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Uzun yillardir, cesitli mutajenik ve karsinojenik ajanlar:i
belirleyebilmek amaciyla bir gok galisma yapilms ve farkli test
sistemleri pgeligtirilmistir. Bu testlerden biri olan Mikronukle—
us (MN) Teknifi, mitotik bdlinmede yavru hilcre gekirdefiine dahil
alamayan asentrik frapment veya tlm bir kromozomu igeren extra
nilklear pargaciklarin sayiminy igerir. Bunlar DNA boyalariyla
boyandiklarindan ve sitoplazmada gekirdefin yakininda bulunduk—
larindan kolaylikla tanminabilmigtir. Bu nedenle MN' lerin sayimi,
penetik materyaldeki bozuklujunm bir pozterpesi olarak, son yil=-
larda glvenilir bir bigimde‘kullanzlmaya baglanmigtair,

Fototerapi, sari1likly bebeklerin tedavisinde kullanilmaya
baglandiktan sonra, yan etkileri bir gok aragtirici tarafindan
a»agt;w:lmayg.baglanmlg. ancak penetik materyal Uzerine alan et~
Kileri hakkinda gok az caligma yapilmigtir. Bu galigmalarain bi-
yiik bir kisminda, fototerapinin mutajenik etkisi Kardeg Kromatid
Defiisimleri ile arastirilmig, farkli sonuglar elde edilmigtir,
Bir kag aragtirici tarafindan da kromozom analiri  yapirlarak,
kronozomlarin yapisal ve sayisal anomalileri incelernmistir.

Bu rnedenle, uzun yillardir hiperbilivubinemi tedavisinde
yaygin alarak kullanilan fototerapinin, in vive olarak MN olugu-
mu Uzerinde etkilerinin saptanmasil ve bu koruda yapirlan galigma—
lara deneysel verilerle Katkida bulunulmasi amaciyla bu  galigma

pergeklegtirilmigtir.
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GENEL BILGILER

Son yillarda gegitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin mutaje-
nik potansiyellerini belirlemek amaciyla pekgok mutajenite testi
geligtirilmigtir (7,20,51). Bu testlerden biri olan mikromuklsuas
(MN) tekniginin, kromozonlarda sayisal ve yapisal anomalilere
sebep olan fiziksel ve kimyasal mutajenlerin etkilerini agik biw
bigimde ortaya koyabilecefi gosterilmistir. MN testinin temeli-
ni, hicre bélinmesi esnasinda clusan MN lerin sayillmasi: teghkil
eder. MN lerin mitoz bdlinme esnasinda hicrenin ana gekirdefine
katilmayan kromozom veya kromozom fragmentlerinden olustufu  an=-
lasilmig ve MN sayimi hem klastojenik olaylari hem de i iplik=
lerinde clugan defektleri incelemek amaciyla kullanilmaya bag-
lanmigtir. Farkly test organizmalarinin ve dokularinin kullamil=-
difi, cesitli in vivo MN testleri pgeligtirilmis olmakla birlik=
te, yalnizca memeli organizmalarin kemik ilijindeki palikramatik
eritrositlerin sayi1ldify MN testlerinin standart dlgim verebile—
cedi didsinidlmistir. Ancak bu metod, insan populasyonlarindaki
Blgumlev igin pratik almadifjindan bunun yerine insan lenfosit
killtuir sistemlerinin kullanildif: yeni MN testleri geligptiril-
migtir (11,24).

MN lerin gizlenebilmesi igin hicrenin bir mitoz gecirmesi
gerekli oldufundarn, irnsan lenfosit Kildltirleri ve bélirnen difer
hierelerin kullanildigr bu tekniklerin ciddi bir dezavantaja sa—
hip oldugu anlagilmigtir. Clinkid lenfositlerdeki MN? lerin tek tek
sayllmasi esnasinda, belirli miktardaki lenfositlerde gézlernen

MN sayisis a) mitojene cevap veren hicrelerin orani b)) bélilnen
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hierelerin cevap verme arani ) birden fazla biliwmen hicrelerde-—
ki MN? lerin durume ile iliskilidiv. Bu @ faktérler, kullarmilan
teknikler ve bireyler arasindaki farklara bafl: olarak buyldk 8l=
glide defjigsiklik gésterebilir. Bu nedenle insan lenfositlerinin
kullanildif:s MN dleimleri dnceleri basarili sonuglar vermemig=
tir. Bu dezavantajdan kurtulabilmek igin yalnizeca ve vyalnizea
tek gekirdek billinmesi gegiren hicreleri tanimak, izole etmek ve
oranlarainy 8lgmek gerekli olmugtur. Bunu gergeklegtirmek ve MN
8lolimindeki kinetik problemleri gizmek igin gegitli metodlar ge-
listirilmigtir (21). GBelistirilen bu metodlardan biri olan Fe-
nech ve Morley?in metodunda sitakinezin bloke edilmesi amaglan—
mis ve tek bir gekirdek bélivmesi gegiren ancak sitoplazmik bé-
lilnme gegirmeyen ¢ift gekirdekli hicreler kalaylikla tanmimlana-
rak, MN tesbiti igin tek tek sayilabilmigtir. Bu metod sitoki-
nez-blok metodu (Cytokinesis~block, CR) adiyla kullanilmaya bag-—
lanmigtir. MN? ler hilore bdlinmesine Katilamayan kKromozom veya
kromozom fragmentlerinin gistergesi olarak kabul edildiinden,
sayisal kromozom hasarlarivan ortaya gikarilmasinda, karyotipik
analizlerden daha basit ve istatistiksel olarak daha uygun oldu-
fu kabul edilmis ve gesitli arastiricilar tarafindan kullanilma-
ya baslammigtir (19, 20,21,29,50,583).

Sitokinezin bloke edilmesi esasina dayanan bu yeni CB meto-
dunda, hicre killtirlerinin sitoplazmik bﬁlunmezinﬁ inhibe eden
ve bir grup kif mantarinin metaboliti olan cytochalasinler MKul-
lanilmigtir. Cytochalasinlerin A,B,C,D clarak 4 gesidi meveuttur
ve sitokinezi bloke etmede, diisik konsantrasyonlarda mitoz bé-

lirmeyi bloke etmeksizin, sitoplazmik bdlunmeyi inhibe eden Cy-



tachalasin-B (Cyt—-B) kullamilmigtir (8). Cyt—~E Helminthosporium
dematioideum’ un kidlltlr filtrelerinden slde edilmis olup iki hal-
kali lactam sistemine bhaflanan lactone halkasindan ibaret makro-—

lid bir yapidir (Sekil 1).
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Sekil 1: Sitokhalasin B nin halkasal yapis:i

Cyt~H rin MN testinde kullanilmaya baglamasiyla, ¢ift ge-
kirdekli hilcreleri clugturmak ve MN sayimini kclaylagt;rmau igin
kullanilmas: gerekern uygun doz arastirilmaya baglarmigtir. Yapi-
lan galigmalar sornucunda 48 ve 72 saatlik killtirler igin optimum
Cyt~B konsantrasyorurun %Mg/ml olduju tesbit edilmis ve bu kon-
santrasyondaki Cyt—~B nin kendisinin MN olugumunu uyarmadigi gés
terilmigtir (20,22). Daha sormraki calismalarda Cyt-B nin B)Lg/ml
gibi yilksek konsantrasyonurnun hiicre icerifinin digari: atilmasina

neden oldufu tesbit edilmis ve bu metod ile gegitli mutajen



ajanlarin MN olugsumunu uyarma etkileri arastirilmigtir. Ancak bu
yilksek konsantrasyondaki Cyt=B nin kendisinin yine MN  olugumuru
uyarmadifi: anlasilmigtir (34).

Bu gekilde geligstirilen ve uygulamadaki giigliikleri srtadan
kaldirilarn MN testinin, klasik metafaz analizlerinden ve gele—
neksel MN teknijinden daha hassas ve gilvenilir oldufu gesitli
palismalarla gésterilmistir.

Higsted ve arkadasi (26) tarafindan yapilan bir cgaligmada
MN olugumu uyarilmis ve sitoplazmasi: kKeorurmug in vitreo  insan
lenfosit hilerelerinde MN insidansi incelermigtir. Olusturulan MN
larin hacimleri dlgilerek, kromatid veya kramozom fragmentlerini
ya da tiim bir kromoczomu igerdiji gdisterilmis ve bu yella, kulla-
nilan ajanlarin dofrudarn kKromozoma mi yoksa if mekanizmasiva m1
e@tkili oldugu belirlermigtir. Ayni arastirmacilar MN  teknidi
kullanarak, phytochemagglutinin (PHA) ve pokewed mitojen ile in
vitro olarak uyarilmig, insarn periferal kan lenfositlerinde
farkli mutajenlerin etkisini incelemisler ve MN 8lgiimiinin muta-
jenite gdstergesi oldujunus saptamislardir (25,27).

Berzer gekilde Ramolho ve arkadasglari (36) tarafindan peri-
feral Kan lenfositlerinde X-iginlar:i ile uyarilmis kKromozomal
aberasyonlarin sayisal bir gistergesi olarak MN 6lgumierinin
kullanilabilecedi gdsterilmis ve CB metodurun givenirlifi vurgu-
larmigtir. Bu caligmalar ile MN teknifinin mutajenitenin géster—
gesi oclarak kullarmilabilecefi ortaya kormustur,

Easmond ve Tucker (16) isimli arastiricilar tarafindan ge-
‘ligtirilen, Cyt-B ile blaoklarnmig MN 1i hiicrelerdeki kinetochore

lokalizasyonun incelermesi esasina dayalil yontem ile MN?lerin



aneuploidy uyaran ajanlarin belirlermesinde de kullanilabilecedi
ve bu ajanlarin klastojenik ajanlardan ayirt edilebilecefi gés-
terilmistir. Bu teknik antikinetochore antikorlar: kullarmilarak
Cyt—B ile bloklanmig insan hilcrelerindeki MN lerin Kkinetochore
igarip igermedidinin arastirilmas: esasina dayanmaktadir. HKine-
tochore pozitif MN ler tam bir kromozom igerdifinden olusacak
yavru hierelerden biri hyperploid digeri hypoplaid alacakbair.
Oysa klastojenlerin alugturduu MN ler tam bir Kromozom dedilde
asentrik fragmentler igerdijinden kinetochore negatif olacakéir.
Bu gekilde antiknetochore antikorlar ile MN testi birlikée kul-
lanilarak, gernotoksik ajanlarin iki tipi olan aneupiaidy Uy aran
ajanlar ve klastojenik ajanlar birbirinden ayirt .edilebilecek-
tir.

Bu gekilde genig bir uygulama alani bulan Cyt-B ile blok-
larimig MN teknifi kullanilarak, mitomycin-C, cyclophosphamide,
diaziquone, cafein, colcemid, tetradrine gibi pekgok kimyasal
mutajen aragtirilmis ve MN siklifina gore gerotoksik aktivitele—
ri belirlenmigtir (19,29,50,53).

Geligen tekrnoloji ile tipta farkli yéntemlerin ve defisik
ilaglarin kullanilmasi, bunlarin mutajenik potonsiyellerinin be-
lirlenmesini gerekli Kilmigtir. Bunlardan biri de yenidofan sa-—
riliklarirnin tedavisinde kullanilam fototerapi uygulamasi olmug—
tur.,

Yenidofanlarda gesitli nedenlerle meydana gelen~ sariliklar
s1k olarak giriilmekte olup bilyik bir Kismirin etiyoclojisi kesin
slarak saptanamamigtir. Burnunla beraber hepsi iginm kullanilan

tedavi yintemleri gernellikle bernzer olmugtur. 1958°de Cremer ve



arkadaglari giineg 1s1fina, daha sonra ise floresan 1gidina marus
kalan bebeklerde bilirubin dizeylerinde diigme ocldujunu gisterme-—
ginden sonra fototerapi yenidofan sariliklarinda, kan defigimine
gidilmeden dnce en etkili metod alarak kullanilmaya baglanmigtir
(12, 3Q).

Haglangigta fototerapide dafigik tip floresan lambalar ve
hatta giin 1g1§1 kullanilmigtir. Cesitli galigmalarda mavi, ye—
$il, ve beyaz i1gik veren floresan lambalar dernermigtir. Biliri-
binin fotoxidasyonunda en ook etkili olan i1giklarin, bilirubinin
maksimum absorbsiyon zirvesine yakin olan 450-460 nm. dalga bo—
yunda enerji gikigli yapan 1siklar oldufu anlagilmistir (18). Ma-—
vi agik 390-470 nm, yesil i1gik 330 rm, beyaz i1gik ise 380-600
nm. dalga boyundadir. Hazi aragtiricilarin yaptiklar: calisma-
larda, yesil 1si1fin bili rubini diigiiriicii etkisinin mavi 1gikla
ayni oldufu fakat yan etkilerinin daha az oldufu savunulmug ve
fototerapide dnecelikle Gnerilmigtir (2). Ancak, daha detayli ya-
pilan in vivo ve in vitro galigmalarda yesil 1s1§in dalga boyu-~
v, bilirubinin absorb siyon zirvesine yakin olmadifi, mavi ve
beyaz 1gi1fiin yegil 1g91fa gire daha etkili oldufu pgoésterilmigtir
(37).Berizer gekilde bagka galigmalarda mavi 1si1fin, beyaz 1sija
gére daha etkili olmakla birlikte, yarn etkilerivin daha fazla
aldufu goridsid savunulmustur (3, 31).Suskan ve arkadaslarinin (45)
yaptiklari galigmada ise, beyaz i1gik ile mavi 11k arasinda, et-
kinlik acisindan fark pgiriilmemigtir.

Fototerapinin bilirubini eliminasyonu hakkinda birgok ga-
lisma yapilmis ve defisik gorisler belirtilmigtir. Son zamanlara

kadar fototerapinin etkisi yalnizea bilirubinin fotodegregasyonu



alarak digiinidlmiig, glnidmizde ise etki mekanizmasi iki sekilde
izah edilmigtiv.

1- Fotooxidasyon: Unkonjuge bilirubinin methern gruplarina sing-—
let oksijenin birlesmesi ve daha polar atilabilir tirevlere do-
nilgmesi,

g2~ Fotolizomerizasyon: Bilirubinin foton absorbsiyonu ile pgeome-—
trik izomerler haline gelmesidir (3,18).

Fototerapide 1sin, epidermisi ve dermisi gegerek vaskiiler
vatafir bulundufu bdéliim dahil fotokimyasal reaksiyonlarin olusa-
cafi subdermal dokulara ulagabilmektedir. Ancak kirilma ve da-
g1lma rnedeni ile giddeti oldukga azaldifindan, etki alani deri-
ming @ mm kalinligi ile sinirli kalmaktadir (23).Bbylece daha de-
rinde yer alan intravaskiiler alandaki bilirubinler fototerapi
1ginlariniy daha kisitli aldifindan, fototerapi sirasindaki erken
saatlerde gizlenen bilirubindeki diismenin, fotodegregasyondan
ziyade bilirubinin plazmadan dokulara gekilmesi ile agiklarmig—
tir (3).

Yapilarn galismalar, fotokimyasal reaksiyonlarin sonucu ola-
rak unkonjuge bilirubinin safra iginde arttifini, polar derivas-
yontlarinin hem safraya hem idrara daha gok atildifini gostermig-—
tir. tdrarla atilan tirevlierinin renksiz, safra ile atilanm tii—
revierinin igse gofurun renkli oldugu bilirmektedir. Fototerapive
bagslandiktan birkac saat sorra artmis pigmentli safra atisgsiran
tesbiti hizli bir fotokimyasal reaksiyonu gﬁstermiétir. Arcak
gerum bilirubininde hissedilir oranda diisme, 2-3 saat iginde
gizlenebilmistir (5,6).

Fototerapi sirasinda kolestasis geliser bebeklerde, fotode-



riveleri, safraya atma yetenefindeki bozulmaya bafl: olarak de-
ride, serumda ve idrarda gri-kahve rengi renk defigikligi pgodrill~-
midgtiir., Bu renk defisiklifi ile kamitlanabilen belirgin otoderi~-
vasyon birikimine rafmen bu bronz bebekler normal bir geligim
gﬁstermig ve sendrom diizeldikten sonra herhangi bir ndralojik
bozukluk gizlenmemigtir (9).

Ayrica fototerapi uygularan bebeklere verilen multivitamin
golisyonlarinin DNA hasari yaptif:i gosterilmis, difer bir in
vitro galismada fototerapi ile olugsan DNA hasari riboflavin vb.
fotosensitizdrlerin vérllﬁzna baglarmis, klinikte parenteral
multivitamin solusyonlari ile fototerapinin birlikte wuwygulanma-—
sindarn kacinilmasi drerilmigtir (17).

Dijer bir calismada fototerapinin bilyiime ve gelismeyi olum-
Bu2 yinde etkiledifi gorigid savunulmug ancak daha sornra yapilan
galismalarda bu dofrulanmamigtir (10, 13, 13, 40,47, 48).

Bu kadar yaygin olarak uygulanan fototerapideki yapay 191§a
bafli olarak gbzleren akut veya kKronik yan etkilerin nedeni ve
trnlenmesi ile ilgili pekook calisma yapilmigtir
(9, 14, 15, 28, 35, 43,52) .

Fototerapinin DNA Uzerinde etkilerinin oldugu siklikla sdy-
lermesine rafgmen, bu tedaviyi alan bebeklerdeki DNA hasari, HKro-
mozom aberasyonlari, hicre bilinmesinde meydana gelebilecek dii-
zensizlikler yeterince arasgtirilmamigtir. Fototerapinin dzellik-—
le yenidofan bebeklerde yaygin uygulanmasi, kKromozom diizeyindeki
caligmalarin arttirilmas: geredini ortaya koymugtur.Fototerapiye
bagly akut komplikasyonlar gegici oldujundan Oonemsernmemistir.

Uysa kromozomlarda meydana gelebilecek hasarlarin sonuglari uzun
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zaman sonra artaya gikabilecek ve bazen gok ciddi ve kalicy ola-
bilecektir. Bu nedenle galigmamizda fototerapi uygulanan yanido-
gdanlarin periferik kan kiltirlerinde in viva MN teknifi kullawi-
larak, fototerapinin kromozom yapisi ve mitoz drerinde etkigininm

alup olmadifinin gisterilmesi amaglarnmigtair.
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MATERYAL VE METOD

Bu galigma, Selguk Universitesi Tip Fakilltesi Tibbi Biyola=-

Jji ve BGenetik Anabilim Dali Sitogenetik Laboratuvarinda yapildi.

Hastanenin yenidogan bdliiminde hiperbilirubivemi nedeniyle foto-

terapiye alinan 2300-4000 gr agirlifinda 8-7 giinlik 13*i1 kiz,

13*l erkek 28 bebekte MN frekansi incelendi. Fototerapi alan be-

bekler, uygulamada kullanmilan 1gifin dzellifine géire 2 gruba ay

rildi. Birinci grupta fototerapi uygulamasi: esnasinda beyaz 1gi-
fa maruz kalan 14 bebek, ikinci grupta ise mavi i1gifa maruz ka-
lan 14 bebek meveouttu. Herbir grupta, 20 W (Tungsram) gleinde

&'zar adet floresan lambalar kullanildi. Fototerapi her 1ki

gruptaki bebeklere de 40 om yukaridan ve gozler harig tim vicuda

wygulandi.

Aragtirma grubundaki bebeklerde gu dzellikler dikkate alind:.

- Bestasyorn yaginin 37 haftadan az oclmamas:

- Dofum afirlifinin 2500 grl’dan az olmamas:

- Hiperbilirubirnemi digsinda, konjenital malformasyon, anoxi, en—
feksiyon, metabolik bozukluklar gibi spontan MN seviyesini
arttirabilecek durumlarin meveut olmamasi

- Armeriinn hamilelifi esnasinda dnemli bir hastalik veya tibbi
miidanale gecirmemis, X-iginlarina maruz kKalmamig olmasa

- Bebefin dofumdarn sonra en fazla 72 saat gegmis olmasi

- Kar dedigimi yapilmamig olmas:i

- En az 24, en fazla 9€ saatlik siire ile fototerapi uwygulanmis
olmasi

Kontrol grubuna alinan &'s1 kKiz, 8'si erkek 14 bebekte ye-
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nidagan sarilifgil dahil, herhangi bir hastaliin olmamasi, MN
s1klifini arttirabilecek herhawngl bir etken ile kargilasmamig
almasi, 2500-4000 gr agirlifinda ve 3—-6 ginlik 6mre sahip olmas:i
sarti arandi.

Lenfosit Killtirlerinin Hazirlarmasi:

Kontrol grubunu olugturan 14 bebek ile derey grubunu \alug—
turan 28 bebekter fototerapi uygulamasindan drnce ve sornra, hepa-
rinlermis enjektdr ile vendz kan ormekleri alindi. Alinan drnek-
lar % 20 fital Calf Serumu (Bibem), % 32 Phytohemagglutinin-m
(Giboo) ve antibiyotik igeren § ml’lik Me Coys SR (Bibeo) besi
ortamina steril kosullarda ilave edildi. 37°C’de 72 saat iliremeye
birakildi.

MN Metodu:

Uretilen lenfosit kiultirlerinde MN leri gozleyebilmek igin
Fenech ve Morley’in geligtirdii CB metodu bazi modifikasyorilar-
la kullanildi. Burnum igin Cyt-B (8igma), Dimetil Siilfoxitte o6~
zillarek, & mg/ml kongsantrasyonurnda biv. astok hazirlandyr ve ~40%C
de depolandi. Kullarnimindar hemen dnce stok solusyon eritilerek
salinde dilue edildi ve sitokirezi irhibe etmek igin lremenin
44. saatinde son konsantrasyonu 3.0/Mg/ml wlacak gekilde kiiltiir
ortamlarina ilave edildi. Isigin fotolitik ethkisinden korurnmak
amaciyla aluminyum kagitlara sarilarak 72 saatlik kiiltiir periyo-
durnd tamamlamak ilzere tekrar 3I77C*'lik etive kaldirildi., Ureme
periyodurny tamamlayan killtirler, konik santrifij tiplerirne akta-
r1ldr ve 1000 vpm de 7 dakika santrifilj edildi. Siipernatan ati1l-
di ve siispanse edilen hilcre Kiimesi idzerine taze olarak hazirlar~

m1g tesbit solusyornundan (331 Metarol: Asetik asit) S-€ ml ilave
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edilerek 1000 rpm de 7 dakika santrifilj edildi. Tegbit solusyonu
ile yikama iglemi iki kez tekrarlandi. Son santrifijden sonra
siipernatan atilarak elde edilen hicre kimesi lUzerine birkag dam=
la taze hazirlarmig tesbit solusyonu ilave edildi. Suspavsg @di-
len hilcreler, temiz ve kuru lamlara yayilip havada kurutuildu.
Kodlanan preparatlar hemen # 3'1lik Giemsa ile 3 dakika boyandl
ve dlgimdeki hatalardan kaginmak igin ayni Kisi tarafindanm ana-
liz edildi.

MN lerin Deferlendirilmesi:

MN lerin tanimlarmasinda Heddle ve arkadaslarirnain (11) kul-
landif: kriterler dikkate alimdi. Sdylekii; 1) MN gapinin, esas
cekirdedin 1/3°iindern daha az oclmasina, &) Mikrovida ile ocynandi—
finda, kilgilk boya pargalari gibi 15132 kirmamasina, 3I) Boya alma
yogurluguriurn esag cekirdek ile ayni olmasina veya daha agik bo-
varmasina, 4) Bir gekirdefin 2’den fazla MN oclusturmamasina,
5) Sadece sitokinezi bloke edilmig hicrelerdeki MN lerin sayil-
masina Hzen gdsterildi.

Bu Hriterler 1sifinda herbir birey igin ortalama 2000 sito-
kinezi bloke edilmig hilere sayildi. 1000 X Dbilylitmede irviceleren
sitokinezi bloke edilen hilcrelerin sitoplazma sinirlariy titiz—
likle kontrol edildi. Fototerapi dncesi ve fototerapi sonras:
sayilan bu 2000 adet ¢ift gekirdekli sitokinezi bloke edilmis

hiierelerda MN orani belirlendi.
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BUL.GULAR

Zalismamizda, hiperbilirubdinemi nedeniyle fototerapi uygu-
larnan toplam 28 bebek ve faototerapi almamig, sadlikiyr 14 bebek-
ta, MN frekamslari ircelemmigtir. MN frekansini saptamak igin,
her birveyden Cyt—~F ile sitokinez: bloke edilmis toplam lOQ0 adet
g1ft gekirdekli hilcre gsayilmigbir (Sekil &). Bu hicrelerin stop-

lazma sinmiriary titizglikie komtrol edilerek MN igerikleri aras-

Gekil & 1 Sitokinez: bloke edilmis hiore

tirilmistir (Sekil 3,4). Cift gekirdekli hidcrelerin yanisira 1,3
ve 4 gekirdekli hicreler de gozlermisg ancak bu hicreler MN  fre-

Kansinln saptanmasinda dikkate alirmamistir (Sekil $5,86).



Sekil

wy

3

Sitokinmezl bioke edilmig MN li hicre

o



Sekil

B: Sitokinezi bloke edilmis gok

gekirdekli hicre

16



ie

Kontrol grubunu olugturan 14 bebek ile aragtirvrma pgrubunu
oslusturan ve 14'i beyaz, 14°d mavi floresan 131§: olan toplam 28
bebekten, fototerapi dneesi ve Ffototerapl sonrasinda heparinlern—
mig enjektir ile periferik kan odrnekleri alinmigtir. MN lerin
incelenebilmesi iginm alinan kan drneklerinden 72 saatlik lenfo-
sit kiltirleri hazirlanmastir. Kiltidr sonucunda, aragtirma  gru-
hundaki her bhirey igin fototerapi tncesi 1000, fototerapi sonra-
a1 1000 adet sitokinezi bloke edilmisg ¢ift cekirdekli hicre sa—
yilarak, her bir 1gsik grubu igin toplam £28.000 hilere incelermig—
tir. Fototerapli dnecesi incelenen 28 bebekte toplam 183 MN pgéz-
lernmig ve ortalama MN frekansimin 6,33 * 0,33 oldufu, MN dagila-
minin 4-10 arasinda defisim gisterdifi saptanmigtiv. Ayni bebek-
lerin fototerapi sonrasi killtir hidcrelerinde toplam 394 MN gée—
lenmis ve ortalama MN frekansinin 14,07 = 0,60 oldufu, MN dagi-
liminain ise 8-80 arasinda defistifi gézlenmistir. Kontral grubu
igin de birey bagina 1000 adet sitekinexi bloklanmis gift gekir-
dekli hicre sayllmig ve toplam 14.000 hiecre incelenmigtir. Kont-
rol grubunda gézlenen toplam MN sayisir 1283 olup, ortalama HMM
frekans: 8,79 % 0,66 ve MN dajilimi 5-13 olarak hesaplanmigtar
{Tablo 1,4).

Aragtirma grubunuy olugturan 28 bebek, fototerapide kullarmi-
larm 1si1fin tirine gore "Beyaz Isik Alanlar" ve "Mavi Isik RAlan—
lar® olmak lzere iki gruba ayrilmistir. Bu iki grupta fototerapi
drncesi ve fotaoterapi sonras: gdzlenern MN frekansi hésaplanarak,
kendi aralarinda ve kontral grubu ile karsgilasgtirilmigtir. Buna
pire; beyaz i1sik alan 14 bebekte fototerapi dricesi 14.000 gift

gekirdekli hiicre incelermis, toplam 33 MN gézlermistir. MN dagi-
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lLintinin 410 arasinda defigtifi ve ortalama MN frekansivin 6,71
+ 0, 42 aldufu saptanmistir. Ayni bebeklerde #4=-70 saatlik fota-
terapi uygulamasindan sonra incelenen 14,000 hicrede ise top-
lam 204 MN saptanmistir. Fototerapi sormrasi MN dadiliminin  8-20
arasinda defigtifi ve ortalama MN frekansinin 14,37 = 0,88 aldu-
gu ve bu deferin fototerapi dncesi gdzlenen MN frekarngsindan
(6,71 * Q,48) istatistiksel olarak drnemli derecede yiksek oldugu
tesbit edilmigtir (p<0,001) (Tabla 2).

Mavi 1si1k alan 14 bhebekte, fototerapi dncesi incelenen si-
tokinezi bloke edilmis 14.000 ¢ift gekirdekli hicreden toplam 90
MN gézlernmis; MN dafilaiminin 5-10 arasinda dedigtigi, ortalana
MN frekansinin 6,43 £ 0,52 oldufu bulunmustur. £4=%& saat mavi
1s1fa maruz kalan bebeklerin fototerapi uygulamasindan sorra in-
celensn 14,000 hilerede taoplam 190 MN  saptanmig ve MN  dadilai-
minin 9-18 arasinda dedistifi gozlermigtir. Fototerapi sonmrasi
ortalama MM frekansinin 13,37 & 0,84 olduu ve bu defgerin fobto-
terapi dncesi gézlenen MN frekansindan (6,43 = Q,52) istitistik-
gel olarak dvemli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p0Q,001)
(Tablo 3).

Beyaz ve mavi 1§1§1n MN frekarsirna etkileri irncelendiginde
ise MN frekansinl uyarmada beyvaz ve mavi 151k arasinda ornemli
bir fark meveut oclmadify gizlermistir.

Bu istatistiksel deferlendirmeler, hiperbilirubirnemi nrede-
niyle fototerapi uygulanan bebeklerde, hem beyaz igik hem de ma-—
vi 151k uygulamasindan sormra MM frekansinda dnemli artiglar or-
taya g@iktifiny gostermistir. MN frekansindaki bu artiga hiperbi-

lirubinin kendisinin etki edip etmedifini ortaya koymak amaciyla,
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hiperbilirubinemisi olmayan safilikli 14 bebekte MN frekansi in-
celermis ve elde edilen deferler aragtirma grubunun fototerapi
dncesi ve sonmrasi MN dederleri ile kargilagtirilmigtir. Burna gé-
re; kontrol grubunuy olugturan 14 bebefin incelenen 14.000 ¢ift
gekirdekli hicresinde toplam 123 MN gézlermig ve MN dafilimiman
§-13 arasinda degistiji saptanmigtir. Kontrol grubu igin hesap-
lanan ortalama MN frekansinin 8,79 * 0,66 aldufu (Tablo 4) ve bu
deferin 28 bireyden olugan arastirma grubunun fototerapi dwncesi
artalama MN frekangi olan 6,33 £ 0,33"den p{(0, 05 dliseyinde ylUk-
gek, fototerapi sonrasi ortalama MN frekansai alan 14,07 £ Q.80 -

dan p{Q, 001 dizeyinde disiik oldufu tesgbit edilmigtir. (Tablo %).
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TARTISMA

Yenidogan hiperbilirubinemi tedavisinde halen en yayginm me-
tod sarilikliy bebeklerin floresan 1si1fina maruz birakilmasidir.
Fototerapinin hiperbilirubinemi tedavisindeki yararlarinin iyi
bilinmesi ve gok yaygin kullanilmasi, olusturdugu hasavlarin,
bzellikle 1si1kla olugan genetik anomaliler konugundaki aragtiv—
malarin gidersk artmasina neden alnustur.

Bu konuda yapilan ilk galigmalar gi&detli goridnidr  1s1fin
bakterileri dldirdiind ve Escherichia colide mutasyonlara sebep
oldugunu gdstermistir. Giinlimizde yap:ilan ga11§maiar 400 rim dalpga
boyurnun altindaki fototerapi uygulamasinin dkaryotik hicerelerin
genetik matervallerinde hasar yapabilecefini ortaya kaymustur,
Ancak bu dalga boyunun fototerapide kullamilan dalga boyundan
daha kisa oldufu bildirvilmigtir (38, 44).

Amato ve arkadaglari (1) 24 saat 420-300 nm. dalga baoyunda
mavi 1sikla fototerapi uygulanan yenldofanlarda kromozom analis-
leri yapmiglar ve sirkilisyonda bulunan lenfogitlerin pgenetik
materyalinde herhangi bir dilzensizlik bulamamigslardir. Ancak bu
calisma ile fototerapinin deri fibroblastlari ve kiz bebeklerde-
ki gelisgmemis ovaryum gibi difjer dokdlara zararsiz oldufunun
gosterilemiyecegdini vurgulamiglardir.

Hiperbilirubinemi tedavisinde kullanilan gorinidr 1gi1din
hilcreler arasi alaylar dzerindeki etkileri hakkinda ok az bilgi
maveuttur. Micrelerde 1sikla olusturulan hasara fototoksite den—
mig ve fotosensitif bir bilesik tarafindan baglatildifi agiklan—

migtivr. Bu durum in viva olarak ultraviyole 1gik ile kKimyagalla-
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rivi birlikte kullanmildif: fotokemoterapi de tamimlanmigtiv (34 4,
46) .

Sandor (39) isimli arastiric: tarafindan yapilan bir arag-
tirmada fototerapinin kromozom yapisina olam etkileri incelen—
mig, periferal lenfosit metafazlaririn kullanildifyr galismada
fototerapiden drice ve sgsornra Kromozom Kiriklarinin sayisinda
Briemli bir fark poizlenememigtir.

Roserstein ve Ducore (38)7'un galismalarinda, yenidoﬁam hi-
parbilirubineminin tedavisinde kullamilan 3 ¢esit lamba 18182
ile normal insan fibroblastlari in vitro olarak i1sinlarmis ve bu
iginlamalar ilave edilen bilirubinin varlifs ve yoklujurnda de-—
mavmigtir. Iginlanan hicrelerde her iig gesit lamba idile de DNR
Kiriklari meydana geldifgi gdriilmiigtir. Arncak ortam icerisinde
10QMg/ml bilirubinin varlifinda DNA iplikcifdinde olugarm Kirik
avrarninin 30-40 kat arttifyr gosterilmistir, biylece fotoberapi
1g1fjina maruz birakilan hicrelerde bilirubinmin DNA hasarini ar-
tiran bir ajan olarak davrandig: belirlemmigtir,

Mot icone ve Schneider (33) igsimli aragtiricilar, insarn fi-
tal akeciger fibroblastlarinda, floresarn isifiiriin, DNA harabiye-
tinin hassas bir gistergesi oclarak kabul edilen KKD frekarnsini
anlamli derecede artirdifi ve hicresel replikasyon kinetigini
baskiladifi sonucuna varmiglardir.

Berizer bir galismada Bideris ve arkadaglari (42) fototerapi-
de kullanilan floresan 1$1§in, 420-3500 nm. dalga boyundaki mavi
bardirir DNA kiriklarindan, HKardes Kromatid Dedisimlerinden ve
hiicere dlimlerinden sorumluadu oldufunu bildirmislerdir. Bu dalga

boyundaki 1gik, bilirubin tarafindan fazlaca sofuruldujundan bu



metabolitin pargalanmasina sebep olduju ileri sidridlmilgtier,

Villaescusa ve arkadaglari (49) floresan 1si1finin e@tkisini
KKD ile incelemis ve fototerapinin KKD leri artairdifin: pézle-
mislerdiv. Fakat ba=zi aragtirmacilar tarafindan yapilan bewnisw
bir galismada, fototerapinin KKD leri artirmadifs tesbhit edil-
migtir (13,283,41).

Yapilan arasgtirmalar ile yenidofarn hiperbilirubirnemi teda-—
visinde yaygin Kullanilan floresan lambalarin gérinidr 1s1§inin
etkileri Uzerine bilinenlerin gok az ve sonuglarinin da celiski-
1i oldugu gériilmiigtiir. Bu defiskenligin, kKullanilan doku gesidi-
ne, 151fin dalga boyuna, uygulama siiresine, ortamda bulunan me—
tabolitlere ve kullanilan metodlain gegidine bagl:y olabilecedi
dilgiiniilmiist lir.

Bu galaismamizda givenilirligi gegitli deneylerle gisterilen
MN metodu ile fototerapi 1si1finim genetik materyal idzerire olan
mutajenik etkileri arastirilmigtir. Caligmalarimizda in vivo
yéntemler kullanilmig ve fototerapl wygulanan bebekler esas
alirmistir. EBu bebeklerde fototerapli sorrasi gézleren MN defje—
rinin, fotobterapi dncesi gizlenen MN deferinden dnemli derecede
yilhsek oldufun saptarnmigtir (p<0,001). HKontrol grubu woclarak ele
alinarn saflikli bebeklerder elde edilern MM deferleri, arastirma
grubunda gézlenen fototerapi drncesi ve fototerapi sonrasi: MN de-—
ferleri ile kargilastirilmisgtir. Arastirma gruburnda fototerapi
incesi elde edilen MN deferlerinin, kontrol grubunda gézlenern MN
dejerlerinden digik (p(0,03) fakat, fototerapi somrasinda elde
edilern MN deferlerinin kontrol grubunda gizleven MN  dederlerin-—

den Hrnemli derecede yilksek oldufu saptarnmigtiv (p<0,001),. Arag—
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tirma grubung alusturan bebeklerin fototerapi dncesi MN frekan—
s8inin, Kontrol grubu bebeklerin MN frekansindan disilk olmasi, bu
bebeklerdeki bilirubin seviyesinin yikseklifine badl: olabilece~
gi diigliniilmiisgtiur.

Fototerapi uygulanarn bebekler, aldiklari tedavi 1s1fina go-
re beyaz 1gik ve mavi 1gik grubu olarak ayrilmis ve bu  gruplar
da kendi aralarinda karsgilastirilmigtir. Beyaz 1g1k alan bebek—
larin fototerapi oncesi MN dederleri ile mavi 1si1k alan bebekle—
rirn fototerapi oncesi MN deferleri arasindaki fark anlamsiz ol—
dufin gibi (p)0.05) beyaz 1gik grubunun fototerapi sonrasi MN de—
ferleri ile mavi i1gik gruburnun fototerapi somrasi MN deferleri
arasindaki farkinda istatistiksel olarak aniamlii: olmadif: sap—
tarmigtir (p»0.03).

Bu galigma ile gok fazla sayida hilcre sayma olanagyr safla-—
yari MN teknifinin, karyotip amalizlerindern istatistiksel yoénden
daha anlamli sonucglar verebilecedi aﬂlagilmlgtlr. Ayrica MN tek-
migfinin, gerotiksik ajanlarin arastirilmasinda, klastojenik
olaylari ve if mekanizmasindaki defektleri ortaya gikaran hassas
bir test oclarak kullanilabilecefi goisterilmistir.

Ancak MN teknifi kullanmilarak fototerapinin gerotoksik et~
kilerini arastiran galigmalara literatiirde rastlarmadig: icin bu
bulgularimizin ayrintili tartigmas: vapilamamigtir,

Bu galigmada hiperbilirubiremili bebeklere uygulanan foto-
terapi sormrasi MN frekans: fobtoterapi Gncesi ve kontrollere gire
artlamli bir artis gistermis olup, hem beyaz hem de mavi 1sifin
genatik materyal lzerine olan etkilerinin, bazi arastiricilarain

bildirdikleri kadar etkisiz olmadifi gdriisiine varilmistir.



OZET

Arastirmamizda, hiperbilirubinemi tedavisinde yaygin alarak
kullanilan fototerapinin in vive lenfosit killtirlerinde MN  oly=-
sumuni uyarip uyarmadif: incelenmistir.

Caligmamizda, aragtirma grubunu olusturan 28 bebefin foto-
terapi uygulamasindan sornra elde edilen MN deferlerinin ortala-
masi 14,07 * 0,60 vlarak bulunmug ve bu deferin fototerapl uygu=
lamagindan 6nce elde edilen deferden (6,534 % 0,33) istatistikasl
olarak dnemli devecéde yiksek oldufu bulunmugtur (pQ,001). In=
celenen bebekler kullanmilan Fototerapi 1gi1fina Qﬁwe iki pgruba
ayrilmigtir. 14 bireyden olugan beyar 131k grubunun  fatotevapi
ricesi elde edilen MN dederi &,71 0,42 olarak bulunmug ve bu
deferin mavi 1sik grubunun fototerapi dncesi elde edilen deder—
den (6,43 £ Q,5&8) istatistiksel oclarak oGremli olmadifiy saptan=
mistir (P20,05). Yine beyaz 1gik grubunun fototerapi somras: MN
defjerleri (14,57 £ 0,88) ile mavi i1sik grubunun fototerapi son—
- rag1 MN deferleri (13,57 % 0,84) arasinda istatistiksel olarak
Brnemli bir fark olmadifi pgézlenmigtir (p)Q,05).

Caligmalarimizda kontrol grubu olarak 14 sadlikli bebek sle
alivmis ve yapilan lenfosilt Kiltidrlerinde MN frekansi incelen=
migtir. Kontrol grubunda gozlenen ortalama MN deferi 8,79 0,686
ile fototerapi dncesi elde edilen ortalama MN deferi oclan 6,54
0, 33 arasindaki farkin da anlamli oldufu anlagilmigtir (pQ, 05,
Fototerapi sorrasi kKiltlirlerinden elde edilen ortalama MN dedewi
14,07 * Q0,60 olarak bulunmug ve kontrol grubu killtirlerinde pgdz-
lenen ortalama MN deferinden (8,79 % 0,668) istatistikasel olarak

tnemli derecede yiksek oldujuw bulunmustur (p(Q,001).



SUMMARY

White and blue florescent lighe is caommonly used
phatotherapeutic treatment for hyperbilirubinemic infants. The
gffect of phoatotherapy on the micronucleus (MN) induction in in=-
viva lymphocyte cultures has been investigated, and the result
were presented in this work. In our study, the mean MN valuss of
28 infants before and after the phototherapy were 6,54 £ 0,33
and 14,07 = Q,60 respectively. The increase in mean MN value
after phaototherapy was statistically significant (p<G,001).
During the therapy the half of the patients were exposed white
fluorescent light sourves and the remaining half were treated
with biuve fluorescent light sourcos. MN induction due to white
fluorescent light sourees were alightly higher than
blue light (14,57 % 0,88 vs 13,57 £ 0,84) Dbut the increase
was gtatistically insignificant {p>0, 05). Additiomal ly,
in—viva lymphooyte cultures obtained from 14 healtly babies had
mean MN values of 8,79 £ Q,66 was insignificantly higher than
pre phototherapeutic mean MN value, 6,54 * 0,33, af the
patients. This study shows that phototherapy wegavdleés of the
light sources increases MN values in in=-vivo lymphooyte

cultures.
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