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The Effects of Bleomycin on the Structural Abnormalities of Chromosomes in

Sigara Tiryakilerinde Bleomycin’in Kromozomal Diizensizliklere Etkisi

Diclehan Oktiiren Oral*, Hilmi Isi*

OZET

Bu calismada yaglart 25-30 arasinda degisen ve ortalama olarak giinde
40 sigara icen 5 erkek bireyde bleomycin’in kromozomlar iizerindeki etkisi
arastirid.

Deneklere ait periferik kanda 0.3 ug/ml, 3 ug/ml ve 30 ug/ml dozunda
bleomycin 6, 24 ve 48 saat siire ile in-vitro kosullarda uygulanarak yapilan
lenfosit kiiltiiriinde, toplam 3000 metafaz incelenmistir.

Yapisal kromozom diizensizlikleri artan bleomycin dozunun artisi ile
pozitif yonde etkilenmektedir. Toplam yapisal kromozom diizensizliklerinin
incelenen metafaz sayisina orant kontrol gruplarinda %25.2 iken, 0.3 ug/ml
bleomycin dozunda %47.3, 3 ug/ml Bleomycin dozunda %76 ve 30 ug/ml
bleomycin dozunda ise %116.8 olarak bulunmugstur. Ayrica, doz artisina
paralel olarak yapisal diizensizliklerin cesitlerinde, niteliklerinde ve
oranlarinda da diizenli bir artma olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bleomycin, Sigara icen, Kromozom Anomalileri

Smokers

SUMMARY

Bleomycin in doses 0.3, 3 and 30 ug/ml was used with periods 6, 24 and
48 hours on 5 male samples who were smokers, in in-vitro conditions and
under control so totally 3000 metaphases were evaluated.

Structural chromosome aberrations were influenced by the increases in
dosage. While the ratio total structural aberrations to the number of
metaphases examined was 25.2% in control groups, It was 47.3% in 0.3
ug/ml group, 76% in 3 ug/ml and rose up to 116.8% in 30 ug/ml experiment
group. In addition due to the increases in dosage, there was an increase in
structural aberration quantities and qualities.
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GIRIS

Sigara igme Ozellikle nedenleri agisindan,
onemli bir psikososyal sorundur. Sigara
icicilerinin yaklagik %40°1 15-19 yaslan
arasinda baslamaktadirlar ve 15 yasindan
yukar1 diinya niifusunun yaklagik %45’inin
sigara bagimlis1 oldugu varsayimi; sorunun
ozellikle genclik acisindan ne denli Snemli
oldugunu gosterir (1).

Tiitlin kullaniminin tarihgesine bakildigin-
da, ilkel kavimlerde keyif almak ya da savas-

mak icin giic verdigine inanildig1 barig ve
savas cubuklarinin i¢ildigi efsanevi dykiilerden
bilinmektedir. 1542 yilinda Kristof Kolomb
Kiiba’da yerel halkin tiitiin (tobacco) igerek
keyif aldiklarini ifade etmistir.

Avrupa’ya ilk tiitlin tohumu 1557 yilinda
Fransiz Papaz Andre Thevet Rio tarafindan
getirilmistir. ingiliz gemicilerinin 1601 yilinda
Istanbul’a tiitiinii getirmeleri iilkemiz igin ilk
karsilasim olmustur. 1761 yilinda  Ingiliz
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James Will tiitiin ile kanser arasindaki
iliskiyi ortaya koymustur. 1828’de Reimann
titlindeki  etkin  madde olan “nikotin”i
bulmustur (2, 3).

1988 yilinda sigara paketi tasima baz
alimarak yapilan bir arastirmaya gore
Tiirkiye’de 15 yasg ustii erkeklerin %62.8°1 ,
kadmlarin %24.3’{i , tiim niifusun ise %43.6’s1
sigara igmektedir (4).

Sigara dumani igindeki sitostatik maddeler
solunum yollar1 epitelinin silier fonksiyonlarini
bozarak, karsinojen maddelerin balgam ile
uzaklastirilmasini zorlastirirlar. Duman iginde-
ki partikiiller de diger karsinojenleri absorbe
ederler ve onlarin alt solunum yollarina tagin-
masina neden olurlar (5). Sigara igme, insan-
larin somatik hiicrelerinde genetik degisiklikle-
re yol agmaktadir. Sigara tiryakilerinde bu
hiicrelerdeki kromozomal zedelenme diizeyi,
istatistiksel olarak anlamli derecede daha
yiiksektir. Kromozomal bozulma yapisal
degisiklikler, kardes kromatid degisimlerini
(SCE) ve mikroniikleuslar1 kapsar. Sigara
dumani izole insan lenfositlerinde de kardes
kromatid degisimini artirmaktadir (4).

Bleomycin 1962 yilinda Dr. Hamao
Umezawa ve arkadaslari tarafindan
Streptomyces verticulos’un bir fermantasyon
irlinii olarak kesfedilen 6nemli bir antitimor
ajanlar grubudur. Bleomycinlerin sitotoksik
etkileri DNA fragmentasyonuna neden olma
yeteneklerinden  kaynaklanir.  Bleomycin
DNA’ya baglanarak piirin ve pirimidin bazlari-
nin ayrilmasia neden olur, DNA sentezini
inhibe eder ve daha az bir derecede de RNA ve
protein sentezi inhibisyonuna ve hiicre
siklusunda hiicrelerin G fazinda kiimelenme-

sine neden olur. Bu hiicrelerin ¢ogu kromozo-
mal aberasyon gosterir.

Bleomycin molekiiler oksijen ve demirli
kompleksler olusturarak DNA kirilmalarina
neden olabilir. (6-9).

GEREC VE YONTEM
Calismamizin  arastirma  populasyonu:
Yakin ge¢miglerinde  virlitik  enfeksiyon

gecirmemis, herhangi bir antibiyotik ve benzeri
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kemoterapdtik ilag kullanmamis ve uzun siireli
olarak (10-15 yil) ortalama giinde 40 sigara
icen bireyler se¢ilmistir. Yaslar1 25-30 arasin-
da degisen 5 erkek bireyin yas ortalamasi 28.8
+ 1.3 yildur.

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
ug/ml, 3 ug/ml ve 30 pg/ml olacak sekilde
dilue edilerek hazirlandi.

Calismamizda Moorhead ve arkadaslarinin
geligtirdikleri “standart” makrokiiltiir teknigi-
nin modifiye sekli olan “tim kan teknigi” ya
da “mikroteknik” olarak bilinen yontem uygu-
lanmustir (10-14). Kiiltiir preparasyon ve GTG
bantlama asamalarinda Seabright’mn ydntemi
(1971) modifiye edilerek uygulanmistir (15,
16).

Verilerimiz say1 ile elde edilen degerler
oldugundan ayrintili istatistiksel bir degerlen-
dirme yapabilmek igin “Arc sin” transformas-
yonu ile ag¢1t degerlerine doniistlirilmistiir.
Degerlendirme varyans analizi yontemlerinden
faktoriyel planlama diizeni uygulanarak yapil-
mustir. Deneklerin yapisal kromozom diizen-
sizlikleri agisindan bleomycin’ den etkilenme

derecelerinin farkli olup olmadig1 X2 testi ile
degerlendirilmistir (17).

BULGULAR

Calismamizda her bir birey igin 3 farkli
doz ve 3 farkli silire kombinasyonu ve
kontrollerden olusan 12 kiiltiir hazirlanmstir.
5 birey icin toplam 60 kiiltir degerlen-
dirilmistir. Her bir kiiltirden 1 tane normal
giemsa boyama, 4 tane de giemsa bantlama
(GTG) yontemi ile boyanmak tizere 5 preparat
hazirlanmustir.

Aragtirmamizda normal giemsa boyama
yontemi ile hazirlanan preparatlardan toplam
3000 metafaz incelenmistir. Bu metafazlarin
1440 tanesinde diizensizlik saptanmistir.
Tasidiklar1 anomali nedeniyle tanimlanamiyan
ya da ¢oklu anomali gosteren metafazlar tablo
1’de “Diger Yapisal Diizensizlik” iginde
degerlendirilmistir (Sekil 1, Sekil 2).
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Tablo 1. Farkli doz-siire kombinasyonlarinda bleomycin+sigara etkisi ile olusan kromozomal

diizensizliklere ait genel sonuglar.
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Anomali) gosteren metafaz plagi (1000 X).

Bunlar1 deney gruplarindaki dagilimma gore
inceleyecek olursak:

Kontrol grubunda incelenen 750 metafaz-
dan 191 tanesinde diizensizlik kaydedilmistir.
Kontrol grubunda diizensizlik igeren hiicre
ylizdesi %25.5 olarak bulunmustur.

0.3 pg/ml’lik doz grubunda doz sabit
tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama
siirelerinde toplam 750 metafaz incelenmis
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Anomali) gosteren metafaz plagi (1000 X).

olup 274 tanesinde diizensizlik kaydedilmistir.

Diizensizlik iceren hiicre yiizdesi 9%36.5
olarak bulunmustur.
3 pg/ml’lik doz grubunda doz sabit

tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama
siirelerinde toplam 750 metafaz incelenmis
olup 451 tanesinde diizensizlik kaydedilmistir.
Diizensizlik igeren hiicre yiizdesi %60.1 olarak
bulunmustur.
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30 pg/ml’lik doz grubunda doz sabit
tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama
siirelerinde toplam 750 metafaz incelenmis
olup 524 tanesinde diizensizlik kaydedilmistir.
Diizensizlik igeren hiicre yiizdesi %76.5
olarak bulunmustur.

Belirlenen diizensizlik tiplerinin farkli doz-
stire kombinasyonlarina gore dagilimi Tablo 1
de gosterilmistir.

Diizensizlik igeren hiicrelere ait bulgular
istatistiksel olarak degerlendirildiginde;
bleomycin dozunun arttirilmasina paralel
olarak siirenin arttirilmasmin kromozomal
diizensizlik olusumuna etkisinin olmadig1
(p>0.05) ve doz sabit tutularak siirenin arttiril-
masinin diizensizlik iceren hiicre olusumunu
etkiledigi (p<0.01) saptanmistir.

Bleomycin dozunun arttirilmasina paralel
olarak diizensizlik igeren hiicre sayisinin arttigi
(p<0.01), bleomycin uygulama siiresinin
artmasina bagli olarak kromozom diizensizligi
iceren hiicre sayisinda bir artis oldugu (p<0.01)
ve siire sabit tutularak dozun arttirilmasi ile
diizensizlik igeren hiicre sayismin arttigi
(p<0.01) saptanmustir.

Etkilesime gore yapilan istatistiksel
degerlendirmede; kromozomlardaki yapisal
diizensizlik durumunda doz gruplart arasi
farkin 6nemli oldugu (p<0.01), siire gruplari
arasindaki yapisal diizensizliklerin farkinin
anlamli olmadig1 saptanmustir (p>0.05)

Siire gozoniine alinmadan doz gruplar
karsilagtirildiginda 0.3 pg/ml ile kontrol grubu,
3 pg/ml ile 30 pg/ml arasinda yapisal kromo-
zom diizensizligi olusumu bakimindan farkin
anlamli olmadigi (p>0.05), 3 pg/ml ile kontrol
grubu , 3 ug/m ile 0.3 ug/ml , 30 pg/m ile
kontrol grubu, 30 pg/mlile 0.3 pg/ml arasinda
farkin anlamli oldugu saptanmistir (p<<0.05).

Yapisal Diizensizliklerin Kromozomlar-
daki Konumu ve Kromozom Gruplarina
Gore Dagilima:

Kontrol gruplarinda toplam 45 tane
kromatid gap, 29 tane izokromatid gap, 29 tane
kromatid kirik, 17 tane izokromatid kirik ve 5
tane delesyon tipi diizensizlik kaydedilmistir.
Bu gruptaki toplam yapisal diizensizlik sayisi
ylizyirmibeg tir.
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Kromozom gruplarint igerdikleri yapisal
diizensizliklerin ¢okluguna gore siraladigimiz-
da A grubunun toplam diizensizlige orani
%35.2, B grubu %29.6, C-X grubu %25.6, D
grubu %8, ve E grubunun da %1.6 oraninda
yapisal diizensizlik igerdikleri saptanmugtir.

Kontrol  gruplart  igerdikleri  yapisal
diizensizliklerinin ¢okluguna goére A, B, C-X,
D, E grubu kromozomlar1 olarak siralanabilir
(Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol gruplarinda yapisal
diizensizliklerin kromozomlardaki konumu ve
kromozom gruplarina gore dagilimi

A B |(X|[D| E /| F [GY| Toplam | T’
Kromatid Gap 18] 15 [10] 2 45 36
izokromatid Gap 10 8 8 13 -1-1-129 [232
Kromatid Kirik 8 8 9122 (-1|- 29 232
izokromatid Kirik 6 5 4 12 -1-1- 17 13.6
Delesyon 2 1 1 1 -l -] - 5 4
Toplam 441 37 [32 )10 2| -] -1]125
Genel Toplam %’si | 332 [ 29.6 | 56| 8 [ 16| - 100

Doz gruplarinda 361 tane kromatid gap,
266 tane izokromatid gap, 362 kromatid kirik,
224 izokromatid kirik ve 66 tane delesyon tipi
diizensizlik kaydedilmistir. Doz gruplarinda
toplam yapisal diizensizlik sayis1 1279’ dur.

Kromozom gruplarini igerdikleri yapisal
diizensizliklerin ¢okluguna gore siraladigimiz-
da A grubunun toplam diizensizlige orani
%36, B grubu %25.6, C-X grubu %26.2, D
grubu %6.4, E grubu %3 ve F grubunun da
%?2.8 oraninda yapisal diizensizlik icerdikleri
saptanmigtir

Doz gruplart icerdikleri yapisal
diizensizliklerin ¢okluguna gore A, C-X, B, D,
E ve F grubu kromozomlari olarak siralanabilir
(Tablo 3).

Tablo 3. Deney gruplarinda yapisal
diizensizliklerin kromozomlardaki konumu ve
kromozom gruplarina goére dagilim

A B C-X D E F [ GY | Too | I

Kromatid Gap | 125 | 95 102 20 | S 14 - | 361 | 82
Tzokromatid Gap | 78 68 78 27 |10 5 - 26 ] 208
Kromatid Kirk | 147 | 88 92 20 |13 2 - [ 362 | B3
Tzokromatid Kink | 93 68 52 4 5 2 - mns
Delesyon | 17 8 11 11 6 13 - [ 66|52
Toplam [ 460|327 | 335 82 [39] 36 - L m

Genel Toplam %'si | 36 | 25.6 | 262 | 64 | 3 | 2.8 - 100
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Sayisal kromozom diizensizligine ait
bulgular;

Deneklere ait sayisal kromozom diizensiz-
lik bulgular1 (Endoreduplikasyon, Endomitoz)
kontrol ve deney gruplarinda  sdyle
kaydedilmistir.

Kontrol grubunda 2 tane, doz gruplarinda
da; 0.3 ug/ml’de 4 hiicrede, 3 pg/ml’de 3
hiicrede ve 30 pg/ml’de 1 hiicrede sayisal
diizensizlik kaydedilmistir. Poliploid olgulari-
nin bulunma orani %0.4 olarak saptanmustir.

TARTISMA

Sayisal Kromozom Diizensizlikleri:

Sigara igen normal saglikli bireylerde
kontrol ve deney gruplarinda incelenen toplam
3000 metafazda 2 tanesi kontrol gruplarinda
ve 8 tanesi de doz gruplarinda olmak {izere 10
tane tetraploidi tipi poliploid hiicre belirlen-
mistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeye
gore kontrol ve deney guruplar arasindaki
farkin anlamli oldugu anlasilmistir (p<0.05).

Promchainant  (18) 1974’de  insan
leucocyt’leri iizerinde bleomycin’in in-vitro
sitogenetik etkilerini arastirdigi bir ¢aligmada
nadir de olsa endoreduplikasyonlara rastlandi-
gin1 rapor etmistir. Calismamizda endoredu-
plikasyonlara rastlanmig bulunmas: dikkate
alindiginda Promchainant ile bu konudaki bul-
gularimizin uyum i¢inde oldugu sdylenebilir.

Yapisal Kromozom Diizensizlikleri:

Kontrol Grubu

Alt1, yirmidort ve kirksekiz saatlik uygula-
ma sliresine ait incelenen toplam 750 metafaz-
da toplam 191 diizensizlik i¢eren hiicre ve 189
tane yapisal diizensizlik kaydedilmistir.
Diizensizlik iceren hiicre oran1 %25.5, yapisal
kromozom diizensizligi orani ise %25.2° dir.
Diizensizlik tipleri %36 oraninda kromatid
gap, %23.2 oraninda izokromatid gap, %23.2
oraninda kromatid kirik, %13.6 oraninda
izokromatid kirik, %4 oraninda delesyon
seklinde saptanmistir.

Vijayelexmi ve Evans (19) 1982 yilinda
sigara icenlerde %8.2 oraninda ve kontrol
gurubunda da %35.7 oraninda yapisal kromo-
zom diizensizligi saptamislardir.
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Littlefield ve Joiner (20) 1986 yilinda agir
sigara tiryakilerinde yaptiklar1 sitogenetik
calismada %4.6 oraninda yapisal kromozom
diizensizligi saptamislardir ve bu oranin sigara
icmeyenlerden 4 kat daha fazla oldugunu
belirtmislerdir.

Brinkworsth ve arkadaglar1 (21) sigara igen
ve igmeyenlerde onkogen iiriinleri ve sitogene-
tik agidan yaptiklari ¢alismada; sigara igenler-
de kromozomal diizensizlik oranlarimi sigara
icmeyenlere gdre anlamh seviyede yiiksek
oranda saptamiglardir (p<0.05).

Spita ve arkadaslart (22) 1989 yilinda
sigara igmeyenlerde %] oraninda ve giinde 25
taneden fazla sigara icen bireylerde ise %12.7
oraninda kromozomal diizensizlik saptamislar-
dir.

Sigara icen kontrol grubumuzda saptadigi-
miz kromozom diizensizligi oranlar1 yukarida-
ki literatlir bulgular1 ile karsilagtirildiginda

oranlarin  yiiksekligi agisindan  benzerlik
gostermektedir.

Deney Gruplarinda Yapisal
Diizensizlikler:

a) 0.3 pg/ml’lik deney grubu

0.3 pg/ml bleomycin dozunda 6, 24 ve 48
saatlik 3 ayr1 uygulama siiresinde incelenen
750 metafazda toplam 274 diizensizlik igeren
hiicre ve 355 adet yapisal kromozom diizensiz-
ligi saptanmistir. Diizensizlik iceren hiicre
orant %36.5, yapisal kromozom diizensizligi
orant ise %47.3¢ tiir. Yapisal diizensizlik tipleri
kromatid gap %35.1, Izokromatid gap %22.1,
Kromatid kirik %24.7, Izokromatid kirik
%14.2 ve eksilme %3.8 oranlarinda saptanmis-
lardir.

b) 3 ug/ml’lik deney grubu

3 pg/ml’lik deney grubunda 6, 24 ve 48
saatlik 3 ayr uygulama siiresinde toplam 750
metafaz incelenmis, bunlardan 451 diizensizlik
iceren hiicre ve 570 adet yapisal kromozom
diizensizligine rastlanmustir.

Diizensizlik igeren hiicre orani %60.1 ve
yapisal kromozom diizensizlik orani da %76
olarak saptanmistir. Yapisal diizensizlik tipleri
yogunluk sirasina gére Kromatid gap %29,
Izokromatid gap %21.7, Kromatid kirik %27.8,
Izokromatid kirik %17.8, eksilme %3.8
oranlarinda saptanmiglardir.



D. Oktiiren Oral ve H. Isi

¢) 30 pg/ml’lik deney grubu

30 pg/ml’lik bleomycin dozunda 6, 24 ve
48 saatlik 3 ayr1 uygulama siiresinde toplam
750 metafaz incelenmis, bunlardan 524
tanesinde diizensizlik iceren hiicre ve 876 adet
yapisal kromozom diizensizligine rastlanmaistir.

Diizensizlik igeren hiicre orani %76.5 ve

yapisal kromozom diizensizlik oram1 da
%116.8 olarak  saptanmistir. Yapisal
diizensizlik tipleri Kromatid gap %25.3,

[zokromatid gap %19.8, Kromatid kirik %29.6
ve Eksilme %7 olarak saptanmustir.

Budak ve arkadaglart (23) 1991 yilinda
yaptiklar1 c¢alismada sigara igen bireylerde
%4.2 diizensizlik iceren hiicre ve %3.8
oraninda yapisal kromozom diizensizligi
saptamiglardir.

Sigara kullanim1 + Bleomycin etkisi ile
olusan kromozom diizensizliklerine ait oran-
larimiz yukaridaki literatiir bulgular ile karsi-
lastirildiginda belli bir kismi ile benzerlikler
gostermektedir. Fakat sigara kullanimi +
bleomycin kombine etkilerini aragtiran bir
yayma rastlamadigimiz  igin  bleomycin
uygulama sekli, uygulama siiresi farkli olmasi
nedeniyle oranlar arasi saglikli bir kiyaslama
yapilamamustir.

Kromozom Gruplarina Gore Yapisal
Kromozom Diizensizlikleri

Kromozomlarin gruplarina gore etkilenme-
lerini inceledigimizde biiyiikk kromozomlarin
kiiclik kromozomlara gore daha fazla etkilendi-
g1 gozlenmistir. Kromozomlarda olusan diizen-
sizlikler genellikle kirik, gap ve delesyon
seklinde saptanmustir.

Yaptigimiz calismada kontrol grubunda
189, doz grubunda da 1236 tane kromatid gap,
izokromatid gap, kromatid kirik, izokromatid
kirik ve delesyon tipi diizensizlik kaydedil-
mistir.

Kontrol grubunda A, B ve C-X grubu
kromozomlarda daha fazla  diizensizlik
kaydedilmistir. D ve E grubunda daha az
sayida diizensizlik kaydedilmistir. F ve G-Y
grubunda hemen hemen hi¢ diizensizlik
saptanmamistir. Deney gruplarini degerlendir-
digimiz de A, B ve C-X grubunda diizensizlik
daha ¢ok saptanmistir. D ve E grubunda
kontrol grubuna goére yapisal kromozom

Dicle Tip Dergisi 2004

diizensizligi daha fazla saptanmistir. F grubu
kromozomlarda ise 26 tane diizensizlik
saptanmistir.

Promchainant (46) 1975 yilinda yaptig1 bir
calismada A, B, C ve D grubu kromozomlarin-
da E grubu kromozomlara gore daha fazla
diizensizlik saptamis F ve G grubu kromozom-
lar1 ile Y kromozomunun hig¢ etkilenmedigini
rapor etmistir.

Bu konudaki bulgularimiz Promchainant’
1n (46) bulgulari ile uygunluk gostermektedir.

Sigara icen bireylerde saptanan kromozo-
mal diizensizlik oraninin normal populasyon-
dan yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir (19-22).
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