren Oral*, Aysegiil Bengisu Tiirkyilmaz*, Mahmut Balkan*

OZET

Bleomycin, tedavi dozundan baslamak iizere artan ii¢ farkl dozda final
konsantrasyonu 0.3 ug/ml, 3 ug/ml ve 30 ug/ml olacak sekilde 72 saat siire
ile kiiltiire edilen kana son 6, 24 ve 48’ inci saatte eklenmistir. Kontrollii
yapilan bu c¢alisma, kronik olarak radyasyona (X- isini) maruz kalan 5
bireyden alinan periferik kanla yapinmgstir.

Kiiltiire edilen hiicrelerden toplam 2639 metafaz degerlendirilmigtir.
Bleomycin wuygulanan lenfosit kiiltiiriindeki satellit assosiyasyonlart
degerleri goz oniine alindiginda farklh doz ve siire kombinasyonlarinda
oldugu gibi, esit doz ve siirenin uygulandig1 denekler arasinda da belirgin
farkliliklar gostermektedir. Kontrol gruplarinda hiicrelerin %31.7’sinde,
doz gruplarinda ise 0.3 ug/ml’ de hiicrelerin %30.9°u, 3 ug/ml’de
hiicrelerin %27.2°si ve 30 ug/ml’de de hiicrelerin %19.7’sinde satellit
assosiyasyonu oldugu saptanmugstir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede; 6
saatlik Bleomycin uygulama siiresinde kontrol grubu ile doz gruplar
arasindaki farkin anlaml olmadigr (P>0.05), 24 saatlik siire uygulamasinda
kontrol grubu ile 30ug/ml lik doz grubu arasindaki farkin anlaml oldugu
(P<0.05), 48 saatlik siire uygulamasinda da kontrol grubu ile 3ug/ml ve
30ug/ml lik doz grubu arasindaki farkin anlamli oldugu saptanmistir
(P<0.01).

Anahtar Kelimeler: Bleomycin, Satellit Assosiyasyonu

The Effect of Bleomycin to the Satellite Association who were Exposed to

Radiation (X-Ray) Chronically
SUMMARY

Beginning with the therapeutic dose and increasing three different
doses and three different periods of time Bleomycin (Bleomycin 0.3 ug/ml, 3
ug/ml and 30 ug/ml, 6,24, 48 hours) were added to blood which was being
cultured on 5 samples who were exposed to radiation (x-ray) chronically.

The satellite association was evaluated in 2639 metaphases from
preparations belong to control and experiment groups.

The satellite association was showed difference value to the difference
bleomycin dose and the between difference samples. As the satellite
association 31.7% for the control group, this value fall to 30.9% at 0.3
ug/ml, 27.2% at 3 ug/ml and 19.7% at 30 ug/ml. Statistically; there were no
significant differences between in the 6 hour control group and dose groups
(P>0.05). There were significant differences between in the 24 hour control
group and 30 ug/ml dose groups (P<0.05). There were significant
differences between in the 48 hour control group and 3 ug/ml and 30 ug/ml
dose groups (P<0.01).

Key Words: Bleomycin, Satellite Association

* Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji A.D. 1



H. Isi ve ark.

GIiRIiS

Radyasyonlar etkilerini viicuttaki hiicrele-
rin normal fonksiyonlarmi1 bozmak suretiyle
meydana getirirler. Iyonlastirict radyasyonun
hiicre icine gecisi, ¢cok karmasik direkt ve
indirekt olaylar zincirini baglatabilir. Bu olay-
lar sirasiyla fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal
ve biyolojik devrelerdir. Hiicrede bilgi tagiyan
molekiiller radyasyonla tahrip edilecek olursa
bu bilgi kaybedilebilir (1, 2).

Radyasyonda 1sinlama sirasinda hiicre
hangi evrede olursa olsun siklus Gy evresinde

bloke olur. DNA’nin iki seridinde de radyas-
yon zarari Kkarsilikli noktalarda meydana
gelmigse hiicre bunu diizeltemez (1, 3).
Bleomycin 1962 yilinda Dr. Hamao
Umezawa ve arkadaslari tarafindan
Streptomyces verticulos’ un bir fermantasyon
irlinii olarak kesfedilmis onemli bir antitimor
ajanlar grubudur. Bleomycinlerin sitotoksik
etkileri DNA fragmentasyonuna neden olma
yeteneklerinden  kaynaklanir.  Bleomycin
DNA’ya baglanarak piirin ve pirimidin bazlari-
nin ayrilmasina neden olur, DNA sentezini
inhibe eder ve daha az bir derecede de RNA ve
protein sentezi inhibisyonuna ve hiicre dongii-
stinde hiicrelerin Gy fazinda kiimelenmesine

neden olur (4).

Bleomycin ve Radyasyonun Kombine
Etkileri

Bleomycin'in 200 pg/ml'lik dozunda DNA
sentezinin %40 oraninda azaldigir ve x-ray'in
20 Gy dozunda verilmesi ile normal bireyde
DNA sentezinin %65 oraninda azaldigi tespit
edilmistir. (3, 5).

Saccharomyces cerevisiae' nin Bleomycin'e
duyarli mutantlar1 iizerine yapilan calismada
Bleomycine duyarli olan suslarin iyonize
radyasyona kars1 duyarli olduklari, baz1 mutant
tipler de, Bleomycine duyarli olmalarina
ragmen iyonize radyasyona duyarlilik goster-
memiglerdir (6). Bleomycin'e adapte olan
lenfositlere yiiksek dozda Bleomycin ve
x-ray'in verilmesi ile adapte olmayanlara
nazaran anlamli seviyede az kromozomal
aberasyon tespit edilmistir. 0.01 pg/ml ve 0.05
pg/ml'lik Bleomycin dozunun en iyi adaptas-
yonu sagladig belirtilmektedir (7).
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Bleomycin molekiiler oksijen ve demirli
kompleksler olusturarak DNA kirilmalaria
neden olabilir. Bu etki radyasyonla benzer bir
etkidir (8). Hibrid hiicre kullanilarak yapilan
calismada gamma radyasyon ve Bleomycin
dozunun artirilmasina paralel olarak ortamda
yasayan hiicre sayisinda azalma olmaktadir (9).

D grubu (13, 14 ve 15 nolu) ve G grubu
(21 ve 22 nolu) kromozomlarin kisa kollarina
baglanan yuvarlak kromatin materyalina
satellit ad1 verilmektedir. Insandaki akrosentrik
kromozomlarin (13, 14, 15, 21, 22) p kolunda
bulunan satellitler hiicrenin interfaz evresinde
nukleolusun yapisina katilirlar. Kimi zaman
akrosentrik kromozomlardaki satellitler biri
birine yaklasarak satellit assosiyasyonlarini
olustururlar (10, 11). Satellit asssosiyasyonlari
bir kromozom diizensizligi olarak kabul
edilmemekle beraber, bunlarin aneuploidy tipi
kromozom diizensizliklerine neden oldugu
konusunda goriisler ileri siiriilmektedir (12).

Houghton (13) akrosentrik kromozomlar-
daki satellit assosiyasyonlar1 kromozomal non-
disjunction’a neden olabilir ifadesine karsilik,
Wachtler (14) satellit assosiyasyonu ile
mayotik non-disjunction arasinda bir iligki
olmadigini ifade etmektedir.

GEREC VE YONTEM
Calismamizin ~ aragtirma  populasyonu:
Yakin ge¢miglerinde  viriitik  enfeksiyon

gecirmemis, herhangi bir antibiyotik ve benzeri
kemoterapotik ilag kullanmamis ve kronik
olarak radyasyona maruz kalmig ve sigara
tiryakisi olmayan bireyler secilmistir. Yaglari
26-35 arasinda degisen 4’i erkek biri kadin
olmak iizere secilen 5 bireyin yas ortalamasi
30.6 yildir. Bireylerin radyasyonlu ortamda
kalma siirelerinin ortalamasi 8 yildir.

Bleomycin’in bidistile su ile hazirlanan
1500 pg/ml yogunluktaki ana stok soliisyonun-
dan; TC Medium 199 ile lenfosit kiltiiri
ortaminda final kullanim konsantrasyonu 0.3
pg/ml, 3 pg/ml ve 30 pg/ml olacak sekilde
dilue edilerek hazirlandi.

Calismamizda Moorhead ve arkadaglarinin
gelistirdikleri “standart” makrokiiltiir teknigi-
nin modifiye sekli olan “tim kan teknigi”



Cilt:31, Sayi:3, (1-6)

ya da “mikroteknik” olarak bilinen yontem
uygulanmistir (10, 15-18). Kiiltiir, preparasyon
ve giemsa (GTG) bantlama asamalarinda
Seabright ‘in (1971) yontemi modifiye edilerek
uygulanmustir (19,20).

Satellit assosiyasyonlarmin farkli doz ve
siire ~ kombinasyonlarina ~ ait  verilerin
istatistiksel degerlendirilmesi t oran testi ile
yapilmigtir. (21).

BULGULAR

Satellit Assosiyasyonlarina Ait Bulgular

Calismada kullanilmis olan bleomycinin,
mitoza giren hiicrelerde satellit assosiyasyon-
lar1 oranlan {izerinde her hangi bir etkisinin
olup olmadig1 arastirilmustir.

Kontrol ve deney gruplarinda incelenen
2639 metafazda toplam 728 hiicrede satellit
assosiyasyonu saptanmistir (Sekil 1).

Kontrol  grubunda  degerlendirilen 679
metafazda 215 hiicrede ve doz gruplarinda
degerlendirilen 1960 metafazda 513 hiicrede
satellit assosiyasyonu saptanmistir. Bulgular
tablo 1° de verilmis, ayrica gerekli istatistiksel
degerlendirmeler de yapilarak sonuglar 2, 3 ve
4 numaral1 tablolarda sunulmustur.

Satellit assosiyasyonu agisindan tiim
deneklere ait bulgularin degerlendirilmesinde;
kontrol gruplarmin genel aritmetik
ortalamasinda %31.7 oraninda, 0.3pg/ml lik
doz grubunda %309, 3 pg/ml’ lik doz
grubunda %27 ve 30 pg/ml lik doz grubunda
ise  %19.7 oranindaki hiicrede satellit
assosiyasyonu saptanmigtir.

Satellit assosiyasyonu degeri; en yiiksek
kontrol grubunda %31.7 oraninda, 0.3pg/ml lik
doz grubunda %30.9, 3 pg/ml’ lik doz

grubunda %27 ve en diisiik 30 pg/ml lik doz
grubunda %19.7 oraninda saptanmustir.

Sekil 1. Satellit Assosiyasyonu saptanan iki metafaz plagi (1000X).
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Tablo 1. Satellit Assosiyasyonlarinin Say1 ve Yiizdeleri

Doz-Siire Kombinasyonu Incelenen Metafaz Sayisi Satellit Satellit
Assosiyasyonu Assosiyasyonu
Sayisi %’si
Kontrol - 6 Saat 213 55 25.8
Kontrol - 24 Saat 250 82 32.8
Kontrol - 48 Saat 216 78 36.1
Kontrol Toplami1 679 215 31.7
0.3pg/ml - 6 Saat 216 64 29.6
0.3pg/ml- 24 Saat 250 76 30.4
0.3pg/ml- 48 Saat 230 75 32.6
0.3pug/ml Toplami 696 215 30.9
3ug/ml - 6 Saat 250 71 28.4
3ug/ml - 24 Saat 196 55 28.1
3ug/ml - 48 Saat 204 51 25.0
3ug/ml Toplami 650 177 27.2
30pg/ml - 6 Saat 238 53 22.3
30pg/ml - 24 Saat 194 43 222
30ug/ml - 48 Saat 182 25 13.7
30pg/ml Toplami1 614 121 19.7
Doz Gruplar1 Toplami 1960 513 26.2
Satellit Assosiyasyonu Bulgularinin Satellit Assosiyasyonlarinin Ortalamala-

Istatistiksel Degerlendirmesi

Deneklere ait farkli doz-siire kombinasyon-
larina ait satellit assosiyasyonu degerleri
hesaplandiktan sonra uygulanan her siire i¢in
kontrol grubu ve deney gruplarina ait bulgular
t testi uygulanarak gruplar arasinda fark olup
olmadig1 ya da bleomycinin satellit assosiyas-
yonu oranini etkileyip etkilemedigi belirlen-
mistir.

rimn Istatistiksel Degerlendirmesi

Alt1 Saatlik Siirede
Assosiyasyonu Karsilastirmasi

Satellit

Alt1 saatlik slire uygulanmasindaki veriler
karsilastirildiginda; kontrol grubu ile 0.3pg/ml,
3ug/ml ve 30pg/ml lik deney grubu arasinda
satellit assosiyasyonu acisindan anlamli bir
farkin olmadigi saptanmistir (P>0.05) (Tablo
2).

Tablo 2. Alti Saatlik Sire Uygulamasinda Doz Gruplari fle Kontrol Grubunun Satellit
Assosiyasyonlar1 Agisindan Istatistiksel Olarak Karsilastirilmasi.

Karsilastirilan Dozlar t Degeri Tablo Degeri SONUC
0.05
0.3pug/ml-Kontrol 0.46 1.645 p>0.05
3pg/ml - Kontrol 0.62 1.645 p>0.05
30ug/ml - Kontrol 0.88 1.645 p>0.05
Yirmidort Saatlik Siirede Satellit satellit assosiyasyonu agisindan anlamli bir

Assosiyasyonu Karsilastirmasi

Yirmidort saatlik siire uygulanmasindaki
veriler karsilastirildiginda; kontrol grubu ile
0.3ug/ml ve 3ug/ml deney grubu arasinda

farkin olmadig1 saptanmistir (P>0.05). Kontrol
grubu ile 30ug/ml deney grubu arasinda satellit
assosiyasyonu agisindan anlamli bir farkin
oldugu saptanmistir (p<0.05) (Tablo 3).
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Tablo 3.

Yirmidort Saatlik Siire Uygulamasinda Doz Gruplari ile Kontrol Grubunun Satellit

Assosiyasyonlar1 A¢isindan Istatistiksel Olarak Karsilastirilmas.

Karsilastirilan Dozlar t Degeri Tablo Degeri SONUC
0.05
0.3pg/ml - Kontrol 0.57 1.645 p>0.05
3pg/ml - Kontrol 1.19 1.645 p>0.05
30ug/ml - Kontrol 2.47 1.645 p<0.05
Kirksekiz  Saatlik  Siirede Satellit

Assosiyasyonu Karsilasgtirmasi

Kontrol grubu ile 0.3ug/ml’lik deney grubu
arasinda satellit assosiyasyonu agisindan an-
lamli bir farkin olmadig1 saptanmistir (p>0.05).

Kontrol grubu ile 3ug/ml ve 30pg/ml deney
grubu arasinda satellit assosiyasyonu agisindan
anlamli bir farkin oldugu saptanmistir (p<0.01)
(Tablo 4).

Tablo 4. Kurksekiz Saatlik Sire Uygulamasinda Doz Gruplar Ile Kontrol Grubunun Satellit

Assosiyasyonlar1 Agisindan Istatistiksel Olarak Karsilastirilmasi.

Karsilastirilan Dozlar t Degeri Tablo Degeri SONUC

0.3pg/ml - Kontrol 1.14 1960455 p>0.05
3pg/ml - Kontrol 2.80 1.645 p<0.01
30ug/ml - Kontrol 5.37 1.645 p<0.01

TARTISMA

Satellit assosiyasyonlarinin biiyiik ¢ogunlu-
gu DD, DG, GG bi¢iminde olup; ikili veya D
ve G grubu kromozomlarinin degisik kombi-
nasyonlarindan olusan {ig¢li, dortli, altili
assosiyasyonlara da rastlanmustir (Sekil 1).
Caligmamizda bleomycinin, hiicrede satellit
assosiyasyonu olusumu oraninda bir azalmaya
neden oldugu saptanmustir. Kontrol gruplarinin
ortalama %31.7 olan satellit assosiyasyonu
degerlerinin 0.3pug/ml’lik doz grubunda %30.9,
3ug/ml’lik doz grubunda %27.2 ve 30pg/ml lik
deney grubunda da %19.7’ye diistigii goriil-
mektedir (Tablo 1). 6, 24 ve 48 saatlik siireler-
de, kontrol gruplari ile doz gruplarmin satellit
assosiyasyonu degerleri karsilastirildiginda;
alt1 saatlik siire uygulamasinda kontrol grubu
ile doz gruplar arasinda bir fark goriilmezken
(p>0.05), 24 saatlik siire uygulamasinda
kontrol grubu ile 30ug/ml lik doz grubu
arasinda arasindaki farkin anlamli oldugu
(p<0.05), 48 saatlik siire uygulamasinda da
kontrol grubu ile 3ug/ml ve 30ug/ml lik doz
grubu arasinda istatistiksel olarak farkin
anlamli oldugu (p<0.01) tespit edilmistir.

Erkan'in (22) 1989’da yaptigi g¢alismada
sigara i¢gmeyen bireylerde kontrol grubunda
%51.3, Bleomycin uyguladig1 doz gruplarinda
ise diisiik dozdaki bleomycin uygulanmasinin
satellit  assosiyasyonunu tesvik  ettigini
(0.3pg/ml’lik doz grubunda %:60.2) yiiksek
dozdaki bleomycin’inde satellit assosiyasyo-
nunu dislirdigini (3ug/ml’lik doz grubunda
%54.7 30ug/ml’lik doz grubunda %48.8)
belirtmistir.

Akbas (23) 1993 yilinda yaptig1 ¢alismada
sigara igmeyenlerde %12.9, sigara icen
bireylerde %40.8, Sigara icmeyen radyoloji
teknisyenlerinde %36.8 ve sigara i¢en radyo-
loji teknisyenlerinde %43.9 satellit assosiyas-
yonu saptadigini belirtmistir

Calismamizdaki verilerle diger aragtirmaci-
larin verileri arasinda bir yakinlik yoktur.
Ancak yiiksek Bleomycin dozunun satellit
assosiyasyonu oranlarini diislirdiigii yoniindeki
ifademiz sayisal degerler acisindan farkli
olmasina ragmen gruplarin kendi aralarmdaki
etkilesimi agisindan Erkan’in (22) sonuglart ile
uyum gosterdigi sOylenebilir.
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