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OZET

Bu ¢aligmada, fototerapi uygulanan ye-
nidoganlarin periferal kan lenfosit kiiltiirlerinde,
beyaz ve mavi flouresan iginlarinin mikronukleus
(MN) olusumu iizerine olan etkileri incelenmigtir.
Aragtirma beyaz ve mavi flouresan lambalarin kul-
lanildigi 14 er kigilik iki grupta fototerapi dncesi ve
sonrast ¢aligmalar: ile saglikli 14 yeni dogandan
olugan kontrol grubunda yapilmigtir. Bulgularimiz
beyaz ve mavi flouresan lambalarla yapilan fo-
loterapinin MN frekansini onemli derecede ar-
trdigini, ancak beyaz ve mavi flouresan iginlarinin
olugturdugu MN frekans: arasinda anlamh bir fark
bulunmadigint gostermigtir.

Anahiar Kelimeler : Fototerapi, mikronukleus
testi

SUMMARY

Induced Micronuclei by Phototherapy in New-
born Peripheral Blood Lymphocytes

In this study, the effects of white and blue fluo-
rescence lights on Micronucleus (MN) formation of
peripheral blood cultures of newborns were in-
vestigated before and after phototherapy. The study
was carried out on two groups each containing 14
newborns, and additional 14 healthy newborns is in-
cluded as control group. Our findings showed that
the light sources used for phototherapy increased
the frequency of MN considerably irrespective to the
kind of light source that was used.

Key Words : Phototherapy, micronucleus test

GIRIS

Yeni doganlarda gesitli nedenlerle meydana ge-
len sanliklar sik olarak gériilmekte olup, biiyiik bir
kisminin etiyolojisi kesin olarak saptanamamigtir.
Bununla beraber hepsi igin kullamlan tedavi yon-
temleri genellikle benzer olmugtur. 1958 de Cramer
ve arkadaglan giines 1g13ina maruz kalan bebeklerde
bilirubin  diizeylerinde diiyme oldufunu gos-
termesinden sonra fototerapi, yenidogan sanlik-
laninda kan degigimine gidilmeden once en etkili
metod olarak kullamlmaya baglanmigtir. Bu arada
fototerapiye bagh sulu sk diskilama, deri do-
kiintiileri, sivi kaybinda artig ve abdominal dis-
tansiyon gibi akut komplikasyonlar gegici ol-

duBundan dnemsenmemigtir. Ancak fiziksel ve kim-
sayal mutajenlerin genetik materyal iizerine olan et-
kilerinin bazen ¢ok ciddi ve kalict oldugu bi-
linmesine ragmen fototerapinin DNA  hasan,
kromozom aberasyonlari ve mitoz boliinme gibi
hiicresel olaylar iizerine olan ectkileri yeterince arag-
tinlmamagtir.

Son yillarda gesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin
mutajenik potansiyellerini belirlemek amaciyla pek
¢ok mutajenite testi gelistirilmistir (1,2,3). Bu tes-
tlerden biri olan Mikronuklecus (MN) tekniginin,
kromozomlarda sayisal ve yapisal anomalilere se-
bep olan fiziksel ve kimyasal mutajenlerin etkilerini
agik bir bicimde ortaya koyabilecegi gosterilmigtir.

* Bu yazi daha once 11-13 Ekim tarihleri arasinda Istanbul’da yapilan ll. Ulusal Prenatal Tani ve Tibbi Genetik
kongresinde teblig edilmigtir. Bu aragtirmanin yapilmasinda S.U. Aragtirma kurumu (Vakfi) bizi maddi olarak

desteklemigtir.
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MN'lerin mitoz bolinme esnasinda hiicrenin ana
¢ekirdegine katilamayan kromozom veya kromozom
fragmentlerinden olugtugu anlagilmig ve MN sayi-
minin hem klastojenik ajanlan hemde ig ipliklerinde
olugan defektleri incelemek amaciyla kullanilabi-
lecedi bildirilmigtir. Daha sonra Fenech ve Morley
tarafindan geligtirilen sitokinez-blok metodu (Cy-
tokinesis-block, CB) ile ¢ekirdek boliinmesi geciren
ancak sitoplazmik boliinme gecirmeyen cift ce-
kirdekli hiicreler kolaylikla belirlenerek sayila-
bilmigtir. MN’ler hiicre bdoliinmesine katilamayan
kromozom veya kromozom fragmentlerinin gos-
tergesi olarak ele alinmig, sayisal kromozom dii-
zensizliklerinin ortaya ¢ikanlmasinda karyotipik
analizlerden daha basit ve istatistiksel olarak daha
anlamli oldugu kabul edilerek pek ¢ok aragtirici ta-
rafindan kullanilmistir (2,4,5,6,7.8).

Hogstedt ve arkadaglan (9) tarafindan yapilan
bir ¢caligmada insan lenfosit kiiltiirlerinde MN olu-
sumu ¢esitli mutajenlerle uyanlmig, olusan MN'lerin
hacimleri oOlciillerek bunlarin kromozom fragmenti
veya tam bir kromozom oldugu saptanmigtir. Boy-
lece kullamilan ajanlarin  dogrudan kromozoma mi
yoksa i meckanizmasina mi etkili oldufu be-
lirlenmigtir. Benzer sekilde Ramolho ve arkadaglan
(10) tarafindan periferal kan lenfositleri nde X- 1gin-
lan ile uyanlmig kromozomal aberasyonlarin sayisal
bir gostergesi olarak MN ol¢iimleri kullanilmig ve
CB metodunun giivenirligi vurgulanmigtir. Boylece
MN tekniinin fiziksel ve kimyasal mutajenlerin

gostergesi olarak kullamilabilecedi  ortaya kon-
musgtur.
Bu c¢aligmada fototerapi uygulanan ye-

nidoganlanin periferik kan lenfosit kiiltiirlerinde in
vivo MN teknigi kulllanilarak, fototerapinin kro-
mozom yapisi ve mitoz iizerine olan etkilerinin arag-
tinlmas1 amaglanmgtr.

MATERYAL VE METOD

Bu ¢aligmada, Ocak 1990-Agustos 1990 tarihleri
arasinda S.U. Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi Has-
taliklan Anabilim Dali Yenidogan Unitesinde hi-
perbilirubinemi nedeniyle fototerapiye alinan 14’i
kiz 14’1 erkek 28 yenidogan ve kontrol grubu ola-
rakta 14 saglikli yenidogan incelendi. Arastirma gru-
bundaki bebekler kullanilan flouresan 1s13in ozel-
ligine gore beyaz ve mavi ig1k grubu olmak iizere
ikiye ayrildi. Bu bebeklerde gestasyonel yasin 37
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haftadan, dogum afirhiginin 2500 gr. dan fazla, ya-
sinin 72 saatten az olmasi, ayrica hiperbilirubinemi
diginda bagka probleminin olmamas: ozellikleri aran-
di. Fototerapi, beyaz ve mavi (Phillips 20W/52)
6’sar adet flouresan lambalarla, gézler hari¢ tim vii-
cuda 40 cm yukarnidan uygulandi.

Kontrol grubu olarak, gestasyonel yaslart 38-40
hafta, dogum agirhfi 2500-4000 gr, yasglan 3-6 giin
arasinda degigen, yenidoZan sarithifi dahil herhangi
bir problemi olmayan, 6's1 kiz 8'i erkek 14 birey ¢a-
Ligildi

a) MN Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi :

MN testi igin aragtirma gruplanindan, fototerapi
once ve sonrasinda olmak iizere iki, kontrol gru-
bundan bir kez kan alindi. Alinan kan ornekleri % 20
Fetal Calf Serumu (Gibco), % 3 Phytohemaglutinin-
M (Gibco) iceren 5 ml 'lik Mc Coy 5A (Gibco) besi
ortamina steril olarak ilave edildi. Sitokinezi inhibe
etmek igin iireme peryodunun 44, saatinde son kon-
santrasyonu 3.0 pg/ml olacak sckilde Cytochalasin-
B (Cyt-B) ilave edildi ve 113in fotolitik etkisinden
korunmak amaciyla aliiminyum ka@itlara sanlarak
72 saat’ lik kiiltir peryodunu tamamlamak iizere
37°C lik etiive kaldinldi. Ureme peryodunu ta-
mamlayan kiiltiirler, konik santrifiij tiiplerine ak-
tarild: ve 1000 rpm’ de 7' santrifiij edildi. Siipernatan
atild:1 ve siispanse edilen hiicre kiimesi iizerine taze
olarak hazirlanmig tesbit solusyonundan (3:1 Me-
tanol : Asetik Asit) 5-6 ml ilave edilerek 1000 rpm’
de 7 santrifiij edildi. Tesbit solusyonu ile yikama is-
lemi iki kez tekrarlandi. Siispanse edilen hiicreler,
temiz ve kuru lamlara yayilip havada kurutuldu.
Kodlanan preparatlar hemen % 5 lik Giemsa ile 5
dk. boyandu.

b) MN' lerin Degerlendirilmesi :

MN' lerin tanmmlanmasinda Heddle ve arkadas-
larinin (11) kullandidi kriterler esas alindi. Bu kri-
terlere gore; 1) MN capimin, esas g¢ekirdegin 1/3'
tinden daha az olmasma, 2) Mikrovida ile oy-
nandiginda, kiigiik boya parcalant gibi 15181 kir-
mamasina, 3) Boya alma yoZunluunun esas ce-
kirdek ile aym olmasma veya daha acik
boyanmasina, 4) Bir ¢ekirdegin 2' den fazla MN
olugturmamasina, 5) Sadece sitokinezi bloke edilmig
hiicrelerdeki MN lerin sayilmasma 6zen gosterildi.

Aragtirma ve kontrol grubuna alinan her birey
icin fototerapi oncesi 1000, fototerapi sonrasi 1000
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ve kontrol grubu igin de 1000 sitokinezi bloke edil-
mig hiicre sayildi. 100x biiyiitmede incelenen hiic-
relerin sitoplama simrlan titizlikle kontrol edilerek
¢ift ¢ekirdekli hiicrelerde MN oram belirlendi.
(Resim 1).

BULGULAR
Calismamizda, hiperbilirubinemi nedeniyle fo-
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toterapi uygulanan toplam 28 bebek ve fototerapi al-
mamig saghkli 14 bebekte, MN frekanslan in-
celenmigtir. Aragtirma grubuna alinan bireylerin da-
gihmi ve MN degerleri Tablo-1' de, kontrol
grubunun degerleri ise Tablo-4' de verilmigtir.

Aragtirma grubunu olugturan 28 bebek, fo-
toterapide kullanilan 11fin tiiriine gore “Beyaz Isik

Resim 1. Sitokinezi bloke edilmis MN'li hiicre

Tablo 1. Aragtirmaya alinan bireylerin dagilimi ve MN degerleri

Birey Sayisi  Incelenen Toplam CB Hiicre Sayist  Sayilan MN Miktan ~ MN Dagilinu
(Her birey igin 1000 CB hiicre)
Aragtirma Grubu: F.Q. ES. EO. ES. EQO. Es EO. ES.
A- Beyaz Igik 14 14 14000 14000 93 204 4-10 8-20
B- Mavi Isik 14 14 14000 14000 90 190 5-10 9-18
Toplam: 28 28 28000 28000 183 394 4-10 8-20
Kontrol Grubu : 14 14000 123 5-13
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Alanlar” ve “Mavi Igik Alanlar” olmak iizere iki
gruba ayrmigtir. Beyaz 1gik alan olgularin fo-
toterapi  sonrasi ortalama MN frekansmn
14.5740.88 olduBu ve bunun fototerapi oncesi go-
lenen MN frekansindan (6.7110.42) istatistiksel ola-
rak Onemli derecede yilksek oldufu saptanmigtir
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(p<0.001) (Tablo-2). Mavi 1s1ik alan olgularin fo-
toterapi sonrasi ortalama MN frekansinin 13.57+0.84
oldugu ve bu degerin fototerapi Oncesi gozlenen MN
frekansindan (6.4310.52) istatistiksel olarak onemli
derecede yiiksek oldugu belirlenmigtir (p<0.001)
(Tablo-3).

Tablo 2. Beyaz ile fototerapi uygulanan olgularin uygulamadan énce ve sonra MN degerleri

No Yas (giin) /Cins. Gebelik Siiresi (Haf.) Agwhk (g) Bil Degeri (mg/dl) Fot. 6ncesi Fot. Sonras1 Fot. Siiresi (st)

1 3E 38 2500 14.6 4 8 48
2 3K 41 3600 162 6 12 48
3 3K 40 4000 13.6 4 13 48
4 3E 39 3700 15.2 10 19 40
5 3E 39 3800 12.8 5 14 30
6 2K 39 3000 148 9 16 48
7 3K 40 3800 17.6 6 17 48
8 3K 40 3000 139 10 20 410
9 3K 39 3100 13.6 6 14 39
10 3K 40 3000 153 6 13 70
11 3E 40 3400 13.8 6 11 24
12 2K 411 3900 14.7 7 13 40
13 3K 40 3400 15.6 6 16 30
14 3E 40 3600 144 8 18 48
Fototerapi on: Top: 93 Ort: 6.71 St. Hata: 0,42 MN Dag: 4-10
Fototerapi Son: Top: 204 Ort: 14.57 St. Hata: 0.88 MN Dag: 8-20
P<0.001 Fot. Siiresi Dag: 24-70

Tablo 3 . Mavi 15k ile fototerapi uygulanan olgularda uygulamadan énce ve sonra MN degerleri

No Yas (giin)/Cins. Gebelik Siiresi (haf) Agwlik (g) Bl. Degeri (mg/dl) Fot. oncesi Fot. Sonrasi Fot. Siiresi (saat)

1 3E 40 3500 134 6 10 30

2 3E 39 3000 13.7 7 15 36

3 2K 40 3400 16.4 5 14 30

4 2E 39 3800 13.6 8 17 48

5 3E 40 2700 14.7 4 10 42

6 2K 39 3800 18.0 8 18 96

7 3K 40 3600 17.8 5 14 72

8 3E 41 3900 12.6 5 11 70

9 3K 40 2850 134 6 9 36
10 3E 40 3400 13.8 6 13 30
11 3E 40 3000 149 5 10 62
12 2E 39 3100 144 10 15 24
13 3K 40 3600 14.7 7 16 48
14 3K 39 3300 17.5 8 18 72
Fototerapi 6n. : Top.: 90 Ort. : 6.428571 St. Hata: 0.52 MN Dag: 5-10
Fototerapi Son.: Top.: 190 Ort. : 13.57142 St. Hata: 0.84 MN Dag: 9-18

p<0.001

Fot. Siiresi Dag: 24-96
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Beyaz ve mavi isifin MN frekansina etkileri in-
celendiginde ise MN frekansim1 uyarmada beyaz ve
mavi 1gik arasinda onemli bir fark mevcut olmadif
gozlenmistir.

Kontrol grubu i¢in hesaplanan ortalama MN fre-
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kansinin 8.794+0.66 oldugu ve bu deferin aragtirma
grubunun fototerapi ©Oncesi ortalama MN fre-
kansindan (6.53+0.33) p<0.05 diizeyinde yiiksek, fo-
toterapi sonrast ortalama MN frekansindan
(14.0740.60) p<0.001 diizeyinde diisiik oldugu tesbit
edilmigtir (Tablo-5).

Tablo 4. Kontrol grubunu olugturan olgularda MN degerleri

1 4 E 39 3100 7

2 4 K 40 3810 10

3 6 K 40 3500 9

4 3 E 39 3400 12

5 4 E 39 2500 11

6 4 E 39 3500 10

7 4 K 40 3600 13

8 6 K 41 4000 11

9 4 E 40 3200 8

10 6 K 40 3200 8

11 4 K 39 3300 7

12 5 E 39 3600 6

13 6 E 40 3700 5

14 4 E 40 3800 6

MN; Top: 123 Ort: 8.79  St. Hata: 0.66  Dag: 5-13

Tablo 5. Fototerapi ile gozlenen MN frekansinin énem kontrolii
Toplam MN Ortalama MN Frekans:1 + S.H
Aragtirma Grubu: EO ES EO ES
A- Beyaz Igik (14 birey) 93 204 6.71+0.42 14.57+0.88
B- Mavi Igik (14 birey) 9 190 6.43+0.52 13.5740.84
Toplam (28 birey) 183 394 6.54+0.33* 14.07+0.60**

Kontrol Grubu: (14 birey) 123 8.78+0.66

*

Kontrol grubunun ortalama MN frekansindan 6nemli derecede diisiik (p<0.05)

** Kontrol grubunun ortalama MN frekansindan dnemli derecede yiiksek (p<0.001)
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TARTISMA

Fototerapinin yenidogan hiperbilirubinemi te-
davisinde ¢ok yaygin kullanilmasi, flouresan igigin
etkilerinin ¢egitli testlerde daha aynntili olarak in-
celenmesini gerekli hale getirmigtir.

Yapilan bir caligmada Ameto ve arkadaglan (12)
24 saat 420-500 nm dalga boyunda mavi igikla fo-
toterapi uygulanan yenidoganlarda kromozom ana-
lizleri yapmiglar ve sirkiilasyonda bulunan len-
fositlerin  genetik metaryalinde herhangi  bir
diizensizlik saptayamamiglardir. Ancak bu c¢alisma
ile fototerapinin deri fibroblastlan ve kiz be-
beklerdeki gelismemis ovaryum gibi diger dokulara
zararsiz  oldufunun  gosterilemeyecefini  vur-
gulamiglardir. Benzer bir ¢caligma da Sideris ve ar-
kadaglan (13)tarafindan yapilmig ve fototerapide
kullanmilan flouresan 1s1Zin 420-500 nm dalga bo-
yundaki mavi bandinin DNA kiriklarindan, Kardeg
Kromatid Degigimlerinden ve hiicre oliimlerinden
sorumlu olduu bildirilmigtir. Aynica bu dalga bo-
yundaki igigin  bilirubin tarafindan fazlaca so-
guruldufu ve bu metabolitin parcalanmasina neden
oldugu ileri siiriilmiigtiir.

Rosenstein ve Ducore (14) yaptiklann bir ¢a-
lismada, yenidogan hiperbilirubinemi tedavisinde
kullanilan 3 tip flouresan 1131 ile normal insan fib-
roblastlarim1 bilirubin varhiginda ve yoklufunda in
vitro olarak 1ginlamiglar ve bu hiicrelerde her 3 tip
flouresan lamba ile de DNA kiriklan meydana gel-
digini bildirmiglerdir. Ancak 100 pg/ml bilirubinin
varhiginda DNA iplikciginde olugan kink oraninin
3040 kat artifim1 gostererek fototcrapi 1s1fina
maruz brrakilan hiicrelerde bilirubinin DNA hasarini
arttiran bir ajan olarak davrandigini savunmuglardir.

Monticone ve Schenider (15) DNA harabiyetinin
hassas bir gostergesi olarak kabul edilen KKD tek-
nidini kullanarak yaptiklan bir ¢aligmada flouresan
igifinin insan fotal akciger fibroblastlannnda KKD
frekansin1 anlamli derecede artirdid1 ve hiicresel rep-
likasyon kinetiini baskiladifi  sonucuna var-
muglardir, Aym ydntemi kullanan Villacscusa ve ar-
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kadaglan (16) tedavide kullanilan fototerapinin pre-
matiirelerde daha bariz olmak iizere yenidoganlarda
KKD oranm artirdigini bildirmiglerdir. Fakat difer
baz1 aragtirmacilar tarafindan yapilan benzer ca-
ligmalarda fototerapinin KKD frekansimi artirmadigi
tesbit edilmigtir (17, 18, 19).

Sandor (20) tarafindan yapilan bir calismada fo-
toterapinin kromozom yapisina olan etkileri periferal
kan lenfosit kiiltiirlerinden elde edilen metafazlarda
incelenmig, fototerapiden Once ve sonra kromozom
kinklaninin sayisinda énemli bir fark olmadid1 bil-
dirilmigtir.

Bizim galismamizda hiperbilirubinemi nedeni ile
fototerapi alan yeni doganlarda flouresan igiinin,
mitoz boliinme ve kromozomlar iizerine olan etkileri
MN teknidi ile incelenmigtir. Aragtirmada fototerapi
sonrasinda beyaz igik grubunun ortalama MN fre-
kans:1 14.57+0.88, mavi g1tk grubunun 13.57+0.84
olarak bulunmug ve bu degerlerin fototerapi 6ncesi
gozlenen MN frekansindan (6.57+0.47) ve kontrol
grubu igin saptanan MN frekansindan (8.78+0.66) is-
tatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
saptanmigtir (p<0.001).

Yenidoganlarda fototerapi uygulamasindan sonra
MN frekansinda gozledifimiz artig, daha once ya-
pilan ¢aligmalann (12,20) sonuglan dogrultusunda
degerlendirildiginde, flouresan 15131n aneuploidi uya-
ran bir ajan olabilecedini diisiindiirmektedir. Ayrica
kontrol grubunda MN frekansimin, arastrma gru-
bunun fototerapi oncesi MN frekansindan yiiksek ol-
mast bilirubinin MN olugumunu uyaran bir faktoér ol-
madiim gostermekiedir.

Caligmamizda beyaz ve mavi 1g1k veren flouresan
lambalarin etkileri ayrni ayn aragtrilmig, beyaz ve
mavi 1§k alan her iki grupta da MN frekansinin art-
ug1 ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadigi anlagilmigtir. Bu nedenlerle, fo-
toterapinin genetik materyal iizerinde olumsuz et-
kilerinin varlif1 ve bu konudaki aragtirmalanin daha
ayrintih olarak siirdiiriilmesinin gerekli oldufu go-
riigiine vanlmigtir.
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