
A. Ü. Veteriner Fakültesi Fi~yoloji ve Histoloji-Embriyoloji Kürsüleri
Doç. Dr. Fahrı' Bölükbaşı - Prof Dr. Osman Hassa

TAVUK ALYUVARLARINDA ÜLTRAVİYOLE İLE OLUŞ-
TURULAN HEMOLİz ÜZERİNDE İNCELEMELER

Fahri Bölükbaşı'" Attila Tanyolaç** Bahri Emre***

Studies on u1traviolet-indueed hemolysis of ehieken
erythroeytes

Summary: Ultraviolet irradiation caused chicken eT),throeytes to he-
molyse in an isosmotic solution. All the eıythroeytes studied in the same field
ımder phase contrast microscope, appeared to hemofyse completely in approxima-
tely 5 hours. Prehemolytic swellings in e~ythroC)'leswere observed. In some eryth-
roeytes, nucleus was pushed toward the cell membrane, and some local densities
were noticed in the cytoplasm, bejore hemofys£S. According to these characteris-
tics, it is assumed that hemol)'Sis ~f chicken erythroeytes might be colloid - os-
motic in nature.
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Özet: Ültraviyole ışınlaması, izoozmotik bir Ringer eriyiğindeki tavuk

alyuvarlarının hemolizine neden oldu. Fazkontrast mikroskopta, aynı görüntü
alanında incelenen alyuvarların tümü 5 saat dolayında tamamen hemolize uğ-
radılar. Alyuvarlarda heınoliz öncesi şişmeler gözlendi. Hemolizden önce bazı
alyavarlarda nuklel/s, hücre membranına do.~ru itilmişti ve sitoplazmada yer
yer ba:::.ıyoğunlaşmalar dikkati çekti. Bu özelliklere göre, taı'uk afyuvarlarında
!lemolizin, kolloid-ozmotik nitelikte olabileceği düşünülmektedir.

Giriş

Ültra\'iyole lşınlamasınll1 canlı organizmalarda pek çok etkiler
doğurduğu uzun zamandanberi bilinmektedir. Bu arada, hücre memb-
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ran geçirgenliğinin değiştiği ve özellikle yüksek doz ültraviyole uygu-
lanması halinde, kalıcı nitelikte kromozom farklılaşmalarının meydan;)
geldiği, hücrenin membran sistemleri dahil tüm morfolojik yapılarının
etkilendiği bildirimler arasındadır (I 3, 14).

Hücre membran geçirgenli.ğinin incelenmesinde, genellikle me-
meli alyuvarları kullanılagelmektedir (:1, 4, 9). Potasyumdan zengin
sodyumdan fakir olan bu korpüsküllerin membranıarında, iyonlara
karşı özel bir davranış bulunmasaydı, tersine bir ortamda yani, po-
tasyumdan fakir sodyumdan zengin olan plazmada dolaşabilmeleri
mümkün olamayacak ve içlerindeki iyon dengesi sürdürülemeyecekti
(I O). Membran özelliği ile alyuvarlar, basit anyon lara geçirgen, fakat
katyonlar ile hücre ve plazma proteinlerine geçirgen olmayan ölü
hücreler olarak düşün ülmcktedirler (I O). Dı traviyolenin memeli al-
yuvarlarında, potasyum kaylıı ve sodyum kazancı yoluyla su alarak
şişmeIerine neden olduğuna ve hemoliz oluşturduğuna ilişkin pek çok
yayınlar vardır (3, 4, 6, 9, ı2, 15). Leu ve arkadaşları (9), hernaliz
olayının alyuvar membranı proteinlerinin denatürasyonu ile şekillen-
diğine ve fotokimyasal bir prosesle başlatılan bu hemolitik mekaniz-
manın, kolloid ozmotik nitelikte olduğuna değinmektedirler.

Memeli alyuvarlarında ültraviyoIc ışınlarının hemoliz oluştur-
ma yeteneğini geniş biçimde inceleyen Cook (3), hemoliz olayının al-
yuvar membranındaki lipoproteinin, protein kısmında oluşan hasar-
dan ileri geldiğini ve böylece kolloid-ozmotik nitelikte bir hemoliz
şekillendiğini doğrulamaktadır.

Balık, kurbağa, sürüngen ve kanatlıda alyuvaı geçirgenliği ba-
kımından geniş farklılıklar bulunmasına karşın (8), hemoliz olayı pek
ele alınmamıştır. Eritrositlerin çekirdekli oluşu, aktif bir oksidatif
mekanizmanın varlığı (7) ve bU.nun katyon transport sisteminin sürek-
liliğine katkısı (I O) gözönünde bulundurulcluğunda, lıemoliz olayının
bunlarda da incelenmesinin hayli ilgi çekici olacağı bildirilmektedir
(i I).

Dltraviyole ışınlarının kurbağa alyuvarıncla da hemoliz doğur-
duğu ve bunun kolloid ozmotik bir olayolduğu bildirilmektedir (1 ı).
Literatürde ültraviyolenin civcivlerde (5) ve tavuklarda (ı), alyuvar
sayısı ve hemoglobin miktarını, tavuklarda (2) alyuvar çökme hızı ve
hematokrit değeri etkilediği belirtilmekte ise de, hemoliz konusuna
değinilmemektedir.

Bu araştırmadan amacımız, ültraviyolenin tavuk eritrositlerine
etkisini in vitro inceleyerek, konuya açıklık kazandırmaktıl".



Tavuk AIylıvarlanııua tltraviyole tıc Oluşturulan HemoIi? tzerinde İncelemeler 269

Materyal ve Metot

Denemelerimiz 5 adet Golden comet ırkı tavuklarda yürütüldü.
İbiğin bezelye iriliğinde kesilmesi suretiyle serbestçe akıtılan kan,
içinde Ethylenediaminetetraôcetic acid (EDTA) bulunan bir tüpe
alındı (I. 5 mg EDTA! i ml kan). Bundan sonra aşağıdaki prosedür
izlendi (i 1) :

EDT A'lı kan, Ringer eriyiğinde 5 kez sulandırıldı. 3000 Devirde
10 dakika ~'antrifüjc edildi n~supernatant plazma atıldı. Santrifüj
tüpünde kalan hücreler, iOmisli Ringer eriyiğinde iki kez yıkandı ve
sonunda ı:i00 oranında olacak şekilde Ringer eriyiğine konuldu, Bu
suspansiyondan, her iki yüzü optik olarak pürüzsüz olan, üItraviyole
ve görünür ışığı geçirebilecek nitelikteki silica lam (Arthur H. Thomas
Company, Micro Slide, lx2 inches, transparent silica, Cat. No.
6686-U20) üzerine 1-2 damla alınarak bir lamelle kapatıldı. Buhar-
laşmayı önlemek için lamel kenarları vazelinle slvandL Aynı tavuk-
lardan hazırlanan kontrollar, ültraviyole ışınlarını geçirmeyen cam
lamlara aynı biçimde yerleştirildi. Lamlar, 5 cm, uzaklıkta olmak üzere
2 dakika süreyle bir ültraviyole lambası ile ışınlandırıldı (Universal
UV-Lampe, Camag 220 v, 50 Hz). 8 Watt'lık ültraviyole lambası
ile 254 nm'dc yapılan ışınlamada hesaplanan enerji gücü 24.7x104
erg. cm-2• sn-1 idi.

Bir f~ızkontrast mikroskobunda her iki örneğe ait preparatlar-
da, en az 300 alyuvar içeren bir alan seçildi. Bu mikroskop alanı de-
ğiştirilmcksizin, her yarım saatta bir olmak üzere 5.5 saat süreyle he-
molize uğrayan alyuvarlar sayılarak bunların, aynı alandaki tüm
alyuv;:ırlara göre yüzde oranları saptaDdı.

Sonuçlar

Kontrollarda ve ültraviyole ile ışınlannuş örneklerde toplam
alyuvarlardan, belirli sürelerde hemoliz olanlarının yüzdeleri tabloda
gösterilmiştir.

Tablodan izleneceği gibi, ışınlanmış alyuvarlarda hemoliz olan
alyuvar yüzdesi, kontrollardakinden çok farkh olmakta ve 5.0 - 5.5
saat sonra bütün alyuvarlar hemolize uğramaktadırlar. Kıyaslama
kolaylığı bakımından, kontrol örneklerinden 0.5, 2.5 ve 5.5 saat
(Resim I), UV-ışınlılardan 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5 ve 5.5 saat sonra
(Resim 2) çekilmiş fotoğraflar da verilmiştir. ültraviyole etkisiyle al-
yuvar hemolizinin, kontrollardakinden çok daha hızlı seyrettiği gö-
rülmektedir. Hemolize uğrayacak alyuvarların şiştikleri, bazılarında



Tablo.- Kontrol ve UV-ışınh alyuvarların belirli sürelerdeki hernoliz yüzdeleri

Geçen süre
(saat) O 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

Kontrol
(%) 0.0 0.0 0.3 2.0 4.3 5.0 5.7 6.3 10.6 16.6 21.6 29.9

------ --- --- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ------

UV-ışınh
(%) 0.0 7.0 16.9 21.7 24.2 30.6 41.7 58.9 75.2 86.9 96.2 100.0
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nuklelSun bir yana itildiği, bazılarında da sitoplazmada yer yer koyu-
laşmalar olduğu dikkati <;ckmektedir. Bu özeııikler, Resim 3'te daha
belirgin görülmektedir. Hemaliz oluşl.uktan sonra ortamda sadece
nukleuslar görülmekte \'C bazı nuldeusların, beııi bcIirsi:~ bir memb-
ran!a çe\Tili hayal hücreler (Ghost eclis) i<;incie yer aldıkları dikkati
~ekmektedir. Resim 4'te de, ültraviyolc etkisiyle sitcplazmada oluşan
koyulaşma ya da toplaEmalara ilişkin bir elcktronmikroğraf verilmiş-
tir.

Tartışma

Ültraviyo1c 1~lI1lamasının civcivlerde (5) ye tavuklarda (i) alyu-
v,p- sayısı ile hemoglobin miktarında, tavukl;1rda (2) alyııvar çökme
hızı ve hematokrit değerde bazı değişmeler oluşturduğu biliıımektedir.
Tavuklar üzel'İndeki bu araşt.ırmamızda ise, ışınlamanın hcmolize de
neden olabildiği açıklığa kavi.iştlirulmaktadır. Çekirdekli olan tavuk
alyuvarlarındaki in ['ilro çalışmamızda, :\Jlaroney'iıı (I I), kurbağa
eritrosit/erini incelemedeki yöııteminden yararlanılmıştır. Işığın dalga
boyu azaldıkça hemalizin artacağı bildirimine (ı 5) uyarak ışınlama,
254 nm'de yapılmış ve hesaplanan eneıji verimi 24.7xI04 erg. cm-2•
sn-1 olmuştur.

Tablodan ve Resim 2'den arılaşılacağı gibi, ültraviyole ışınla-
masının alyuvarlarda hemolizi hızlandırdığı açıktı!'. Bu görünümüyle
bulgularımız, memeli eritrositleri (3, 4, 6, 9, 12, 15) ve nukleuslu olan
kurbağa eritrositleri (J i) için bildirilenlerle uyum halindedir. Memeli
(3, 4, 9, 12) ve kUı'bağa (I ı; eritrositkrindd:i ültraviyole hemolizi-
nin, lJOzuIan mcmhran ge(;irgenliği sonucu hücrenin su alarak şi~mesi
özeııiğiyle kolloid ozmoıik nitelikte oldıığu hildirilmekırdir. i\hi-
ze1s'in (ıO), iavuklarda katyon dağılımının imanlardakine çok benzer
oldu.ğu görü~ündel1 hareket le araştırrnamızda, alyuvarların ışınlamaya
bağlı olarak şişkin hir görünüm kazanmaları, bu bildirimInin tanık-
lar i<;in de geçerli olabileceği kanısını uyandırmaktadır.

Hcmolize uğrayacak alyuvarlarda şişmc SO!1l!CU nuklcusun bir
kenara itilnek ckzantrik I:ir görünüm kazandığı, sitoplazmad;ı yer
yc;- koyulaşınalar ya da toplanmalar olduğu dikkati çekmektedir.
Hemoliz sonucn Iıcmoglobinini kaybetmi~ çekirdekli hayal hücrelere
de rastlanmaktadır. Bu özellikler Resim 3'te daha belirgin olarak gö-
rülmektedir. Sitoplazmadaki koyulaşına ve toplanmaların, hemog-
lobinin bir özeııiği olabileceği düşünülmektedir. l'\itekim, ültraviyole
ışınlarnasıııııı tavuk trombositleriııin ince yapısına etkisini inceledi-
ğimiz araştırmamızda (ı 6), clcktronmikroskopik alyuvar kesitlerinin
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bazılarında rastladığımız bu koyulaşmaların (Resim 4), hemoglobin
toplanmasından ileri gelebileceğini sanmaktayız.

Araştırmamızda alyuvarların, Ringer eriyiği ile çeşitli işlemlerden
geçirilmiş olmasına kaqın hemoliz göstermesi, bu olayın başlatılma-
sında doğrudan alyuvar membranı na ait değişmelerin öncülük ede-
bileceği yolundaki bildirimlere (3, 6, 9) güvenilirliği arttırmaktadır.
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Yazı 7.4. i978 günü alınmıştır .

•••

....~
.,t

ı
i.

i

A
~

. ,



i
':; .•..-, ... '

~,ii.,!.

2H

i'

Fahri Büliikbaşı - Attila Tany,,)a': - Bahri Emrc

;~.

••tr."
17

•
•

•
. ';'"

•

•
••

.-• • 'i

Resim I, Koııtrol iımekleriııde A) 0,5 saaı, LL; 2,:-, saat vc C) 5,5 saat sonra şckillencu
!ıcınoliz, " 500.



Tavuk Alyu\'arlarında t'tra,"iyo!c tıc OIuşturulau IIemoliz therinde tncelemeler 275

•
.~

•

•

• "•.
'*II

•

•

.-"'~"

l., .

•

: . . . . . . .••

,a. .-
~\.i , ~J

-tb •

1
B

.':~.;:..

~~

~L



276 Falıri Bölükbaşı - Attila Tanyolar; - Bahri Eınrc

•

•',.,• •

*Ali
• • .~ .

•



Tavuk "Iyuvarlnrıuda fltraviyole tıc Olııştıırulan Hemoli. t.erinde İncelemeler 277

• ,.
••

'":!.• • "7

• •, .,
• :--{,

t__ • •
-o t

"E ~ .

•~

••,
•

• ••
•

•

0.
1

•

~.....

..": .

• ••

•

•

•

,.
•
•

f-

,,-

•
••

•
'r,.~,;-,'--::

..~~;_:,)~.,

~8i~lc,"~.L.
Resim 2. Ültra\-iyu!c ile ışınlannnş örneklerde A) 0,5 ,aat, ll) 1,5 saat, C) 2,5 saaı, D) 3,5

saat, E) 4,;) saaı ve F) 5,:) saal sonra şekiııenen hemoli •. x 500.



27B

•
Falıri nöliikhaşı - Atilla Tanyolaç - Bahri Eınre

•

'.~-.

ec

.. '.-

••• •
• .t.~

,~~."..,"-

"!;.;;c. i
11',

Resim 3. Ültraviyolc ile ışınlama sonucu, hemolize uğrayacak alyuvarlardaki şişmelcr,
nuklcusların kenara iıilmelcri vc sitoplazıııada yer yer görülen koyulaşınalar, ok'lar) hayal

hücreleri. x 1200.
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Resimi. ÜltraviyoIc etkisiyle eritrosit sitoplazmasındaki clcktron-<:\cns yığılmalar (büyük
bir olasılıkla Iıemoglohi:ı toplaıımal",-ı). x 9900.
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