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Bleomycin’in Kronik Olarak Radyasyona (X-Isin1) Maruz Kalan Bireylerde
Mitotik indeks’e Etkisi
Hilmi Isi*, Diclehan Oktiiren Oral*, Aysegiil Bengisu Tiirky1lmaz*, 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
olarak yapilan bu lenfosit kiiltiivii calismasi, kronik olarak radyasyona (X-
istny) marug kalan 5 bireyden alinan periferik kanla yapilmigtir.

Bleomycin uygulanan lenfosit kiiltiiriindeki mitotik indeks degerleri goz
oniine alindiginda farklh doz ve siire kombinasyonlarinda oldugu gibi, esit
doz ve siirenin uygulandigi denekler arasinda da belirgin farklhiliklar
gostermektedir. Mitotik indeks degeri kontrol gruplarinda (1000 hiicrede
olmak iizere) 10.86, doz gruplarinda ise 0.3 ug/ml’ de 8.73, 3 ug/ml’de 5.0
ve 30 ug/ml’ de 3.93 seklinde oldugu saptanmustir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede; kontrol grubu ile 0.3ug/ml‘lik deney grubu arasinda ve
3ug/ml lik deney grubu ile 30ug/ml lik deney grubu arasinda mitotik
indeksin onemli seviyede etkilenmedigi (P>0.05), kontrol grubu ile 3ug/ml
ve 30ug/ml lik deney gruplari arasinda, 0.3ug/ml lik deney grubu ile 3ug/ml
ve 30ug/ml lik deney grublart arasinda mitotik indeksin onemli seviyede
etkilendigi saptanmigtir (P<0.01) .

Anahtar Kelimeler: Bleomycin, Mitotik indeks.

The Effect of Bleomycin to the Mitotic Index who were Exposed to Radiation 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 chronically.

The mitotic index in the lymphocyte culture was determined by means of
counting 1000 cells from preparations belong to control and experiment
groups.

The mitotic index was showed difference value to the difference
bleomycin dose and the between difference samples. As the mitotic index
value (Per 1000 cell) 10.86 for the control group, this value fall to 8.73 at
0.3 ug/ml, 5.0 at 3 ug/ml and 3.93 at 30 ug/ml. There were no significant
differences between control group and 0.3 ug/ml, 3 ug/ml and 30 ug/ml
(P>0.05). An important fall was seen between control group and 3 ug/ml
and 30 ug/ml, 0.3 ug/ml group and 3 ug/ml, 30 ug/ml (P<0.01).
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GIRiS
Radyasyonlar etkilerini viicuttaki hiicrele- hiicre i¢ine geg¢isi, cok karmasik direkt ve indi-

in normal fonksiyonlarin1 bozmak suretiyle rekt olaylar zincirini baslatabilir. Bu olaylar
meydana getirirler. Iyonlastiric1 radyasyonun sirastyla fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal ve
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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 zarar1 karsilikli noktalarda meydana
gelmisse hiicre bunu diizeltemez (1,3).
Bleomycin 1962 yilinda Dr. Hamao
UMEZAWA  ve arkadaslar1  tarafindan
Streptomyces verticulos’ un bir fermantasyon
iirlinii olarak kesfedilmis 6nemli bir antitimor
ajanlar grubudur. Bleomycinlerin sitotoksik
etkileri DNA fragmentasyonuna neden olma
yeteneklerinden  kaynaklanir.  Bleomycin
DNA’ya baglanarak piirin ve pirimidin
bazlarinin ayrilmasma neden olur, DNA
sentezini inhibe eder ve daha az bir derecede
de RNA ve protein sentezi inhibisyonuna ve
hiicre dongiisiinde hiicrelerin Gy fazinda

kiimelenmesine neden olur (4).

Bleomycin ve Radyasyonun Kombine
Etkileri

Bleomycin'in 200 pg/ml'lik dozunda DNA
sentezinin %40 oraninda azaldig1 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 caligmada
Bleomycine duyarli olan suglarin iyonize
radyasyona karsi duyarli olduklari, bazi mutant
tipler de, Bleomycine duyarli olmalarma
ragmen iyonize radyasyona duyarlilik goster-
memislerdir (6).

Bleomycin'e adapte olan lenfositlere
yiiksek dozda Bleomycin ve x-ray'in verilmesi
ile adapte olmayanlara nazaran anlaml

seviyede az kromozomal aberasyon tespit
edilmigtir. 0.01 pg/ml ve 0.05 pg/ml'lik
Bleomycin dozunun en 1iyi adaptasyonu
sagladig1 belirtilmektedir (7).

Bleomycin molekiiler oksijen ve demirli
kompleksler olusturarak DNA kirilmalarina
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).
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GEREC VE YONTEM
Calismamizin  arastirma  populasyonu:
Yakin ge¢mislerinde  viriitik  enfeksiyon

gecirmemis, herhangi bir antibiyotik ve benzeri
kemoterapdtik ilag kullanmamig, uzun siire
radyoloji {initesinde c¢alisip  kronik olarak
radyasyona maruz kalmis ve sigara tiryakisi
olmayan bireyler secilmistir. Yaslart 26-35
arasinda degisen 4’1 erkek biri kadin olmak
lizere secilen 5 bireyin yas ortalamast 30.6 +
3.5 wyildir. 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 final kullanim
konsantrasyonu 0.3 pg/ml, 3 ug/ml ve 30
pg/ml olacak sekilde dilue edilerek lenfosit
kiiltiiri hazirlandi.

Calismamizda Moorhead ve arkadaslarinin
gelistirdikleri “standart”makrokiiltiir tekniginin
modifiye sekli olan “tim kan teknigi” ya da
“mikroteknik™ olarak bilinen yontem uygulan-
mistir (10-14).

Mitotik indeksin saptanmasinda genel
kural olarak her doz ve siire kombinasyonu
icin degisik verilerimiz say1 ile elde edilen
degerler oldugundan ayrintili istatistiksel bir
degerlendirme yapabilmek i¢cin “Arc sin”
transformasyonu ile ac1 degerlerine doniistiirtil-
miistiir.  Degerlendirme  varyans analizi
yontemlerinden faktoriyel planlama diizeni
uygulanarak yapilmistir (15).

BULGULAR
Mitotik indekse Ait Bulgular

Kontrol gruplart ve deney gruplarina ait
preparatlarin her birinden 1000 hiicre sayilarak
mitotik indeks belirlenmis olup, c¢aligmada
kullanilmig olan bleomycinin, hiicrelerin
mitoza girme oranlar1 iizerinde her hangi bir
etkisinin olup olmadig arastirilmistir. Bulgular
tablo 1’ de verilmis, ayrica gerekli istatistiksel
degerlendirmeler yapilarak sonuglar 2, 3, 4 ve
5 numarali tablolarda sunulmustur.

Mitotik indekse ait degerler, farkli, doz ve
stire kombinasyonlarinda oldugu gibi, esit doz
ve siirenin uygulandigi denekler arasinda da
belirgin farkliliklar gostermektedir. Mitotik
indeks acisindan tiim deneklere ait bulgular
toplamimin aritmetik ortalamalar1 ile yapilan
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karsilagtirmada; kontrol gruplarmin genel
aritmetik ortalamasi 10.86, 0.3 pg/ml lik deney
grubunda 8.73, 3 pg/ml’ lik deney grubunda
5.0, 30 pg/ml lik deney grubunda ise 3.93'e
diistigli = gozlenmistir.  Kontrol — gruplar
aritmetik ortalamasi ile 0.3, 3 ve 30 pg/ml lik
deney gruplarinin hepsinin genel aritmetik
ortalamasi1 karsilagtirildiginda; kontrol grup-

Tablo 1: Deneklere ait mitotik indeks degerleri

larinin  aritmetik ortalamasit 10.86, deney
gruplarmin aritmetik ortalamasi ise 5.89 olarak
bulunmustur.

En yiiksek mitotik indeks degeri 6 saatlik
kontrol grubunda 11.8 olarak bulunmustur. En
diisiik mitotik indeks degeri 48 saat-30pg/ml
lik deney grubunda 3.60 olarak tespit edilmistir
(Tablo 1).

Doz - Siire 1 1l 11l v \Y% €EX X
Kontrol - 6 Saat 10 12 15 12 10 559 11.8
Kontrol - 24 Saat 10 8 8 14 15 55 11.0
Kontrol - 48 Saat 7 6 8 18 10 49 9.8
Kontrol Ortalamast 9.0 866 1033 1466 11.66 5433 10.86
0.3pg/ml - 6 Saat 8 12 14 15 7 56 11.2
0.3pg/ml - 24 Saat 10 6 7 6 8 37 7.4
0.3pg/ml - 48 Saat 7 9 5 9 8 38 7.6
0.3pg/ml Ortalamasi 833 9.0 8.67 10.0 7.67 43.67 8.73
3ug/ml - 6 Saat 8 2 8 8 3 31 6.20
3ug/ml - 24 Saat 4 1 8 4 3 20 4.0
3ug/ml - 48 Saat 3 1 12 3 5 24 4.80
3ug/ml Ortalamast 50 133 933 5.0 3.67 2433 5.0
30pg/ml - 6 Saat 6 5 5 2 4 22 4.40
30pg/ml - 24 Saat 1 6 4 1 6 18 3.60
30ug/ml - 48 Saat 4 5 1 3 6 19 3.80
30ug/ml Ortalamasi 3.67 533 333 20 5.33 19.66 3.93
Deney Gruplari X 442 3.0 691 6.42 542 26.17 5.23

Mitotik Indeks Bulgularinin istatistiksel
degerlendirmesi.

Deneklere ait farkli doz-siire kombinasyon-
larina ait mitotik indeks degerleri hesaplan-
diktan sonra uygulanan her siire i¢in kontrol
grubu ve deney gruplarma ait bulgular t testi
uygulanarak gruplar arasinda fark olup olmadi-
&1 ya da bleomycinin mitotik indeksi etkileyip-
etkilemedigi belirlenmistir.

Tablo 2: Mitotik indekse ait toplam
ortalamalarin istatistiksel degerlendirmesi
Karsilagtirilan Dozlar t Tablo
Degeri  Degeri SONUC
0.05
Kontrol - 0.3pg/ml 1.84 1.860 p>0.05
Kontrol - 3pg/ml 5.67 1.860 p<0.01
Kontrol - 30pg/ml 6.97 1.860 p<0.01
0.3pg/ml - 3pg/ml 3.88 1.860  p<0.01
0.3pg/ml - 30pg/ml 5.25 1.860  p<0.01
3pg/ml - 30pg/ml 1.43 1.860  p>0.05

6

Mitotik indeksin toplam ortalamalarinin
Istatistiksel Degerlendirmesi

Kontrol gruplarinin toplam ortalamasi ile
deney gruplarinin ortalamasi tek tek karsilagti-
rildiginda; Kontrol grubu ile  0.3pg/ml‘lik
deney grubu arasinda ve 3pg/ml lik deney
grubu ile 30ug/ml lik deney grubu arasinda
mitotik indeksin Oonemli seviyede etkilenme-
digi (P>0.05), kontrol grubu ile 3ug/ml ve
30pg/ml lik deney gruplari arasinda, 0.3pug/ml
lik deney grubu ile 3ug/ml ve 30ug/ml lik
deney grublar1 arasinda mitotik indeksin
onemli seviyede etkilendigi saptanmigtir
(P<0.01)

Alt1 Saatlik Siirede Mitotik indeks
Karsilastirmasi

Alt1 saatlik siire uygulanmasindaki veriler
karsilastirildiginda; kontrol grubu ile 0.3pug/ml
lik deney grubu arasinda ve 3pg/ml grubundan
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30ug/ml lik deney grubu arasinda mitotik
indeks olgusunda herhangi bir degisiklik
olmadig1 (P>0.05), ancak diger deney gruplar1
arasinda mitotik indeksin etkilendigi saptan-
mistir (P<0.01) (Tablo 3).

Tablo 3: Alt1 Saatlik siirede mitotik indeks
kargilagtirmasi.

Karsilagtirilan Dozlar t Tablo Degeri SONUC
Degeri  0.05 0.01
Kontrol - 0.3pug/ml 0.04 1.860 2.892 p>0.05
Kontrol -3pg/ml 2.96 1.860 2.892 p<0.01
Kontrol -30pg/ml 4.12 1.860 2.892 p<0.01
0.3pg/ml - 3pg/ml 2.69 1.860 2.892 p<0.01
0.3pg/ml - 30pg/ml 3.86 1.860 2.892 p<0.01
3pg/ml - 30pg/ml 1.23 1.860 2.892 p>0.05

Yirmidort Saatlik Siirede Mitotik
Indeks Karsilastirmasi
Bleomycinin 24 saat siire ile farkli

dozlarda deneklere uygulanmasi sonucu elde
edilen veriler karsilagtirildiginda; kontrol
grubundan 0.3pg/ml lik deney grubuna geciste
ve 3ug/ml lik deney grubundan 30ug/ml lik
deney grubuna geciste mitotik indeks
olgusunda herhangi bir degisiklik olmadig1
(P>0.05), kontrol grubundan 3pg/ml ve
30ug/ml lik deney gruplarma geciste mitotik
indeksin 6nemli seviyede etkilendigi (P<0.01)
ve 0.3ug/ml’ lik deney grubundan 3ug/ml ve
30ug/ml lik geciste ise 0.05 seviyesinde
etkilendigi saptanmistir. (Tablo 4).

Tablo 4: Yirmidort Saatlik siirede mitotik
indeks karsilastirmasi.

Karsilagtirilan Dozlar t Tablo Degeri SONUC
Degeri  0.05 0.01
Kontrol - 0.3pg/ml 1.88 1.860 2.892 p>0.05
Kontrol - 3pg/ml 4.05 1.860 2.892 p<0.01
Kontrol - 30pg/ml 434 1.860 2.892 p<0.01
0.3pg/ml - 3pg/ml 2.258 1.860 2.892 p<0.01
0.3pug/ml - 30pg/ml 2.569 1.860 2.892 p<0.01
3ug/ml - 30pg/ml 0.325 1.860 2.892 p>0.05

Kirksekiz Saatlik siirede mitotik indeks
karsilastirmasi

Bleomycinin 48 saat silire ile farkli
dozlarda deneklere uygulanmasi sonucu elde
edilen wveriler karsilastirildiginda; kontrol
grubu ile 0.3pg/ml lik deney grubu, 0.3pug/ml
lik deney grubu ile 3ug/ml lik deney grubu ve
3ug/ml lik deney grubu ile 30pg/ml lik deney
grubuna gegiste mitotik indeksin Onemli
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seviyede etkilenmedigi (P>0.05), kontrol grubu
ile 3ug/ml lik deney grubu ve 30ug/ml lik
deney grublar1 arasinda geciste mitotik
indeksin 6nemli seviyede etkilendigi (P<0.01),
0.3ug/ml lik deney grubu ile 30pg/ml lik
deney grubu arasinda geciste ise mitotik
indeksin 0.05 seviyesinde etkilendigi saptan-
mistir (Tablo 5).

Tablo 5: Kirksekiz Saatlik siirede mitotik
indeks karsilastirmasi.

Karsilagtirtlan Dozlar t Tablo Degeri SONUC
Degeri  0.05 0.01
Kontrol -0.3pg/ml 1.184 1.860 2892  p>0.05
Kontrol - 3pg/ml 2.936 1.860 2.892 p<0.01
Kontrol -30pg/ml 3.65 1.860 2.892 p<0.01
0.3pg/ml - 3pg/ml 1.78 1.860 2.892  p>0.05
0.3pg/ml - 30pg/ml 2.52 1.860 2.892 p<0.05
3pg/ml - 30pg/ml 0.76 1.860 2.892 p>0.05
TARTISMA
Calismamizda  bleomycinin,  hiicrenin

mitotik aktivitesinde bir yavaglamaya neden
oldugu belirlenmistir. 6, 24 ve 48 saatlik
siirelerde, kontrol gruplar1 ile  deney
gruplarmin mitotik indeks degerleri karsilagti-
rildiginda; kontrol gruplarimin ortalama 10.86
olan mitotik indeks degerlerinin 0.3pg/ml lik
deney grubunda 8.73'e, 3ug/ml lik deney
grubunda 5.0'a ve 30pg/ml lik deney grubunda
da 3.93'e diistiigii goriilmektedir (Tablo 2).
Buradan, doz artisina paralel olarak mitotik
indeksin diistiigli sonucuna varilabilir. Bizim
verilerimizde 3pg/ml lik deney grubu ile
30pg/ml lik deney grubunun mitotik indeks
degerleri biribirine yakin olarak tespit edildi.

Erkan (16) 1989 da yaptigi c¢aligmada
ortalama mitotik indeks degerini kontrol
grubunda (sigara igmeyen, radyasyona maruz
kalmamis bireylerde) 29.86, 0.3pug/ml lik
deney grubunda 26.20, 3pg/ml lik deney
grubunda 18.66 ve 30ug/ml lik deney
grubunda ise 14.26 olarak bulmustur.

Shubber ve Shaikhly (17) 1989 da
radyoloji  calisanlarinda  mitotik  indeksi
ortalama (2.23 £+ 0.21)’ s1 kontrol grubundan
(5.20 £ 0.21) anlamh seviyede diisiik olarak
saptamiglardir (P<0.01). Ohama ve Kadotani
(18) Bleomycin ile yaptig1 in-vitro ¢alismada
bleomycin uygulanan kiiltiirlerde mitotik
indeksin distliglinii, 5 pg/ml uygulanan kiiltiir-
lerde 6 preparattan 20 metafaz bulmanin, 20
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pg/ml’ den fazla doz uygulanan kiiltiirlerde ise
normal metafaz bulmanin miimkiin olmadigin
belirtmistir.

Calismamizdaki verilerle diger aragtirmaci-
larin verileri arasinda bir yakinlik yoktur.
Ancak radyasyona maruz kalan bireylerin
normal populasyondan daha diisik mitotik
indeks degerine sahip oldugu Erkan (16),
Shubber ve Shaikhly (17) gibi arastirmacilarin
verileriyle de desteklenmektedir.
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