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Kronik Olarak Radyasyona (X Isin1)) Maruz Kalmis Bireylerde Bleomycin’nin

Kromozomlar Uzerine Etkisi
Hilmi Isi*, Aysegiil Bengisu Tiirky1lmaz*, Turgay Budak*

OZET

Bu calismada 4’ii erkek biri kadin olmak iizere kronik olarak
radyasyona maruz kalan 5 bireyde Bleomycin’in kromozomlar iizerine
etkisi arastirildi. Bireylerin radyasyonlu ortamda kalma siireleri ortalama 8
yuldur.

Deneklere ait perifer kanda 0.3 ug/ml, 3 ug/ml ve 30 ug/ml dozunda
Bleomycin 6, 24 ve 48 saat siire ile in-vitro kosullarda uygulayarak yapilan
lenfosit kiiltiiriinde toplam 2639 metafaz incelenmistir.

Yapisal kromozom diizensizlikleri, artan bleomycin dozunda pozitif
yonde etkilenmektedir. Toplam yapisal diizensizliklerin incelenen metafaz
sayisina orani kontrol gruplarinda %9.7 iken, 0.3 ug/ml bleomycin dozunda
%44.8, 3 ug/ml bleomycin dozunda %180.8 ye ve 30 ug/ml bleomycin
dozunda ise %205.1 olarak bulunmustur. Ayrica doz artisina paralel olarak
yapisal diizensizliklerin cesitlerinde, niteliklerinde ve oranlarinda da
diizenli bir artma olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bleomycin, Kronik Radyasyon, Yapisal Kromozom
Anomalileri

The Effects of Bleomycin on the Structural Abnormalities of Human Chromosomes
who were Exposed to Radition (X-Ray) Chronically

SUMMARY

Bleomycin in doses 0.3, 3 and 30 ug/ml was used with periods 6, 24 and
48 hours on 5 samples who were exposed to radiation chronically, in in-
vitro conditions and under control so totally 2639 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 9.7% in control groups (individual were
chronically-exposed to radiation). It was 44.8% in 0.3 ug/ml group, 180.8%
in 3 ug/ml and rose up to 205.1% in 30 ug/ml experiment group. In addition
due to the increases in dosage, there was an increase in structural
aberration quantities and qualities.

Key Words: Bleomycin,Chronic radiation, Structural chromosome
aberrations

GiRiS

Radyasyonlar, etkilerini viicuttaki hiicrele- Jar sirasiyla fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal
in normal fonksiyonlarini bozmak suretiyle ve biyolojik devrelerdir. Hiicrede bilgi tasiyan
meydana getirirler. Iyonlastirict radyasyonun molekiiller radyasyonla tahrip edilecek olursa
hiicre igine gecisi, ¢ok karmagik direkt ve bu bilgi kaybedilebilir (1, 2).
indirekt olaylar zincirini baglatabilir. Bu olay- Radyasyonda 1sinlama sirasinda hiicre
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hangi evrede olursa olsun Gy evresinde bloke

olur. DNA’'nin iki seridinde de radyasyon
zarart karsilikli noktalarda meydana gelmisse
hiicre bunu diizeltemez. Iyonize radyasyonun
etkilerinden biri de kromozom yapisindaki
degismeler ve kromozom kiriklaridir (1,3).
Bleomycin 1962 yilinda Dr. Hamao
UMEZAWA ve arkadaslar1 tarafindan
Streptomyces verticulos’un bir fermantasyon
iriinii olarak kesfedilen Onemli bir antitimor
ajanlar grubudur. Bleomycinlerin sitotoksik etki-
leri DNA fragmentasyonuna neden olma yete-
neklerinden kaynaklanir. Bleomycin DNA’ya
baglanarak piirin ve pirimidin bazlarmin ayril-
masina neden olur, DNA sentezini inhibe eder ve
daha az bir derecede de RNA ve protein sentezi
inhibisyonuna ve hiicre siklusunda hiicrelerin Gy

fazinda kiimelenmesine neden olur. Bu hiicreler-
in ¢ogu kromozomal aberasyon gosterir (4).

Bleomycin molekiiler oksijen ve demirli
kompleksler olusturarak DNA  kirilmalarina
neden olabilir. Bu etki radyasyona benzer bir
etkidir. Hibrid hiicre kullanilarak yapilan calis-
mada gamma radyasyon ve bleomycin dozunun
artirllmasima paralel olarak ortamda yasayan
hiicre sayisinda azalma olmaktadir (5).

GEREC VE YONTEM

Calismamizin arastirma populasyonu: Yakin
geemislerinde viriitik enfeksiyon gecirmemis,
herhangi bir antibiyotik ve benzeri kemoterapdtik
ila¢ kullanmamig,uzun siire radyoloj1 {initesinde
caligip kronik olarak radyasyona maruz kalmis ve
sigara tiryakisi olmayan bireyler secilmistir.
Yaslar1 26-35 arasinda degisen 4’t erkek biri
kadin olmak iizere segilen 5 bireyin yas ortalama-
s1 30.6 £ 3.5 yildir. Bireylerin radyasyonlu ortam-
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da kalma siirelerinin ortalamasi 8 yildir.

Lenfosit kiiltliri, Bleomycin’in bidistile su
ile hazirlanan 1500 pg/ml yogunluktaki ana stok
solisyonundan, TC Medium 199 ile final
kullanim konsantrasyonu 0.3 pg/ml, 3 pg/ml ve
30 pg/ml olacak sekilde dilue edilerek hazirlandi.

Calismamizda Moorhead ve arkadaslarinin
gelistirdikleri “standart” makrokiiltiir tekniginin
modifiye sekli olan “tim kan teknigi” ya da
“mikroteknik” olarak bilinen yontem uygulan-
mistir  (6-10). Kiiltiir preparasyon ve GTG
bantlama asamalarinda Seabright (1971)’in
yontemi modifiye edilerek uygulanmistir (11,12).

Verilerimiz sayi ile elde edilen degerler oldu-
gundan ayrintili istatiksel bir degerlendirme
yapabilmek i¢in “Arc sin” transformasyonu ile
ac1 degerlerine doniistiiriilmiistiir. Degerlendirme
varyans analizi yontemlerinden faktoriyel planla-
ma diizeni uygulanarak yapilmistir (13).

BULGULAR

Calismamizda her bir birey i¢in 3 farkli doz
ve 3 farkli siire kombinasyonu ve kontrollerden
olugan 12 kiiltir hazirlanmigtir. 5 birey igin
toplam 60 kiiltiir degerlendirilmistir. Her bir
kiiltiirden 2 tane normal giemsa boyama, 4 tane
de giemsa bantlama (GTG) yontemi ile
boyanmak iizere 6 preparat hazirlanmistir.

Arastirmamizda normal giemsa boyama
yontemi ile hazirlanan preparatlardan 1059
metafaz, GTG yoOntemi ile hazirlanan preparat-
lardan da 1580 metafaz olmak iizere toplam 2639
metafaz incelenmistir. Bu metafazlarin 1104
tanesinde toplam 2812 yapisal diizensizlik
belirlenmistir. Belirlenen diizensizliklerin farkli
doz-siire kombinasyonlarina gore diizensizlik
tiplerinin dagilimi Tablo 1 de gosterilmistir.

Tablo 1: Farkli doz-siire kombinasyonlarina gore diizensizlik tiplerinin dagilimi
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2 g2R/s 2% G5 X g = aa A & a =
Kontrol-6 Saat 213 190 23 10.8 3 1 16 2 1 - 23 10.8 1 - 24 11.3
Kontrol-24 Saat 250 226 24 9.6 5 3 16 1 1 26 10.4 1 27 10.8

Kontrol-48 Saat 216 199 17 79 4 1 11 1 - 17 7.87 3 - 20 93
0.3 pg/ml-6 Saat 216 139 77 35.7 10 9 78 20 12 2 4 135 62.5 1 1 137 63.4
0.3 pg/ml-24 Saat 250 201 49 19.6 18 3 47 - - - - - 272 1 - 69 27.6
0.3 pug/ml-48 Saat 230 168 62 27.0 6 3 93 3 3 1 - 109 47.4 2 111 48.3
3 pg/ml-6 Saat 250 75 175 70. 27 50 86 21 4 23 466 1864 2 - 468 187.2
3 pg/ml-24 Saat 196 72 124 63.3 7 25 41 5 - 2 305 1556 - 1 306 156.1
3 ng/ml-48 Saat 204 72 132 64.7 23 70 51 5 - 15 404 1980 3 - 407 199.5
30pg/ml-6 Saat 238 66 172 72.3 24 55 120 22 3 29 537 225.6 1 538 226.1
30 pg/ml-24 Saat 194 61 133 68.6 14 33 73 7 2 11 357 184.0 - - 357 184.0
30 pg/ml-48 Saat 182 66 116 63.7 8 30 129 11 - 10 365 2006 1 - 366 201.1

TOPLAM 2639 1535 1104 - 149 283 1659 526 89 12 94 2812 - 16 2 2830 -

TYDIMO* - - 5.7 9.0 629 199 34 0.5 3.6 106.6 - 0.06 0.1 107.2

*TYDIMO: Toplam Yapisal Diizensizliklerin Incelenen
Metafaz sayisina orant

*+*TDIMO: Toplam Diizensizliklerin Incelenen Metafaz
sayisina Orant
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Yapisal diizensizlik agisindan  kusurlu
metafazlarin 552’sinde 1, 185 metafazda 2, 77
metafazda 3, 220 metafazda 4 ve 4’den daha
fazla yapisal diizensizlik saptanirken; 53
metafazda ise  sayillamayacak  diizeyde
aberasyon saptanmustir (Sekil 1).
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Sekil 1: Kromozomlar1 bleomycin’den

etkilenmis ve multipl aberasyon gosteren iki
metafaz plagi (1000 X)

Yapisal diizensizlik tiplerinin miktar ve
yogunluklarina gore oransal dagilimi Tablo 1
de gosterilmistir.

Bleomycin dozunun arttirilmasina paralel
olarak siirenin arttirillmasinin  kromozomal
diizensizlik olusumuna etkisinin olmadig1
(p>0.05) ve doz sabit tutularak siirenin
arttirllmasimin diizensizlik igeren hiicre olusu-
munu etkilemedigi (p>0.05) saptanmustir.

Bleomycin dozunun arttirilmasina paralel
olarak diizensizlik iceren hiicre sayisinin arttig1
(p<0.01), Bleomycin uygulama siiresinin
artmasina bagl olarak kromozom diizensizligi
igeren hiicre sayisinda bir artig olmadig1 (p>0.05)

ve siire sabit tutularak dozun arttirilmasi ile
diizensizlik iceren hiicre sayisinin arttig
(p<0.01) belirlenmistir.

Siire gbdzonline almmadan doz gruplar
ortalamalar1 aras1 fark “ger¢cek Onemli fark”
degeri ile karsilagtirildiginda 0.3 pg/ml-kontrol
grubu ve 30 pg/ml-3 pg/ml’ lik deney grubu
doz ortalamalarn farklarinin “gercek Onemli
fark degeri” nden farkli olmadig1 (p>0.05), 3
pg/ml-kontrol grubu, ve 3 pug/ml-0.3 pg/ml,
30 pg/m-kontrol grubu ve 30 pg/ml, 0.3 pg/ml
‘lik deney gruplarinda gruplar aras1 fark
“gercek onemli fark” degeri ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlaml
oldugu saptanmistir (p<0.05).

Yapisal Diizensizliklerin Kromozomlardaki
Konumu ve Kromozom Gruplarina Gore
Dagilimm

Kontrol gruplarinda toplam 66 tane
kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kirik,
izokromatid kirik ve delesyon tipi diizensizlik
kaydedilmistir. Bunlarin 16 tanesi A grubu

kromozomlarinda, 8 tanesi B  grubu
kromozomlarinda, 36 tanesi C-X grubu
kromozomlarinda 4 tanesi D  grubu

kromozomlarinda ve 2 tanesi de E grubu
kromozomlarinda tespit edilmistir. Saptanan
diizensizliklerin %94 oraninda kromozomun
uzun kolu (q) ve %6 oraninda da kromozomun
kisa kolunda (p) oldugu gdzlenmistir.
Icerdikleri yapisal kromozom diizensizlikle-
rinin ¢okluguna gore kromozom gruplar1 C-X,
A, B, D ve E grubu olarak siralanabilir. F ve
G-Y grubu kromozomlarda diizensizlige
rastlanmamuistir (Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol gruplarinda yapisal diizensizliklerin kromozomlardaki konumu ve kromozom

gruplarina gore dagilimi

A B C-X D E F G-Y Toplam  Toplam %’si

p a9 p 9 p 49 p p 9 p 9 p 49
Kromatid Gap - 2 2 1 6 - - - - - - 12 17.91
[zokromatid Gap -1 3 - 1 5 7.47
Kromatid Kirik 1 1 - 3 1 24 43 64.18
Izokromatid Kirik - 1 - - - 1 1 3 4.48
Delesyon - - - - 1 3 4.48
Toplam 1 15 - 8§ 3 33 - -2 66
Genel Toplam 16 8 36 4 2
Genel Toplam %’si 23.88 11.96 53.73 5.97 2.99 100

Doz gruplarinda 2640 tane kromatid gap,
izokromatid gap, kromatid kirik, izokromatid
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sizlik saptanmistir ve toplam diizensizlige
orani %34’tlir. C-X grubu kromozomlarda 498

tane diizensizlik saptanmistir ve toplam
diizensizlige oran1 %189’ dir. D grubu
kromozomlarda 203  tane  diizensizlik

saptanmigtir ve toplam diizensizlige orani
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%7.7°dur. E grubu kromozomlarda 167 tane
diizensizlik saptanmigtir ve toplam
diizensizlige oran1 %6.3’tiir. F ve G-Y grubu
kromozomlarda  1’er  tane  diizensizlik
saptanmis ve toplam diizensizliklere orani
%0.04’tiir (Tablo 3).

Tablo 3: Deney gruplarinda yapisal diizensizliklerin kromozomlardaki konumu ve kromozom

gruplarina gore dagilimi

A B C-X D E F G-Y Toplam Toplam
%’si
p q p q p q p q p q p ap ¢

Kromatid 10 41 3 16 8 37 12 - 10 - 137 5.19
Gap
Izokromatid 28 79 8 68 11 65 11 - 8 278 10.53
Gap
Kromatid 142 418 39 246 97 473 11 22 67 - - -1 1616 61.21
Kirik
izokromatid 39 116 15 98 21 133 55 9 36 523 19.81
Kirik
Delesyon 8 18 - 5 6 20 13 4 11 -1 - - 86 3.26
Toplam 227 672 65 433 143 728 202 35 132 -1 - 1 2640
Genel 899 498 871 203 167 1 1
Toplam
Genel 30.45 18.86 32.99 7.69 6.33 0.004 0.004 100

Toplam %’si

Aberasyon gosteren kromozomlarin uzun
kollarinin %82.2 oraninda, kisa kollarinin ise
%17.8 oraninda diizensizlik icerdigi gozlen-
mistir. Icerdikleri kromozom diizensizlikleri-
nin ¢okluguna gore kromozom gruplart A, C-
X, B, D, E, F ve G-Y grubu kromozomlari
olarak siralanabilir.

TARTISMA

Cahsmamizda Kontrol Grubunda
Yapisal Diizensizlikler Tespit Ettik

Alt,, yirmidért ve kirksekiz —saatlik

uygulama siiresine ait incelenen toplam 679
metafazdan 66 tane yapisal diizensizlik
kaydedilmistir. Toplam yapisal diizensizlikler-
in incelenen metafaz sayisina orani %9.7,
Toplam diizensizliklerin incelenen metafaz
sayisina orani ise %10.5 olarak bulunmustur.
Diizensizlik igeren 64 hiicrenin incelenen
metafaz sayisia orani ise %9.4’tiir. Kromatid
gap sikligt %1.8, izokromatid gap %0.1,
kromatid kirik %6.3, izokromatid kirik %0.4
ve delesyon %0.4 oraninda tespit edilmistir.
Erkan (14) 1989 da yaptigi calismada
kontrol grubunda toplam yapisal diizensizlik-
lerin incelenen metafaz sayisina orant %S5.0,
Toplam diizensizlik iceren hiicrelerin incele-

nen metafaz sayisina orani ise % 5.6 olarak
bulunmustur.

Elbistan (15) 1987 yilinda yaptigi
calismada kontrollerde %6.22 oraninda yapisal
kromozom diizensizligi saptamistir.

Shubber ve Shaikly (16) 1989 da radyoloji
calisanlarinda yaptiklar1 calismada %10.18
oraninda kromozomal aberasyonlar
saptanmugtir. Kontrol grubunda (radyasyona
maruz kalmayan) bu oran %1.17°dir (p<0.01).

Yapisal diizensizliklere ait bulgularimiz
Shubber ve Shaikly (16) sonuglari ile birbirini
destekler niteliktedir. Erkan (14) ve Elbistan
(15) ile sonuglar kismen farklidir. Farkli

kontrol  denekler kullanilmasi nedeniyle
sonuglarin uyum iginde olmadigini
diisiinmekteyiz.

Deney Gruplarinda Yapisal

Diizensizlikler ise;

0.3 pg/ml’lik deney grubumuzda;

0.3 pg/m Bleomycin dozunda 6, 24 ve 48
saatlik 3 ayr1 uygulama siiresinde toplam 696
metafaz incelenmis, bunlardan 188 tanesinde
yapisal kromozom diizensizligine rastlanmistir.

Toplam yapisal diizensizliklerin incelenen
metafaz  sayisina oram1  %44.8, toplam
diizensizlik  iceren  hiicrelerin  incelenen
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metafaz sayisina orani ise %45.6 olarak tespit
edilmistir. Kromatid gap %4.9, izokromatid
gap %2.2, kromatid kirik %31.3, izokromatid
kirik %3.3 ve delesyon %2.2, fragment %0.4
ve diger yapisal diizensizlikler de %0.6 olarak
tespit edilmistir.

Erkan (14) 1989°da 0.3 pg/ml Bleomycin
dozu uyguladigi normal bireylerde yapisal
diizensizliklerin incelenen metafaz sayisina
oranini %29.55 olarak bulmustur.

Ohama ve Kedotani (17) 1970 yilinda
yaptiklar ¢alismada 0.5 pg/ml’lik bleomycin
dozunda 9%23.8 oraninda yapisal kromozom
diizensizligi saptamstir.

Vijayalaxmi ve Burkart (18) 1989°daki
caligmalarinda 0.10 pg/ml’lik bleomycin
dozunda lenfositlerde ortalama %80 yapisal
anomali saptamustir.

Bu caligmada uygulanan doz-siire kombi-
nasyonlarinda elde edilen sonuglarin bizim
sonucglarimizla tam uyum iginde olmadigi,
ancak potansiyel olarak farkli deneklerin
kullanilmas1 nedeniyle sonuglarin da farkhi
olabilecegi kanisina varilmaistir.

3 pg/ml’lik deney grubumuzda;

3 pg/ml’lik deney grubunda 6, 24 ve 48
saatlik 3 ayr1 uygulama siiresinde toplam 650
metafaz incelenmis, bunlardan 431 tanesinde
yapisal kromozom diizensizligine rastlanmistir.
Toplam yapisal diizensizliklerin incelenen
metafaz sayisma orant %180.8, diizensizlik
iceren hiicrelerin incelenen metafaz sayisina
oran1 ise %062.9 olarak tespit edilmistir.
Toplam yapisal diizensizliklerin incelenen
metafaz sayisina orani kromatid gap igin
%8.8, izokromatid gap %22.3, kromatid kirik
%11, izokromatid kirik %27.4, delesyon %4.8,
fragment %0.6 ve diger yapisal diizensizlikler
%6.2 olarak tespit edilmistir.

Erkan (14) 1989 da yaptigi 3 pg/ml’lik
bleomycin c¢aligmasinda yapisal diizensizlik-
lerin incelenen metafaz sayisia orani %66.77,
diizensizlik iceren  hiicrelerin  incelenen
metafaz sayisina orani ise %?36.67 olarak
bulunmustur.
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Vijayalaxmi ve Burkart (18) 1989’daki
caligmalarinda 1.5 pg/ml’lik bleomycin dozun-
da lenfositlerde ortalama %382 yapisal anomali
saptamislardir.

Li ve Lin (19) 1990 da normal bireylere
uyguladiklart 10pg/ml’lik bleomycin dozunda

hiicre basina 0.2 kromatid kirik tespit
etmislerdir.
Diger aragtirmacilarla farklt doz-siire

kombinasyonlarinda ¢alistigimiz igin veriler
tam bir uyum i¢inde degildir. Ancak, tim
caligmalarda bleomycin dozunun artis1 ile
hiicredeki yapisal anomalilerin sayisinda artiga
neden oldugu belirtilmektedir. Calismamiz da
bu goriis ile uyum igindedir.

30 pg/ml’lik deney grubumuzda;

30 pg/ml’lik bleomycin dozunda 6, 24 ve
48 saatlik 3 ayr1 uygulama siiresinde toplam
614 metafaz incelenmis, bunlardan 421
tanesinde yapisal kromozom diizensizligine
rastlanmigtir. Toplam yapisal diizensizliklerin
incelenen metafaz sayisina orant %205.1’tir.
Diizensizlik iceren hiicrelerin incelenen
metafaz sayisina orani ise %68.6 olarak tespit
edilmistir. Toplam yapisal diizensizliklerin
incelenen metafaz sayisina orani kromatid gap
icin  %7.5, izokromatid gap %19.2, kromatid
kirikk  %110.4, izokromatid kirik %52.4,
delesyon %6.5, fragment %0.8 ve diger yapisal
diizensizlikler de %8.1 olarak tespit edilmistir.

Erkan (14) 1989 da yaptigi 30pg/ml’lik
bleomycin ¢aligmasinda yapisal diizensizlikler-
in incelenen metafaz sayisima orant %172.72,
diizensizlik  igeren  hiicrelerin  incelenen
metafaz sayisina orani ise %66.06 olarak tespit
etmistir.

Vorechovsky, Munzarova ve Lokaj
(20) 1989 da normal bireylerde 30pg/ml’lik
bleomycin dozunda %37.5 £ 23.7 ve immiino-
defektli bireylerde de %62.2 + 21.32 oraninda
aberasyonlu hiicre saptamislardir.

Yiksek dozda bleomycin’in hiicrede
yapisal anomali sayisint artirdigi, ¢calismamizla
birlikte diger arastiricilarin  ¢alismalarindaki
verilerle de desteklenmistir.
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