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en elektrone. In Bykomstige reeks eksperimente is ook ge=

1.0 INLEIDING

Menslike limfosiete in kultuur is bestraal met X-strale

doen waar bleomisien, endoksaan en 5-fluoro-urasiel by die

kulture gevoeg is. Die doel van die ondersoek was as volg:

(i) Om die invloed van ioniserende strale, elektrone en

sitostatika op die D.N.A. van die limfosiet, op In

chromosomale vlak, te bepaal in terme van:

(a) Die invloed op die mitotiese indeks.

(b) Chromatied-aberrasies, oftewel gapings of breuke

in In enkele chromosoomarm nadat dit gedupliseer

het.

(c) Chromosoom-aberrasies, d.w.s. die ontstaan van

sentriese of asentriese fragmente voor die leng=

teverdeling van die chromosoom in chromatiede.

(d) Die posisionele verandering van In chromosoom=

segment binne dieselfde chromosoom (intraruil)

of tussen verskillende chromosome (interruil) .

(ii) Die meganisme te bestudeer waardeer stralingsgeindu=

seerde chromosoom-aberrasies ontstaan.

(iii) In Vergelykende studie te maak tussen die aberrasies

verkry by verskillende dosisse X-strale, elektrone en

sitostatika.
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1.1 LITERATUUROORSIG

.Dit is In bekende feit dat aberrasies in chromosoomstruk=

tuur (chromosomale aberrasies of strukturele veranderinge

in chromosome) en veranderinge in chromosoomgetal teen In

lae tempo spontaan in somatiese en geslagselle van plante

en diere kan ontstaan en dat die frekwensie van hierdie

aberrasies vermeerder na blootstelling aan ioniserende

strale. Alhoewel In groot deel van die geinduseerde chro=

mosomale aberrasies kan optree as dominante letale effekte,

het alle aberrasies nie die onmiddellike verlies van lewens=

vatbaarheid tot gevolg nie, maar kan hul as mutante verander=

inge oorgedra word aan die nageslag van die sel of bestraalde

individu.

Tot betreklik onlangs is die meeste navorsingswerk gedoen

op species met In relatiewe klein aantal groterige chromo=

some. Ekstrapolasie van gegewens hierdeur verkry, kon nie

sonder meer op menslike chromosome gedoen word nie, aange=

sien die stralingssensitiwiteit van menslike chromosome as

verwysingspunt moet dien. Die logiese uitvloeisel hiervan

was dus dat sedertdien In groot hoeveelheid navorsing op

menslike chromosome gedoen is om hul sensitiwiteit ten op=

sigte van ioniserende strale te bepaal.

Koernicke (1905) (1) was die eerste persoon om aan te toon dat

ioniserende strale chromosome kan fragmenteer en herrangskik=

kings in chromosomale struktuur tot gevolg kan hê.
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Hy het die blomknoppe van die plant Lilium martagon geneem

en dit aan radiumstrale blootgestel. Dertig jaar later

het Karl Sax die plant Tradescantia gebruik om die induksie

van chromosoomaberrasies deur X-strale aan te toon. Tot

ongeveer tien jaar gelede is die meeste werk in hierdie

veld gedoen op plante en diere wat geskik was vir telings=

eksperimente, byvoorbeeld die vrugtevlieg Drosophila.

In die jare vyftig is tegnieke ontwikkel wat dit moontlik

gemaak het om roetine sitogenetiese ondersoeke op soogdiere,

waaronder ook die mens, te doen. Die ondersoek van menslike

chromosome is gekniehalter deur verskeie tegniese probleme

wat oorbrug moes word. Een hiervan is die relatiewe groot

hoeveelheid chromosome per sel, en dat hierdie chromosome

neig om te klompeer en oormekaar te lê. Deur die toevallige

fout van In tegnikus, het Hsu en Pomerat in 1952 gevind dat

wanneer In hipotoniese oplossing by selkulture gevoeg word,

dit swelling van die selle tot gevolg het, sodat hul bars en

die chromosome vry van mekaar lê(2).

Joe Hin Tjio en Albert Levan het hierdie verbeterde tegniek

gebruik in embroniese longweefsel kulture, en dit het hul in

staat gestelom in 1956 bo alle twyfel vas te stel dat die

mens 46 chromosome per somatiese selkern bevat.

Ondersoeke wat volgens hierdie metodes gedoen is, het egter

ook hul beperkende faktore gehad. Alhoewel dit ons in staat

gestel het om somatiese chromosome van verskeie tipes weef=

sel te ondersoek, d.w.s. of deur In kultuur of van stukkies

biopsie-materiaal, was daar geen tegniek waarop maklik be=



skikbare weefselondersoek kon word nie. In 1960 vind
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dr. Peter NowelI egter verskeie selle in mitose nadat hy

bloed waarby phytohemagglutinien gevoeg is, geinkubeer

het(3). Hierdie phytohemagglutinien (P.H.A.) is In boon=

tjie ekstrak wat jare reeds gebruik word om rooiselle van

die ander bloedkomponente te skei. Colchicine is gebruik

om seldeling tydens die metafase stadium te stop deurdat dit

spoelvorming verhoed. Hierdeur ontstaan dan In korttermyn

kultuur van perifere bloed limfosiete.

Die eerste persone wat bogenoemde tegniek gebruik het om

die effek van X-strale op menslike chromosome te ondersoek,

was Tough et al (1960) (4)• Hulle het die chromosome van

twee pasiënte met ankilerende spondilose ondersoek na tera=

peutiese behandeling met X-strale en veral gelet op nume=

riese sowel as strukturele abnormaliteite van die chromo=

some. Geen poging is egter aangewend om tussen die verskil=

lende tipes strukturele abnormaliteite te onderskei nie. Hul

vind dat hierdie abnormaliteite In hoogtepunt bereik op die

derde dag na bestraling, terwyl daar op die vyfde dag In

merkbare afname was, met In terugkeer na die normale. Dit

was dus In in vitro ondersoek na aberrasies wat in vivo ge=

Induseer is.

Spoedig is navorsing in verskeie rigtings gekanaliseer. So

byvoorbeeld is die selsiklus ondersoek om te bepaal hoe dit

in kultuur beInvloed word deur P.H.A., asook wat die invloed

van X-strale op die selsiklus is. Ander rigtings wat onder=
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soek is, was in vivo bestraling gevolg deur in vivo onder=

soek, in vitro bestraling en ondersoek van chromosome. Na=

mate die kennis van die molekulêre aspekte van genetiese ma=

teriaal verbreed het, is heelwat werk gedoen om die effek

van ioniserende strale op D.N.A. te bepaal. Met die ontwik=

keling van hoë energiebronne soos die verskillende tipes

versnellers, kon toedieningsdosisse en tempo van toediening

verhoog word. Hierdie versnellers kon afgesien van ionise=

rende strale, ook elektrone produseer, wat vir dieselfde

ondersoeke gebruik kon word.

1.1.1 Die Selsiklus

Omdat selle in aktiewe proliferasie deur stadia van D.N.A.

sintese en nie-sintese tussen opeenvolgende mitoses gaan en

omdat radiobiologiese skade tot 'n mate beInvloed word deur

die fase van die siklus waarin die sel verkeer, word in die

eerste plek gekyk na die eienskappe van die selsiklus van

proliferende selle.

Een van die kenmerke van normale eukariotiese selle, is dat

daar 'n definitiewe sikliese volgorde van sintese, groei en

verdeling is met uitsondering van die tyd wanneer hul hul

van die selsiklus onttrek om in 'n rustende fase te verkeer.

Hierdie siklus word gerieflikheidshalwe in vier fases ver=

deel, nl. Gl, 5, G2 en M. Die eerste drie fases word van

mekaar onderskei volgens die verskillende molekules wat in

elke fase gesintetiseer word, terwyl die vierde die fase van

mitose of seldeling is(5). Laasgenoemde is die fase waarty=



dens chromosome onder die ligmikroskoop waargeneem kan word.

Deur middel van outoradiografiese studies waarin getritieerde

timidien as voorloper van D.N.A.-sintese gebruik is, kon vas=

gestel word dat die D.N.A. van chromosome gesintetiseer word

gedurende In kort pouse (die S fase) tussen twee opeenvolgende

mitotiese delingsfases(6). Die D.N.A.-sintese fase word van
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die voorafgaande mitose geskei deur GI, en van die volgende

geen D.N.A.-sintese dan plaasvind nie.

Die makromolekules wat tydens GI en G2 vervaardig word,

word bepaal deur In gemerkte voorloper by te voeg wat spe=

sifiek vir die besondere tipe makromolekuul is en daarin

geïnkorporeer word(7).

mitose deur G2. Laasgenoemde periodes word onderskei omdat

Differensiasie

DNA-inhoud

Fase

Figuur 1: Diagram van die selsiklus.
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Die lengte van die selsiklus varieer. Daar is verskille

tussen verskillende persone, tussen verskillende selpopu=

lasiesin dieselfde persoon, asook tussen verskillende sel=

kulture van dieselfde persoon geneem oor In sekere periode

(8, 9, 10) S, G2 en M is relatief konstant in lengte en

duur ongeveer 6, 2 en 0,5 tot 1 uur onderskeidelik, terwyl

die tydsduur van Gl kan varieer van In kort rukkie tot 12

(lO, 11)uur • Gl mag selfs van sel tot sel binne dieselfde

sellyn varieer. Die aantal selle in In gegewe fase van

die selsiklus is proporsioneel tot die lengte van die fase.

Al die selle in In gegewe tipe weefsel is nie noodwendig

aktief besig om te prolifereer nie. Die groeifraksie (G.F.)

soos gedefinieer deur Mendelsohn(9), is die verhouding van

die aantal selle in siklus tot die totale aantal selle

(Ts/Tc) (11). Hierdie verhouding kan slegs teoreties bepaal

word, waar Tc as die gemiddelde tydsduur van die selsiklus

geneem word. Die aantal selle in siklus word bepaal deur

D.N.A. merking.

1.1.1.1 Die effek van Colcemid op die selsiklus

Die alkaloied colchicine se blokkerende effek op selle in

mitose, is vir die eerste keer in 1889 deur Pernice(ll) ge=

demonstreer. Hy het na toediening van colchicine aan honde

gevind dat daar In groot aantal verdelende selle in die

kripte van LieberkUhn en epiteliumselle van die maag

teenwoordig was. Hy het ook gemerk dat daar In afwesig=

heid was van latere stadia van verdeling (waarskynlik ana=
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fase en telofase). Die eerste persone wat colchicine in

die studie van selkinetika gebruik het, was o.a. Ludford

(1936), Brues (1936), Smith en Gardner (1937) (11)•

Colcemid se funksie is beperk tot die inhibering van mito=

se en affekteer nie enige ander fase van die selsiklus

nie(12). Dit word bewys deur die feit dat die totale ge=

nerasietyd na die toevoeging van colcemid, presies ooreen=

stem met dié soos verkry deur die meting van die groeitempo

van selkulture en die direkte bepaling van die generasietyd

deur bepaling van die gemiddelde tyd tussen mitoses in 'n

aaneenlopende sellyn deur die gebruik van kinematografie(7).

Indien colcemid in die korrekte dosis by 'n selkultuur ge=

voeg word, word alle selle wat die mitotiese fase binnegaan,

se deling in metafase gestop(llf. 'n Periode van vertraagde

aksie bestaan tussen die toediening van colcemid en die werk=

like inhibering van spoelformasie. Hierdie periode wissel

tussen 15 en 30 minute. Die reaksie van selle wat reeds in

mitose verkeer tydens toediening van colcemid, verskil in

verskillende soorte selle. In die geval van ovariële selle

van die Chinese hamster, word slegs dié selle in metafase ge=

stop wat nog nie in die mitotiese fase was tydens toediening

van colcemid nie. By longselle van die Chinese hamster en

menslike limfosiete daarenteen, word dié selle wat reeds in

die mitotiese fase is, ook deur colcemid geblokkeer. 'n

Moontlike verklaring vir hierdie verskil is dat spoelformasie

in die ovariële weefsel op 'n vroeër stadium plaasvind as in
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die longselle, m.a.w. op In tydstip voor chromosomale kon=

densasie, wat as die begin van mitose beskou word, d.w.s.

wanneer mitose nog nie in In sel waargeneem kan word nie(7).

Die akkumulasie van selle in mitose na die toediening van

colcernid, kan deur die volgende formule bereken word(7).

Log (1 + N ) = 0,301 (T + t)m T m

waar:

N = gedeelte van die selpopulasie in mitosem

T = generasietyd van die kultuur

T = tydsduur van mitosem

t = tydsverloop sedert toediening van colcernid.

In spesifieke makromolekuul gelnkorporeer word. Die colce=

Log (1 + N ) staan dan bekend as die akkumulasie-funksie.m

Een van die praktiese toepassings van hierdie formule is

in die kartering van die selsiklus om die presiese tyd te

bepaal wanneer In spesifieke makromolekuul gesintetiseer

word. Hiervoor word In gemerkte voorganger benodig wat in

mid en voorganger word dan gelyktydig toegedien. Alle meta=

fases word eers getel om In gewone akkumulasiefunksie te be=

paal, en daarna word slegs die gemerkte mitoses getel. Die

tydsverskil tussen die twee akkumulasie funksies s6 verkry,

verteenwoordig dan diê tydsverloop tussen die aanvang van

mitose en die punt vroeër in die selsiklus waar sintese van
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die makromolekuul geëindig het.

1.1.1.2 Die effek van P.H.A. op die selsiklus

Die limfosiet is lank beskou as In nie-delende sel. Lim=

fosiete in perifere bloed kulture, wanneer hul met P.H.A.

gestimuleer word, kan egter transformeer tot blastselle(15).

Verskillende persone reageer egter verskillend op PHA-stimu=

lasie(14). Dieselfde persoon salook oor In tydperk van

maande, verskillend reageer, sodat daar In groot variasie

in die tempo van mitose binne dieselfde indiwidu bestaan(8).

Verskille in die kultuurmedia speel hier nie In rol nie,

omdat dieselfde verskille in mitotiese indeks met verskil=

lende media verkry word.

sie kom voor in o.a. die timus, leukopenie en is teenwoordig

Indien die selsiklus op sigself konstant bly, kan hierdie

variasies toegeskryf word aan faktore teenwoordig in die

plasma wat by die kulture gevoeg word. Humorale substanse

wat lei tot In verhoging in die tempo van limfosiete produk=

wanneer limfositose plaasvind. Daar is voorgestel dat al

hierdie substanse limfopoiëtien is en dit kon aangetoon word

dat die lirnfopoiëtien teenwoordig in chroniese limfatiese

leukemie serum, mitose verder stimuleer in PHA gestimuleerde

menslike limfosiete(8). Dit is dus moontlik dat die vari=

asie van die mitotiese indeks binne dieselfde indiwidu, die

gevolg is van die variasie in die hoeveelheid limfopoiëtien

en ander reguleerders teenwoordig in die plasma. Omdat limfo=
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sietkulture nie baie suksesvol is sonder die byvoeging van

plasma nie, is so 'n variasie onvermydelik.

Byvoeging van PHA tot limfosiet kulture affekteer nie die

selle wat alreeds DNA-sintese ondergaan nie. Dit veroor=

saak dus sintese van DNA en die aanvang van mitose in 'n

gedeelte van die selpopulasie, wat feitlik sonder uitsonder=

ing geIdentifiseer is as blastselle. Die meganisme van PHA

stimulasie hou verband met 'n verhoging in selmetabolisme

aangesien daar 'n verhoging in DNA en proteiensintese ty=

dens die vroeë stadia van limfosiettransformasie voorkom.

Conard en Demoise(13) het in 1970 d.m.v. outoradiografiese

tegnieke aangetoon dat daar 'n sitoplasmiese lokalisasie

van getritieerde PHA in menslike limfosietkulture is, en

dat die hoogste aktiwiteit in mitochondriale fraksies voor=

kom. Mitochondria speel dus 'n groot rol in sellulêre me=

tabolisme.

dood beskou. Na In aantal selgenerasies is die kultuurfles

1.1.1.3 Ioniserende strale en die selsiklus

Die mees ooglopende gevolg van die bestraling van selkulture,

is die inhibering van groei(16). Dit is die gevolg van in=

menging op verskeie gebiede met selproliferasie, waarvan die

belangrikste waarskynlik die verlies is om voort te plant.

Die oorgrote meerderheid van die selpopulasie verloor die

vermoë van herhaalde proliferasie na die absorbering van do=

sisse van 'n paar honderd rads en word dan mikrobiologies as
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gevul met metaboliese onaktiewe vorme en sel-debris, sodat

die selle dan ook as fisiologiese en morfologies dood beskou

kan word. Op In nog later stadium sal die oorlewende selle

egter prolifeer en die kultuurfles vul.

Permanente inhibering van selproliferasie en die induksie

van seldisintegrasie vind nie onmiddellik na bestraling

plaas nie (generasie 0), d.w.s. die sel mag nog een of

meer mitotiese siklusse voltooi. Na In dosis van bv.

500 rads mag die meeste selle in die populasie deel en

voortgaan na die volgende siklus (generasie 1). Dit is

eers tydens die tweede mitose dat party selle hul vermoë

tot'proliferasie verloor. As gevolg van hul beperkte pro=

liferasievermoë, vorm hierdie reproduktief gedoemde selle

klein "abortiewe" kolonies. Verdelings wat tot sulke ko=

Ionies aanleiding gee, is dikwels abnormaal. Sitpplasmiese

brue kom tussen susterselle voor, en die voorkoms van ver=

smelting het reuseselle tot gevolg, wat kenmerkend in groot

hoeveelhede in bestraalde kulture voorkom.

Direk na bestraling vind In verlaging in die mitotiese in=

deks plaas en dit mag binne een uur tot nul daal. Dit word

gevolg deur In herstel van die mitotiese indeks .tot In vlak

gelyk aan of selfs hoër as dié in In nie-bestraalde selkul=

tuur. Hierdie kenmerk staan bekend as stralings-geinduseerde

mitotiese vertraging(17). Geen verskille in mitotiese ver=

traging kom in kulture voor na in vivo en in vitro bestraling

. (14)nl.e •



as wat die onomkeerbaar beskadigde selle ooglopend normaal

bly, word die homeostatiese reguleringsmeganisme nie in werk=

ing gestel nie, met In gevolglike lae selomset, verlaagde stra=
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Die sensitiwiteit van In sel ten opsigte van bestraling is

nie konstant deur sy selsiklus nie(9). Ioniserende strale

het absorpsie van energie tot gevolg, wat gewoonlik groot

genoeg is om enige molekulêre verbinding te breek. Die va=

riasie in oorlewing na In lae energie-oordrag weerspieël

waarskynlik die ouderdomsafhanklike vermoë om skade te oor=

kom, aangesien die graad van skade in vergelyking met oor=

lewing grootliks afhanklik van ouderdom is. Selle besit

dus In groter vermoë om subIetale skade te herstel tydens

D.N.A.-sintese of net daarna(2l, 23)

Hierdie ouderdomsafhanklike sensitiwiteit van selle ten op=

sigte van bestraling is baie kompleks en word deur verskeie

faktore beinvloed, nl.: Die verskil in generasietyd tussen

verskillende selle in dieselfde populasie, die verskil in

tydsduur van die fase, die verskil tussen fases waarin be=

straling plaasvind en verskille by verskillende dosisse.

Die duur van die generasietyd is soos reeds genoem, nie die=

selfde vir alle selle in In populasie nie(9). Hierdie onder=

linge verskil is soveel as 10 tot 20 persent(lO), wat mee=

bring dat selle wat aanvanklik goed gesinchroniseer was, neig

om te desinchroniseer binne die tydsverloop van een generasie.

Na bestraling vind daar gewoonlik selverlies plaas. Verskeie

homeostatiese meganismes bestaan egter vir die kompensasie

van die selverlies, bv. verkorting van die selsiklus. Solank
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lingssensitiwiteit en In beperkte kapasiteit om subIetale

letsels te herstel.

In soverre dit die tydsduur van die fase betref, kan oor

die algemeen gesê word dat waar Gl kort is, sulke selle die

sensitiefste is in mitose en G2, meer weerstandigheid open=

baar in Gl en die minste sensitief is in die laaste gedeelte

van S(10). In selle met In lang GI is daar tesame met boge=

noemde ook In weerstandige fase in die vroeë GI, gevolg deur

In sensitiewe fase in die laat GI.

Die verskille tussen fases waartydens bestraling plaasvind,

is waarskynlik die afdeling waarop die meeste navorsing ge=

doen is. Hier word veral gedink aan die invloed van bestra=

ling tydens GI, S, G2 en M, die delingsvertraging wat dit tot

gevolg het en die invloed van PHA op die transformering van

limfosiete na blaste tydens bestraling.

Die verskille in sensitiwiteit van bestraling tydens GI, S,

G2 en M kan kortliks as volg saamgevat word: Gedurende ,In

enkele selsiklus kom twee pieke van sensitiwiteit voor, naam=

lik gedurende mitose (M) en iewers naby die oorgang van GI na

S. Twee pieke van weerstandigheid kom ook voor en wel in die

..GIt S(16, 17, 18, 19, 20, 21)vroee I en aa

Die posisie van die pieke mag varieer na gelang van die lengte

van GII d.w.s. In kort GI toon nie In weerstandige piek in

Gl nie.
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Die volgende vier eienskappe van die ouderdomsreaksie werp

meer lig op die meganismes betrokke by die verskille soos

hierbo genoem: Eerstens verskil die dosisreaksie-kurwes

vir bestraling wat tydens maksimum en minimum sensitiwiteit

uitgevoer is met In faktor van ten minste 3, d.w.s. daar is

In merkbare verskil in effek(16).

Tweedens blyk dit taamlik duidelik te wees dat dié verander=

ings in respons wat nie in verband staan met mitose nie, ge=

leidelik binne indiwiduele selle plaasvind, d.w.s. die sen=

sitiwiteit van G1 of S sal nie gekenmerk word deur In spesi=

fieke paar dosisoorlewingskurwes nie, al was die selle ook

volkome gesinchroniseer. Sensitiwiteit verander dus gedu=

rende hierdie fases. Dit dui daarop dat die reaksie op X-

strale noue verband hou met die metaboliese staat waarin

die sel verkeer.

Derdens staan die dalende reaksie wat gedurende die vroee

gedeelte van S ondervind word, direk in verband met D.N.A.-

sintese(12, 14, 19, 20, 21). Alhoewel die voorkoms van In

minimum piek in oorlewing tydens die oorgang van die sel van

G1 na S dui op In korrelasie tussen D.N.A.-sintese en sensi=

tiwiteit, moet daar in gedagte gehou word dat verskeie sel=

lulêre aktiwiteite ook tydens hierdie oorgang verander. Die

verhouding tussen D.N.A.-sintese en sensitiwiteit word duide=

lik geïllustreer deur die byvoeging van fluorodeoksieuridien

voordat selle die S fase binnegaan. Fluorodeoksieuridien is

In spesifieke inhibeerder van D.N.A.-sintese, sodat selle op=
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hoop aan die einde van Gl' met In gevolglike verhoging in

sensitiwiteit. Die sensitiwiteit van die geblokkeerde po=

pulasie blyegter hoogstens vir In paar uur konstant, en be=

gin daarna afneem ten spyte van die feit dat selle nie D.N.A.

sintetiseer nie. Die aard van hierdie verskynsel is nie

duidelik nie, maar dit mag verband hou met die ongebalanseer=

de metaboliese staat waarin die sel verkeer. Die feit dat sen=

sitiwiteit afneem gedurende die eerste helfte van S en kon=

stant bly tydens die tweede helfte, dui daarop dat die D.N.A.

wat in die eerste helfte gesintetiseer word, In spesiale be=

tekenis vir die sel het, maar daar moet in gedagte gehou word

dat ander sellulêre funksies wat geen ooglopende verband met

D.N.A.-sintese het nie, ook drastiese veranderings gedurende

hierdie periode ondergaan(16, 20}

Vierdens bly die oorsake vir die wisseling in respons tydens

die selsiklus, insluitende die daling in die eerste helfte

van S, onbekend. Daar is voorgestel dat die fluktuasies in

intrasellulêre konsentrasie van die sulfhidrielverbindings

deels verantwoordelik daarvoor is, aangesien dit bekend is

dat hul beskerming teen bestraling verleen. Die veranderinge

in chromosomale organisasie en hoë aktiwiteite mag wel in

verband gebring word met die hoë sensitiwiteit van hierdie

fase. Die sensitiwiteitstoenarne in die middel van Gl mag

toegeskryf word aan die herstelprosesse wat plaasvind of

verandering in metabolisme van die sel, maar bly grootliks

onbekend, so ook die tydelike blokkering van bestraalde sel=

le in G2.
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Die mitotiese vertraging vir In gegewe dosis X-strale ver=

meerder in direkte verhouding tot die verhoging in verdub=

belingstyd van die selpopulasie(22). Hierdie mitotiese ver=

traging word uitgedruk in terme van minute per rad. Vir L-

selle is daar In vertraging van 1,2 minute per rad by 250

rads en 1,4 minute per rad by 1000 rads. Dewey et al (22)

het aangetoon dat hierdie lineêre verwantskap tussen mito=

tiese-vertraging en dosis geld tussen 200 en 1000 rads.

Wanneer die vertraging soos verkry met dosisse heelwat

laer as 200 rads vergelyk word met di~ verkry by dosisse

groter as 1000 rads, is die mitotiese vertraging lineêr

aan die log van die dosis. Daar vind dus In toename in

vertraging by baie lae dosisse plaas, wat by HeLa selle

soveel as 6 min/rad by In dosis van 9 rads kan wees. By

dosisse bokant 1200 rads, is die laat S nie meer weerstandig

as die vroeë S nie(20).

In soverre dit faseverskille betref, vind ons by L-selle

In vertraging van 0,4 tot 0,5 min/rad vir selle bestraal

in Gl,terwyl die waardes vir G2, 2,3 tot 2,4 min/rad is.

Selle bestraal in In deel van S daarenteen, gee In inter=

mediêre waarde(12). Die aantal selle wat na bestraling

mitose bereik, verminder in terme van die dosis vinniger

vir selle bestraal in S of G2 as di~ in Gl.

Onder delingsvertraging verstaan ons die vertraging in die

hervatting van deling na bestraling(12). Vir dosisse bo=

kant 100 rads is daar In vinniger vermeerdering in delings=

vertraging as In mitotiese vertraging. Die feit dat delings=
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vertraging vinniger toeneem as mitotiese vertraging, is

In verdere bewys dat mitose verleng as In funksie van toe=

gediende dosis.

Die laaste faktor wat In belangrike rol speel in die in~

vloed van ioniserende strale op die selsiklus, is PHA.

Die maksimum reduksie in PHA-gelnduseerde blastvorming

is by 750 R. Bokant hierdie dosis bly die waarde betrek=

lik konstant(13). Reduksie is gewoonlik maksimaal in die

eerste 3 tot 4 dae na bestraling. Vir dosisse onder 300 R

neig kulture om In mate van herstel na 3 dae te toon. Be=

straling van kulture waarby geen PHA gevoeg is nie, het In

groot vernietiging van limfosiete tot gevolg. Bestraling

inhibeer dus hoofsaaklik seldeling en het min invloed op

die transformering van limfosiete tot blaste.

Hierdie beskermingsmeganisme van PHA, naamlik om limfo=

siete toe te laat om tot blaste te transformeer ten spyte

van bestraling, is nie bekend nie. PHA het waarskynlik

sekere veranderings in die sel tot gevolg voor die aanvang

van seldeling. Geen verskil in beskerming word gevind by

in vivo en in vitro bestraling van limfosiete nie(14).
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1.2 DIE EFFEK VAN IONISERENDE STRALE OP CHROMOSOME

1.2.1 Algemene Morfologie van die Chromosoom

Menslike mitotiese chromosome het In X-vormige voorkoms,

wat gedupliseerde chromosome voor skeiding verteenwoordig.

Die susterchromatiede word bymekaar gehou deur die sentro=

meer of primêre konstriksie, wat die posisie aandui waar

die vesels van die spoel aan die chromosoom vasheg. Die

posisie van die sentromeer mag mediaan, submediaan of sub=

terminaal wees, en sulke chromosome word dan metasentries,

submetasentries en telosentries genoem. Die mediane sen=

tromeer verdeel die chromosoom in twee enerse helftes,

terwyl die submediane sentromeer die chromosoom verdeel

in twee gedeeltes wat verskillend in lengte is en wat be=

kend staan as die kortarms en langarms. In Sekondêre kon=

striksie mag op beide arms voorkom, die bekendste waarvan

dié is wat aanleiding gee tot die vorming van In satelliet

of traband. In Satelliet kan gedefinieer word as In knop=

vormige terminale gedeelte van die arm van In chromosoom

wat van die res geskei word deur In dun steeltjie, wat dan

verteenwoordigend van die sekondêre konstriksie is. Die

grootte van die chromosoom, posisie van die sentromeer en

die aan- of afwesigheid van sekondêre konstriksies speel

In belangrike rol in die identifikasie van menslike chro=

mosome en die bepaling van die teenwoordigheid of afwesig=

heid van abnormaliteite(24).
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M eta sentries Submetasentries A krosentries

Figuur 2: 'n Skematiese voorstelling van metafase chromosome.

Die nukleolus-organiseerders word by die mens meesal ge=

vind in die omtrek van hierdie satelliete(24). Sekere

bewyse bestaan wat daarop dui dat elk van die chromosome

met satelliete in staat is om 'n nukleolus in die inter=

fase-kern te produseer. Hierdie nukleolus neig om met die

ander te versmelt om sodoende eengroot nukleolus te vorm.

Gedu~ende hierdie stadium is die arms van die chromosome

wat die Rukleolus vorm, baie uitgerek.

Figuur 3: Nukleolusvorming.

Gedurende die deling wat daarop volg, verdwyn die nukleolus

en die chromosome skei van mekaar. Die uitgerekte nukleo=

lus-organiserende gebiede van die chromosome verkort, sodat

hulle gedurende metafase as sekondêre konstriksie waarge=

neem kan word~ Hierdie nukleolus-organiseerder staan ook

bekend as die primêre organiseerder en is dus die voorloper
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van die nukleolus. Dit skyn asof die lank uitgerekte akro=

sentriese chromosome gedurende interfase meer sensitief ten

opsigte van beskadiging is, wat dan aanleiding gee tot chro=

mosomale breuke. Hul noue kontak met mekaar gedurende hier=

die periode verhoog die moontlikheid van translokasie tussen

gebreekte eindes.

Ondersoeke wat met fase-kontrasmikroskopie gedoen is, het

aan die lig gebring dat die menslike metafase-chromosoom

In spiraalvormige struktuur het(24, 25, 26, 27). Elke chro=

matied bestaan uit twee primêre onderafdelings, wat bekend

staan as chromonemata of half-chromatiede, wat op hul beurt

uit twee sekondêre subeenhede, die kwart-chromatiede bestaan.

Laasgenoemde is in vier tersiêre subeenhede verdeel. Hier=

die strukturele rangskikking kan onder die ligmikroskoop

waargeneem word na behandeling vandie chromosome met 0,01

M KCI, wat In despiralisasie en dissosiasie van die chromo=

some tot gevolg het(25).

Oor die jare heen is heelwat argumente aangevoer om te pro=

beer aantoon of chromosome uit In enkel-ketting D.N.A. of

uit veelvoudige kettings bestaan. Tot dusver kon nog geen

definitiewe uitsluitseloor hierdie onderwerp gegee word

nie. Trosko en Wolff (1965) het aangevoer dat chromosome uit

veelvoudige kettings bestaan na aanleiding van navorsing ge=

doen op wortelpunte van Vicia faba(26). Dieselfde bevind=

ings is deur Maguire (1966) by die chromosome van Zea mays

verkry. Daar moet egter in gedagte gehou word dat aangesien

die maksimale resolusie van In ligmikroskoop 0,2 tot 0,3 pis,
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dit onmoontlik is om hiervolgens tussen veelvoudige kettings

en In baie lang gevoude ketting van minder as 0,2 ~ in breed=

te, te onderskei. Dit het Taylor (1966) (25) die bewering

laat maak dat daar geen regverdiging bestaan vir die gevolg=

trekkings van Trosko, Wolff en Maguire nie.

Chromosome besit spesifieke kleurreaksies, d.w.s. verskil=

lende dele van die chromosoom reageer verskillend op kleur=

ing, wat verdere onderskeid tussen hul moontlik maak.

Euchromatien is daardie gedeelte van die chromosoom wat

geen variasie in kleuringsreaksie toon nie, in teenstelling

met heterochromatien wat donker of lig kleur. Die donker=

gekleurde deel van die heterochromatiese area word na ver=

wys as positief heteropiknoties, terwyl die ligter gekleurde

gedeelte bekend staan as negatief heteropiknoties. Dit wil

voorkom asof heterochromatien In beperkte aa.ntal aktiewe

gene besit in teenstelling met die onaktiewe euchromatien.

Die heterochromatiese area word waarskynlik gevorm deur kon=

densasie en spiralisering van chromonemata. So In area is

laat repliserend(24).

In Belangrike kenmerk van die eindpunte van chromosome, is

dat hul nie aanmekaar vasheg nie. Wanneer die ente egter

breek, neig sulke chromosome om onstabiel tydens seldeling

te wees as gevolg waarvan hegting van die gebreekte eindes

van In chromosoom kan slegs aan In ander gebreekte chromo=

soom vasheg. Dit skyn asof die eindpunte van die chromo=



-22-

some, bekend as telomere, In belangrike funksie in hierdie

verband uitoefen.

Die ligmikroskoop kon geen fyner detail as hierbo genoem,

aan die lig bring nie. Die logiese gevolg was dus dat 'die

elektronmikroskoop ingespan is. Osgood et al (1964) (24, 28)

het voorgestel dat elk van die vier tersiêre subeenhede be=

staan uit In dubbelketting spiraalvormige D.N.A., waaraan

R.N.A. en histone geheg is. Hoskins (1965) (28) vind in sy

ondersoek op Chang-lewerselle dat die sentromeer In kwasi=

driehoekige struktuur is met In maksimum breedte van 700 nm.

Soms mag die sentromeer ook hartvormig wees gedurende die

vroeë stadia van seldeling.

Vanaf die gebied van die sentromeer strek daar oor die lengte

van elke chromatied In lang filament van ongeveer 120 nm dik=

te en klein elektrondigtheid. By die telorneer buig hierdie

filament terug op homself om weer oor die lengte van die

chromatied te strek, op so In manier dat dit blyk asof daar

twee filamente teenwoordig is wat op In losse manier om me=

kaar gedraai is(28).

Rondom elk van hierdie segmente van 120 nm kom ander fila=

mente voor wat in dikte tussen la nm en 60 nm wissel. Hier=

die filamente het In gemiddelde elektrondigtheid en ten min=

ste sommige van hierdie filamente word op hul beurt weer om=

ring deur filamente van 3 tot 5 nm in dikte met In baie hoë

elektrondigtheid.
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Figuur 4: S.kematiese voorstelling van die algemene morfolo=

gie van In metafase chromosoom.

Sekondêre konstriksies en satelliete is ook deur Hoskins

onder die elektronmikroskoop waargeneem, maar hy lewer geen

kommentaar oor hul moontlike morfologie nie. Al bogenoemde

resultate is verkry op chromosome wat gefikseer en/of gedroog

is in asynsuur, etanol, metanol, formaldehied, gluteraldehied,

chroomtrioksied, lanthanumnitraat, kaliuwIDolibdaat en fosfo=

tungstensuur. Die outeur wys daarop dat chromosome wat met

In hipotoniese oplossing behandel is en daarna met asynsuur

gefikseer is, nie hierdie strukturele eenhede van die sentro=

meer aantoon nie.

Yu (1971) (30) het chromosome onder die elektronmikroskoop

ondersoek na bestraling met SOOR X-strale. Hy vind dat veral

by chromosome 1 en 2, In growwe oppervlak teenwoordig is wat

bestaan uit verskeie longitudinale kettings, wat waarskynlik



-24-

die chromonemata verteenwoordig. Hierdie growwe oppervlak=

tes van sekere chromosome maak soms kralevormige uitstulp=

ings na natriumsitraat behandeling. Deur gebruik te maak

van In 0,017 M natriurnsitraat oplossing, kan die kralevorm=

ige materiaal verwyder word, waarna fyn filamente sigbaar

word. Om hierdie kralevormige materiaal te identifiseer,

is chromosome met orceiën gekleur. Onder die ligmikroskoop

word dan die buitelyn van die D.N.A.-gekleurde chromosoom

waargeneem met In óngekleurde area tussen susterchromatiede.

Onder die elektronmikroskoop egter kon geen gaping tussen

die susterchromatiede waargeneem word nie. Dit dui dus

daarop dat die oppervlaksmateriaal nie D.N.A. bevat nie,

terwyl die gaping tussen susterchromatiede met dieselfde

materiaal gevul is. Die aanduiding is dat dit nukleo-pro=

teïne is, aangesien dit bekend is dat daar In noue assosi=

asie tussen nukleoproteïne en metafase chromosome bestaan.

Die filamente is waarskynlik verteenwoordigend van D.N.A.

spirale, wat as die "ruggraat" van die chromosoom optree,

wat dan bedek word met proteïne. Die teenwoordigheid van

kettings in die chromosome is steeds geen bewys dat chromo=

some nie uit enkel-kettings kan bestaan nie.

Yu het die beskikbare gegewens gebruik om die aard van In

X-straal geïnduseerde chromosoomgaping te probeer bepaal en

gevind dat die gaping soos onder die ligmikroskoop waarge=

neem eg mag wees, maar nie noodwendig volledig nie. Hy

het twee chromatiedbreuke waargeneem, die een waarvan be=

perk was tot In halfchromatied. Die ander gaping het oor
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die hele breedte van die chromatied gestrek, maar die twee

segmente was nog steeds aanmekaar geheg deur 'n enkele fi=

lament. Die afleiding wat hieruit gemaak kan word, is dat

In eenmalige ionisasie nie genoegsaam is om die hele chro=

matied te breek nie, met die voorbehoud dat gedeeltelike

herstel nie intussen plaasgevind het nie. 'n Ongedefi=

nieerde gaping blyegter verteenwoordigend van 'n egte

breuk.

Wat die chemiese samestelling betref, noem Evans (1973) (29)

vyf verskillende tipes komponente wat uit soogdierchroma=

tien geïsoleer is nl. D.N.A., R.N.A., histone en nie-hi=

stone proteïne; en lipiede. Die lipiede is waarskynlik af=

komstig van die kernmembraan, sodat vier hooftipes materiaal

in die chromosome self voorkom. Die nie-histone proteïne

is 'n swak afgebakende groep en mag strukturele en weefsel-

spesifieke proteïne en polimerases insluit. Soortgelyke on=

kunde heers ook oor "chromosomale" R.N.A., In tipe R.N.A.

wat geassosieer word met histone, maar tog 'n duidelike ver=

skil toon van ander tipes R.N.A. wat met die chromosoom in

verband staan. Die D.N.A. en geassosieerde histone proteïne

maak verreweg die grootste gedeelte van die chromosoornrnateri=

aal uit en is teenwoordig in ongeveer 'n 1:1 verhouding.

Die histone bestaan uit vyf redelik duidelike gedefinieerde

fraksies, bestaande uit relatiewe kort molekules. Verwyder=

ing van hierdie fraksies uit die metafase chromosoom deur

verdunde sure, verander nie die algemene struktuur van die

chromosoom nie. Histone het desnieteenstaande 'n noue ver=
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band met D.N.A. en daar is voorgestel dat hul meer basiese

gebiede in die groot groef van D.N.A.-spiraal gesetel is,

sodat hul om die D.N.A.-spiraal strek.

Die D.N.A.-spiraal met sy geassosieerde protelne het In
deursnee van ongeveer 3 nanometer. Dit word algemeen aan=

vaar dat die 10 nm en 25 nm chromatienvesels soos onder

die elektronmikroskoop waargeneem, die gevolg is van die

interaksie van histone om In skynverhoging in spiralisasie

D N A te gee(34).van • • • Daar is ook aanduidings dat die twee

sistelenresidue in histone fraksie III, In belangrike rol

speel in chromosoomkontraksie gedurende mitose deur die vorm=

ing van S-S bindings.

In Menslike diplolede somatiese sel bevat gedurende meta=

fase ongeveer 12 ~g D.N.A. in die vorm van In dubbelspiraal

met In lengte van 3,8 meter wat tussen die 23 pare chromo=

some versprei is. Die gemiddelde chromatied bevat dus D.N.A.

met In lengte van 4 sentimeters. Aangesien die lengte van

saamgetrekte metafase-chromosome wissel tussen 2 ~m en 8 ~m,

4is die chromatied in terme van lengte, 10 keer korter as

die lengte van die D.N.A. wat dit bevat. Uit outoradiogra=

fiese studies wat op D.N.A.-filamente van tot 2 cm lengte

gedoen is, wil dit voorkom asof die D.N.A. in In chromatied

bestaan uit In enkele molekuul met baie voue.

1.2.2 Tipes Aberrasies verkry deur Ioniserende Strale

1.2.2.1 Chromosoomaberrasies

Chromosomale aberrasies, d.w.s. aberrasies waarin beide chro=
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matiede van In chromosoom gebreek of uitgeruil word by die=

selfde lokus en op dieselfde manier, is die beste by die

mens bestudeer. Breking van die chromosome mag gevolg word

deur In abnormale hegting van die gebreekte ente binne die=

selfde chromosoom (intraruil), of tussen verskillende chro=

mosome (interruil). Studies op die metafases van somatiese

selle het aan die lig gebring dat sewe verskillende tipes

chromosomale aberrasies onderskei kan word(l, 31):

Normaal Termi".al Koldelesie Sentriese AsentriesePerisentrie-
d e l e s ie ringenfra ring seinversie

••
t-'-'N,-,o_r...;_m,,-,-a...;_a..:..1__ -t-__ i ..:..s_en,,-,-tr...;_i...;_e..:;.s_e.:...;..:."_f...;_r..:..a.....:.;m..:..e.:...:..:.n..:..t--1 S i m m et ri es e

interruil

ruilingsaberrasie soos In ring of interruil nie.

Figuur 5: Chromosoom-tipe aberrasies wat in metafase onder=

skei kan word.

(i) Terminale delesies is gepaarde asentriese fragmente

wat skyn asof hul die gevolg is van In enkele breuk dwars=

oor die chromosoom en wat nie in verband staan met In uit=

(ii) Interstisiële, isodiarnetriese of koldelesies is ge=

paarde asentriese fragmente, heelwat kleiner in grootte as

terminale delesies, met die voorkoms van gepaarde kolletjies

chromatien. Hierdie delesies is gewoonlik nie terminaal nie,
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maar interkalêr van aard en is die gevolg van twee nabyme=

kaar geleë dwarsbreuke oor die chromosoom.

(iii) Asentriese ringe is die gevolg van twee dwarsbreuke

en In uitruil binne die chromosoom. Die lineêre afstand

tussen die twee breuke is groter as in die geval van kol=

delesies, sodat die uitgeslote paar fragmente groter en

ringvormig is. Die onderskeid tussen koldelesies en ringe

is dikwels arbetrêr, aangesien dit suiwer gebasseer is op

die grootte van die interstisiële area wat betrokke is by

die delesie.

(iv) Sentriese ringe is ringvormige chromosome wat die

gevolg is van twee breuke aan weerskante van die sentra=

meer. Die sentriese ringaberrasie word onderskei van die

asentriese ring deurdat hy wel In sentromeer besit, asook

die teenwoordigheid van een paar (selde twee paar) asen=

triese fragmente in sy onmiddellike omgewing.

(v) Perisentriese inversies ontstaan deur twee breuke

weerskante van die sentromeer, gevolg deur In inversie van

die sentromeriese segment, waarna dit weer in die chromo=

soom geïnkorporeer word. Indien die twee breuke of uitruil=

ingspunte nie ewe ver van die sentromeer is nie, het dit In

verskuiwing van die posisie van die sentromeer tot gevolg,

wat maklik waargeneem kan word. In die meeste gevalle egter

is die verskil in afstand van die uitruilingspunte vanaf

die sentromeer so gering, dat dit nie in mitotiese selle waar=

geneem kan word nie, maar slegs in meiose nadat chromosoom=
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paring plaasgevind het.

Parasentriese inversies, waar beide uitruilingspunte aan

dieselfde kant van die sentromeer geleë is, kan slegs ty=

dens meiose waargeneem word.

By tipes (ii) en (v) mag die uitruiling in In minderheid

gevalle onvolledig wees, dit wil sê slegs twee van die

vier eindes betrokke by die uitruiling heg werklik aanme=

kaar. Dit het tot gevolg dat In onvolledige parasentriese

inversie getel mag word as In terminale delesie of In ring=

chromosoom met twee pare asentriese fragmente.

(vi) Simmetriese interruil of resiproke translokasies is

uitruilingsaberrasies wat ontstaan deur In breuk in twee

aparte chromosome. Die hegting wat hierop volg vind op so

In manier plaas dat daar In uitruiling of translokasie van

die distale gedeeltes tussen die betrokke twee chromosome

plaasvind. Die aberrasies word as simmetries beskryf omdat

hul nie die vorming van In disentriese struktuur tot gevolg

het nie. Soms mag die uitruiling onvolledig wees, waarna In

asentriese fragment ontstaan. Daar word soms na simmetriese

interruil tussen twee akrosentriese chromsome verwys as sen=

triese versmeltingstipe translokasies. Hulontstaan deur die

translokasie van volledige chromosoomarms, terwyl die gebied

van uitruil in die omgewing van die sentromere van die be=

trokke twee chromosome geleë is.
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(vii) Asimmetriese interruil, waaronder disentriese en

meer komplekse polisentriese aberrasies geklassifiseer word,

is uitruilingsaberrasies wat ontstaan deurdat breuke in elk

van twee of meer chromosome plaasvind, gevolg deur In heg=

ting tussen die proksimale gedeeltes van die betrokke chro=

mosome. Afhangende van die hoeveelheid chromosome betrokke,

ontstaan disentriese of polisentriese strukture, met In ge=

assosieerde asentriese paar fragmente, (selde twee paar).

Soos hierbo genoem, lei onvolledige hegting na uitruiling

tot In verhoogde voorkoms van vry fragmente. Daar moet eg=

ter onthou word dat die fragmente wat gepaard gaan met uit=

ruilingsaberrasies soos in die geval van In disentriese en

sentriese ring, deel vorm van die uitruilingsaberrasie en

nie getel word as In aparte fragment soos in die geval van

In terminale delesie nie. Die teenwoordigheid van disen=

triese of sentriese ringstrukture sonder In gepaardgaande

fragment, is In feitlik sekere bewys dat die betrokke sel

deur ten minste een mitotiese deling gegaan het na bestra=

ling en voor waarneming.

Daar is ook melding gemaak van die probleme wat, mag ont=

staan in die bepaling van perisentriese in.versies en simme=

triese interruilings in somatiese selle, sodat al sewe die

chromosoomtipe aberrasies nie met ewe veel sekerheid be=

paal kan word nie. Veral by die menslike chromosoomkom=

plement waar verskeie chromosome arms het wat amper ewe lank

is, mag dit dikwels gebeur dat simmetriese uitruilings nie
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waargeneem kan word nie. Hierdie oneffektiwiteit geld

nie vir chromatied-aberrasies nie. Susterchromatiede is

gewoonlik naby mekaar geleë, wat dit moontlik maak om

asimmetriese en simmetriese aberrasies ewe maklik waar

te neem.

Die effektiwiteit in die bepaling van simmetriese aberra=

sies in menslike chromosome is nie meer as 20% nie. Dit

is as gevolg van die feit dat alhoewel die frekwensie van

disentriese plus sentriese ringaberrasies dieselfde moet

wees as dié van resiproke translokasies plus perisentriese

inversies, dit eksperimenteel gevind is dat die frekwensie

van disentriese en ringchromosome vyf keer meer is as vir

abnormale monosentriese chromosome. Soortgelyk sou oris

ook gelyke frekwensies verwag vir die asentriese ring-

plus isodiametriese aberrasies aan die een kant en para=

sentriese inversies aan die ander kant. Soos reeds ge=

noem, kan parasentriese inversies nie in mitotiese selle

waargeneem word nie.

Volgens bogenoemde redes word die klassifikasie van chromo=

somale aberrasies beperk tot terminale delesies, koldelesies,

asentriese ringe, sentriese ringe en disentriese of polisen=

triese chromosome. Wanneer die frekwensie van chromosoom-

aberrasies gebruik word as aanduiding van die grootte van die

dosis geabsorbeer, is dit noodsaaklik dat klassifikasie volgens

hierdie vyf kategorieë geskied.



-32-

'n Ander faktor wat in gedagte gehou moet word, is dat frag=

mente sonder 'n sentromeer neig om gedurende mitose verlore

te raak omdat hul staties bly en neig om uit die twee dog=

terselle gesluit te word. Afhangende van die belangrikheid

van die weggelat~ genetiese materiaal vir die nuutgevorrnde

sel, sal die sel na die eerste mitose afsterf, of bly voort=

bestaan met 'n beperkte oorlewingspotensiaal. Oor die al=

gemeen gesproke kan ons dus sê dat die meeste van die asim=

metriese aberrasies 'n korttermyn ramp is in die sin dat sel=

le wat draers van sulke aberrasies is, 'n verkorte lewensver=

wagting het.

In teenstelling hiermee lei sirnrnetrieseaberrasies slegs tot

'n herrangskikking van genetiese materiaal binne dieselfde

chromosoom of tussen verskillende chromosome van dieselfde

komplement, sodat daar nie sprake is van 'n verlies van enige

materiaal nie. Selle wat draers van sulke aberrasies is,

sal dus geen meganiese probleme hê om 'n mitotiese siklus te

voltooi nie en mag heeltemal lewensvatbaar wees. Dit sal eg=

ter nie tydens meiose geld nie, want dan mag ongebalanseerde

gamete ontstaan wat geheel en al onvatbaar vir oorlewing mag

wees. Daar moet dus in gedagte gehou word dat die meriete

waarvolgens aberrasies bepaal word, nie gebaseer is op hul

spesifieke biologiese belangrikheid nie.

In die afgelope aantal jare is 'n addisionele en meer al=

gemene tipe klassifikasiesisteem ontwikkel wat veral toege=

. (31 35)pas word by kulture wat oor langer per~odes strek ' .

Hierdie klassifikasie lê klem op dié selle wat die aberra=
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sies bevat en die seltipes wat onderskei kan word op grond

van tipes aberrasies wat in hul voorkom, soos hieronder uit=

eengesit:

Tipe A selle besit geen bewyse van struktureel abnormale

selle nie. Hul mag verdeel word in modale A selle wat oën=

skynlik normale diploiëde selle is, en nie modale A selle

wat eneuploiëd is, d.w.s. wat meer of minder chromosome as

die normale diploiëde getal besit.

Tipe B selle sluit twee tipes selle in, naamlik dié wat

chromatied- of isochromatiedgapings besit, d.w.s. die chro=

matiede is nog intakte, en dié wat chromatiedbreuke, oftewel

chromatied-terminale delesies bevat.

Tipe C selle bevat chromosoom-tipe-aberrasies, wat op hul

beurt weer onderverdeel word in C en C selle. Cu selleu s

bevat asimmetriese of onvolledige simmetriese aberrasies,

terwyl Cs bestaan uit stabiele aberrasies, byvoorbeeld vol=

ledige simmetriese aberrasies.

formasie uit die eerste klassifikasiesisteem verkry word; waar

Daar kan egter geen twyfel bestaan nie dat die maksimum in=

aberrasies geklassifiseer word op grond van hul gedetaileerde

struktuur.
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1.2.2.2 Chromatied-Aberrasies

Chromatied-aberrasies ontstaan deur skade veroorsaak geduren=

de of net na verdeling van chromosome en replikasie in die

laat Gl en S periodes van die selsiklus(31). In die geval

van onverdeelde G chromosome, sal enige stralingsskade wat

behoue bly, op sigself gerepliseer word wanneer seldeling

voortgaan na S, sodat die hele chromosoom (beide chromatiede)

betrokke is in 'n chromosoom-tipe aberra.sie, dit wil sê beide

susterchromatiede word identies by dieselfde loki geaffekteer.

Chromatied-aberrasies word dus in selle geïnduseer wat be=

straal word tydens die D.N.A. sintese (S) en post- D.N~A.

kan ook spon~aan ontstaan as gevolg van repliseringsfoute.

Chromatied-aberrasies kan ook maklik in vivo en in vitro ge=

ïnduseer word deur 'n verskeidenheid van chemiese substanse

k . i f k' (32, 33, 36, 37, 38, 40, 41, 42, 43)en se ere V1rus n e S1es

'n Belangrike kenmerk van virusse, alkilerende agense en die

meeste van die ander chemiese mutagense, is dat slegs chroma=

tied-aberrasies in die eerste mitose na behandeling gevind

word. Aberrasies gevorm deur hierdie agense is waarskynlik

die gevolg van wanreplikasie, sodat aberrasies nie direk ge=

vorm word wanneer selle in die Gl of interfase blootgestel

word nie, omdat dit gewoonlik aanleiding gee tot chromosomale

aberrasies. Geen verskil in die tipe chromatied-aberrasies

kom voor as gevolg van bogenoemde faktore nie.

By chromatied-aberrasies is die eenheid van aberrasies die
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cpromatied, en aangesien susterchromatiedes in pare naby

mekaar lê tydens mitose, toon hierdie aberrasies In groter

verskeidenheid en kan hul makliker tydens mitose waarge=

neem word as chromosoom-aberrasies.

Die verskillende tipes aberrasies wat mag voorkom, is kort=

liks as volg: Terminale delesies, interkalêre delesies,

asentriese ringe, isochromatied delesies, duplikasies, in=

versies, interarm asimmetriese intraruilings (sentriese

ringe), interarm simmetriese intraruilings (ekwivalent aan

perisentriese inversies), simmetriese of resiproke translo=

kasies en asimmetriese interruilings of disentriese chroma=

tiede. Tesame hiermee kom ook chromatiedgapings voor, wat

onvolledige egte breuke in In chromatied verteenwoordig(30).

Chromatied-aberrasies en veral chromatied-delesies ontstaan

teen In variërende frekwensie spontaan in kultuurselle.

Hierdie variasie in frekwensie is in alle waarskynlikheid

as gevolg van die feit dat selle in kultuur meer as een mi=

totiese siklus voltooi voordat hul ge-oes word, en aangesien

hierdie aberrasies in kultuur ontstaan, verwag ons dus dat

die frekwensie sal verhoog namate die kultuurtyd verleng.

Mouriquand et al(31) het in In studie van 1000 leukosiete

na In kultuurperiode van 72 uur, In chromatied-delesie fre=

kwensie van 0,057 per sel gevind, ten/yl chromatiedgapings

teen In frekwensie van 0,077 per sel voorgekom het. In teen=

stelling hiermee vind Court Brown et al(89) dat indien kulture

na die eerste mitose (48 - 54 uur) gestop word, die frekwen=
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sie van chromatied-aberrasies slegs 0,033 per sel is wat

In goeie aanduiding is van die afhanklikheid van die tyds=

duur ,vir die persentasie voorkoms van chromatied-aberrasies.

Aangesien chromatied-aberrasies nie direk deur bestraling

in ongestimuleerde leukosiete geinduseer kan word nie, is

hul teenwoordigheid in sulke selle in alle waarskynlikheid

die gevolg van sekondêre effekte wat lei tot hulontstaan in

kultuur. Chromatied-aberrasies kan daarenteen wel in vitro

deur bestraling veroorsaak word indien bestraling tydens laat

interfase plaasvind.

Daar moet in gedagte gehou word dat die simmetriese chroma=

tied intraruilings, waaronder duplikasie en perisentriese

inversies tel, asook simmetriese interruil, almal sal lei

tot die ontstaan van In abnormale monosentriese chromosoom

in een (of beide in geval van interruil) van die dogterselle

na mitose. Die replisering van hierdie abnormale chromosome

sal lei tot die verskyning van "verworwe" simmetriese chromo=

soom-aberrasies tydens die tweede mitose na induksie. Insge=

lyks sal asimmetriese chromatied-interruilings en chromatied-

fragmente, indien hul in die dogterkerne ingesluit word, lei

tot "verworwe" chromosoom-tipe-aberrasies gedurende die tweede

mitose. Die waarskynlikheid dat sulke asimmetriese chromatied-

aberrasies, bv. In disentriese chromatied, oorgedra word na

een van die dogterkerne, is 0,5, sodat die helfte van hulle

uiteindelik kan lei tot die vorming van "verworwe" chromosoorn-

aberrasies.
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1.2.2.3 Subchromatied-Aberrasies

Dit is uitruilings binne dieselfde chromosoom of tussen

chromosome, waarby 'n subeenheid van 'n chromatied betrok=

ke is. Hierdie aberrasies ontstaan spontaan in meiotiese

profase-selle, maar baie min is daaroor by die mens be=

kend(26, 31}. Chromatied-gapings sal volgens die jongste

getuienis(30} hieronder geklassifiseer kan word.

1.2.2.4 Aneuploiëdie

Verandering in die aantal chromosome per sel, word dikwels

veroorsaak deur 'n onvermoë van chromosome om tydens anafase

van seldeling na verskillende pole te beweeg. Hierdie enti=

teit staan bekend as nondisjunksie(44}. Nondisjunksie in 'n

eng sin verwys na 'n enkele chromosoompaar wat nie aan die

end van metafase van mekaar skei nie en na dieselfde pool be=

weeg, of waar die een lid van die paar te stadig beweeg, of

glad nie beweeg nie, en sodoende uit beide dogterselle gesluit

word deurdat dit op die metafaseplaat agterbly (anafasevertra=

ging). Die vorming van veelvoudige pole mag ook verantwoorde=

lik wees vir 'n verandering in die verspreiding van genetiese

materiaal tussen selle(45}.

Aneuploiëdie word dus gekenmerk deur 'n verandering in die

aantal chromosome per sel. Die aantal chromosome teenwoor=

dig, is nooit 'n presiese veelvoud van die haploiëde (n)
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stel nie. Wanneer een of meer chromosome ontbreek, staan

dit bekend as hipodiploiëd, terwylons van In hiperdiploiëde

aantal chromosome praat wanneer een of meer ekstra teenwoor=

dig is.

Hipodiploiëde selle kom meer dikwels in normale selle voor

as hiperdiploiëde selle en is waarskynlik die gevolg van die

hipotoniese behandeling voor fiksering, d.w.s. die sel bars

en een of meer chromosome gaan verlore deur oormatige ver=

spreiding.

Sitogenetiese studies in menslike bevolkings het aangetoon

dat aneuploiëdie meer dikwels by vroue as mans voorkom. Die

voorkoms van aneuploiëdie by vroulike persone is waarskynlik

as gevolg van die verlies van die onaktiewe X-chromosoom,

terwyl dit by mans die gevolg is van In Y-chromosoom verlies(31).

Aneuploiëdie neem toe met ouderdom. By pasgebore babas is

die voorkoms 3 persent, by volwasse vroue 13 persent en 7 per=

sent by mans (47)• Die insidensie van aneuploiëdie in enige

gegewe kultuur neem ook toe hoe langer die kultuurtyd duur,

d.w.s. toename in die aantal mitotiese delings wat in vitro

plaasvind.

Waar leukosiete bestraal is en vir 72 uur in kultuur gehou

is, het aneuploiëdie toegeneem namate die dosis toegeneem

het. Daar moet egter onthou word dat selle wat na 72 uur

ge~oes word, alreeds in hul tweede of derde mitotiese delings=
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fase is, sodat hier nie net van die invloed van bestraling

gepraat kan word nie(48).

Die teenwoordigheid van struktureel abnormale chromosome

na bestraling sal heel dikwels lei tot chromosoomverlies

wanneer so 'n chromosoom nie die meganiese probleme van sel=

deling kan oorbrug nie.

Uit bogenoemde gegewens blyk dit duidelik te wees dat aneu=

ploiëdie nie as 'n kwantitatiewe aanduiding van geabsorbeer=

de stralingsdosis kan dien nie.

1.2.2.5 Poliploiëdie

Die teenwoordigheid van een of meer volledige stelle haploiëde

chromosome ekstra, staan bekend as ploiëdie. Die voorvoegsel

dui die aantal stelle aan. Die 3n-sigoot bevattende 69 chromo=

some staan dan bekend as triploiëd, terwyl die versmelting van

twee diploiëde (2n) selle, aanleiding sal gee tot die ontstaan

van 'n tetraploiëde (4n) sel met 92 chromosome.

Selle word op dieselfde manier deur bestraling geaffekteer

ten opsigte van die vorming van poliploiëde selle as by

aneuploiëdie. Geen verhoging in die frekwensie word na in

vitro bestraling verkry indien die kultuur na 48 tot 54 uur

gestop word nie, terwyl daar 'n kwantitatiewe verhouding tus=

sen poliploiëdie en st~alingsdosis bestaan vir kulture wat

na 72 tot 96 uur ge-oes word. Die frekwensie van aberrasies

in poliploiëde selle na bestraling is egter baie verhoog,
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veral met betrekking tot disentriese chromosome en sentriese

ringe. Hierdie aberrasies kom dan gewoonlik ook in pare voor.

So het Ishihara en Kumatori(31) na In kultuurperiode van 96

uur en In dosis van 350 R, gevind dat al die poliploiëde sel=

le gepaarde aberrasies besit het, terwyl slegs 33 persent van

die diploiëde selle enige tipe aberrasie besit het. Dit dui

daarop dat poliploiëdie grootliks die gevolg van die teenwoor=

digheid van chromosomale aberrasies is. Asimmetriese aberra=

sies sal In stremming plaas op die skeiding van susterchro=

matiede tydens mitose, met die gevolg dat die ineengestreng=

elde chromosome en chromosoombrne nie normaal van mekaar sal

skei tydens anafase nie.

Poliploiëdie is dus In sekondêre verskynsel waarvan die in=

sidensie sal afhang van die toegediende dosis en die aantal

mitotiese siklusse wat die sel voltooi het.

1.2.2.6 Endoreduplikasie

Dit is die proses van chromosomale replikasie wat, indien

dit nie gevolg word deur mitose nie, lei tot poliploiëdie(46).

Endoreduplikasie word soms gevind in onbehandelde lirnfosiet=

kulture, en die vorming daarvan mag aangehelp word deur spoel=

onderdrukkers soos colcemid. Geen verhouding bestaan tussen

die persentasie voorkoms van endoreduplikasie en die grootte

van die toegediende dosis X-strale nie(31). Hierdie verskyn=

sel word baie selde waargeneem.
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1. 2.3 Aberrasies In Vivo

Navorsing aangaande die effek van bestraling in vivo het om

verskeie redes momentum verkry. Van die eerste persone wat

navorsing op hierdie gebied gedoen het, was Bender en Gooch

(1962) (35, 36, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54) Ander persone

wie se name prominent in die literatuur verskyn aan die be=

ginjare, is dié van Norman, Ottoman, Sasaki en Veomett

(1964) (52, 54), Nowell en Hungerford (1964) (51) , Norman

(1967) (54), Evans (1967) (54). Hierdie persone was veral

geïnteresseerd in die bepaling van die geabsorbeerde dosis

na toevallige bestraling. Omdat vroeër heelwat navorsing

gedoen is met plante en diere as eksperimentele materiaal

(36, 51, 55) . d k' d,1S aar gepoog om meer enn1S op te oen aan=

gaande die effek van bestraling op die mens, hetsy toeval=

lig of terapeuties, asook om die resultate van in vivo en

in vitro bestraling te vergelyk. Noodwendig het sulke on=

dersoeke baie bygedra om die effek van die verskeie tipes

bestraling in terme van stralingsskade veroorsaak, te bepaal,

asook die moontlike gevolge vir die bestraalde persoon en sy

nageslag.

Soos reeds genoem, moet die aberrasies wat in ag geneem word

by die bepaling van die stralingseffek op chromosome sowel

as ch~omatiede, beperk word tot terminale delesies, koldele=
I

sies, asentriese ringe, sentriese ringe en disentriese of

polisentriese chromosome en chromatiede. Indien In evalu=

ering gemaak word van die vroeëre werk wat gedoen is op die

gebied van in vivo bestraling, moet baie van die verkrygde

resultate met versigtigheid behandel word. Faktore wat veral
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hiervoor verantwoordelik is, is die verskille in kultuur=

tegnieke wat deur die onderskeie laboratoria gebruik is,

die tydsverloop vanaf bestraling totdat chromosoomonder=

soeke gedoen is, die tipes aberrasies wat gebruik is om

sekere afleidings te maak en toestande tydens bestraling.

Fliedner et al (1959) (77) het persone ondersoek wat per

ongeluk blootgestel is aan gemengde neutron- en gamma=

strale. Hy het beenmurgselle ondersoek met behulp van die

papdrukmetode. Geen melding word gemaak van die grootte

van die oppervlak van bestraling nie. Hy het veral onder=

soek ingestel na die klewerigheid wat gebreekte chromsoorn=

punte vertoon, klompering van chromosome en brugvorming ty=

dens anafase.

Tough et al (1960) (49), het die chromosome van twee manlike

pasiënte ondersoek na X-straal-behandeling vir ankilerende

spondilose. Hulle gebruik die kultuurmetode van Hungerford

et al(76), wat basies dieselfde is as dié van Moorhead. In die

bepaling van die ploiëdie van selle, word fragro.enteas ekstra

chromsome getel, wat volgens huidige standaarde foutief is.

Die eerste pasiënt het In totale veldosis van 1500 rads X-

strale ontvang, versprei oor tien gelyke toedienings, terwyl

die tweede pasiënt In enkele dosis van 250 rads ontvang het.

Bloedmonsters is voor en na elke dosis geneem. In die geval

van die eerste pasiënt wo rd In groot aantal nurneries-abnor=

male selle, en selle met strukturele chromosoom-abnormaliteite

gevind. Dieselfde verskynsel kom voor by die pasiënt wat In
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enkeldosis X-strale ontvang het. Daar word gevind dat 21

persent van die selle 47 chromosome bevat het, teenoor 1

persent voor bestraling. Geen poging is aangewend om tus=

sen die verskillende chromosomale abnormaliteite te onder=

skei nie.

Bender en Gooch (1962) (36) het die aantal brekings per sel

per roentgen in menslike leukosiete bepaalonder in vivo

en in vitro toestande. Hul vind·--'ngemiddelde van 0,00352

brekings/sel/roentgen.

Migeon en Merz (1964) (32) het die relatiewe irivivo sensi=

tiwiteit van chromosome by babas ten opsigte van diagnos=

tie se X-strale ondersoek. Dosisse het tussen 2 en 20R ge=

wissel. Moorhead se tegniek is as kultuurmetode gebruik,

met 'n kultuurperiode van 48 uur, maar geen melding word

gemaak van die tydsverloop vanaf bestraling totdat bloed

getrek is nie. Die mees algemene aberrasies wat gevind

word, is chromatied-delesies. Onder die kontrolegroep ba=

bas het die frekwensie van chromatied-aberrasies tussen 1,6

en 8 persent gewissel, terwyl daar by die volwasse kontroles

tussen 10,2 en 17,9% teenwoordig was. Daar was dus 'n toe=

name in frekwensie met ouderdom onder kontroles. Daaren=

teen is 'n gemiddelde van 29,8% chromatied-aberrasies gevind

by babas wat 'n dosis van 20R ontvang het en 7,9% by dosisse

van 2 tot 4 uur. Die ouderdomme van die blootgestelde babas

het tussen 13 dae en 5 weke gewissel, terwyl die kontrole=

groep babas se ouderdomme tussen 1 en 5 dae gewissel het.
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Geen toename in frekwensie was teenwoordig met betrekking

tot die ouderdom van die blootgestelde babas nie. Daar

moet egter onthou word dat die ouderdomsvariasie onder

hulle heelwat kleiner was as onder die kontrolegroep.

Migeon en Merz wys daarop dat die hoë voorkoms van chró=

matied-delesies in teenstelling is met wat verwag word as

in ag geneem word dat sirkuIerende limfosiete in Gl verkeer,

In stadium in die selsiklus waar bestraling gewoonlik chro=

mosoom-aberrasies tot gevolg het. Hulle beskou dus die de=

lesies as artefakte.

NowelI, Hungerford en Cole (1964) (51), in hulondersoek op

leukemiepasiënte, wys daarop dat persone wat aan groot do=

sisse bestraling blootgestel is, jare daarna nog steeds

stabiele chromosomale abnormaliteite in hul hematopoiëtiese

weefsel bevat. In In nie-leukemiese pasiënt wat met p32 be=

handel is vir die miëloproliferatiewe sindroom, vind hul In

konstante chromosomale abnormaliteit in alle ondersoekte

beenmurgselle vyf jaar na bestraling. Die abnormaliteit

teenwoordig, was In delesie van die langarm van In D-groep

chromosoom. Wat hier in gedagte gehou moet word, is dat

NowelI et al In direkte kultuur gebruik het in die onder=

soek van beenmurgselle. Die selle is dus hoogstens 3 tot

5 uur in kultuur, sodat die abnormaliteite gevind, nie in

vitro kon ontstaan het nie. Hul voer ook die uitkenning

van aberrasies In stappie verder deur die presiese abnor=

male chromosoom teenwoordig in bogenoemde geval, uit te

ken.
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Nowell et al vind dat disentriese chromosome, ringchromo=

some en asentriese fragmente steeds teenwoordig is in die

perifere bloed van nie-leukemiese sowel as leukemie pasiënte

jare na bestraling plaasgevind het. Nowell wys daarop dat

aangesien limfosiete nie deling ondergaan in vivo nie, hul

vir baie jare in die liggaam mag voortbestaan en wanneer hul

dan in vitro gestimuleer word om te deel, hulle die abnorma=

liteite sal toon.

In Voorbeeld van In lang oorlewingsperiode van limfosiete

met chromosoom-aberrasies in nie-leukemie pasiënte, word

gevind by pasiënte met ankilerende spondilose na X-straal

behandeling. Buckton en Pike (1964) (35) vind dat na In

totale veldosis van 1500 rads wat oor 10 behandelings ,ver=

deel is, daar baie lank na bestraling nog steeds abnormali=

teite teenwoordig is. Kultuurtye het van 48 tot 96 uur ge=

wissel, terwyl klassifikasie van aberrasies volgens die meer

aanduiding van die verskille in frekwensies tussen aberra=

nie-spesifieke sisteem gedoen is, naamlik tipe A, B, C enu

Cs selle. By ankilerende spondilose word daar veral In ver=

hoging van Cu en Cs selle na bestraling gevind. Die frekwen=

sie van Cu selle neig om In progressiewe daling te toon, maar

die frekwensie is sewe jaar na bestraling nog steeds hoër as

voor bestraling. Daarenteen bly die aantal Cs selle teen=

woordig, relatief onveranderd tot 20 jaar na bestraling.

Die werk van Warren en Meisner (1965) (47), gee In goeie

sies verkry na terapeutiese behandeling van pasiënte met

verskeie soorte maligniteite. Limfosietkulture is opge=
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stel volgens die tegniek van Moorhead et al, maar geen meld=

ing word gemaak van die tydsduur van die kulture nie. Mon=

sters is, waar moontlik, voor sowel as na bestraling geneem.

2 MeV X-strale is in verskillende dosisse toegedien. Die

totale dosis ontvang, het gewissel van 100 tot 5500 rads vir

pasiënte onder behandeling.

Om die dosisse van die verskillende pasiënte makliker met

mekaar te kon vergelyk, is die X-straal dosis vermenigvul=

dig met die oppervlakte van die bestraalde gebied. In Dui=

delike styging in die persentasie aneuploiëde selle teen=

woordig, is 24 uur na toediening van 'n enkeldosis X-strale

gevind. Fragmente en disentriese chromosome maak ook op

hierdie stadium hul verskyning. Na gelang die behandeling

vorder, varieër die aantal aneuploiëde selle met 10 tot 40

persent tussen die onderskeie pasiënte, d.w.s. geen verwant=

skap bestaan tussen die persentasie aneuploiëde selle en die

grootte van die toegediende dosis nie. Daarenteen styg die

frekwensies van struktureel abnormale chromosome met toename

in dosis. Disentriese chromosome en fragmente wor d by dosis=

se so laag as 1,8 rad reeds verkry.

Pasiënte onder behandeling het Ca-long, Ca-blaas, Ca-testis,

retikulo-endoteliële sarkoom, limfsarkoom en Ca-mamma gehad,

terwyl daar by pasiënte wat twee maande tot 30 jaar na be=

straling ondersoek is, afgesien van bogenoemde tipes, ook

gevalle voorgekom het van Ca-serviks en Ca-uterus.
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In terme van totale toegediende dosis, was die persentasie

aneuploiëde selle in die eerste groep die laagste by Ca-

mamma en die hoogste by die retikulo-endoteliële sarkoom.

Die persentasie voorkoms by Ca-long en Ca-blaas was egter

bykans dieselfde as by die retikulo-endoteliële sarkoom.

Geen noemenswaardige verskil in die frekwensie van selle

met strukturele aberrasies was egter teenwoordig by die

verskillende tipes maligniteite nie.

By die tweede groep was die persentasie aneuploiëde selle

die laagste by Ca-serviks sestien jaar na bestraling, en

die hoogste by Ca-mamma 110 dae na bestraling. Die persen=

tasie strukturele abnormaliteite teenwoordig, het In groot

afname met verloop van tyd getoon en het gewissel van 46%

by Ca-uterus 64 dae na bestraling tot 1% by Ca-serviks 9

dae na bestraling.

Oorlewendes van die atoombom aanvalle op Hiroshima en Na=

gasaki, maak verreweg die grootste groep mense uit waarop

in vitro ondersoeke gedoen is na "toevallige" in vivo be=

straling. Navorsing is gekanaliseer in studies op in-utero

blootgestelde oorlewendes(57), kinders wat in die eerste

vyf jaar na bestraling gebore is(56), tipes aberrasies ver=

kry tot agtien jaar na blootstelling(53) , die risiko vir die

ontwikkeling van leukemie(58), verskille as gevolg van ver=

skil in afstand vanaf die hiposentrum(58, 59), ens.

Die tipes ioniserende strale waaraan bogenoemde groep mense

blootgestel was, was grootliks gammastrale in Nagasaki en
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In mengsel van gammastrale en neutrone in Hiroshima(58).

In die studie van 38 in-utero blootgestelde kinders, was

die moeders aan ten minste 100 rad bestraling blootgestel

tydens swangerskap. Bloom et al (1968) (57) vind dat kom=

plekse abnormaliteite in 0,52% van die selle van hierdie

kinders voorkom, terwyl 0,04% in die kontroles teenwoordig

was. Nege-en-dertig persent van die in-utero bestraalde

kinders het die aberrasies getoon, teenoor 4% van die kon=

trolegroep. Daar kan dus gesê word dat beide die limfo=

sietvoorlopers en volwasse immunologies-kompetente limfo=

siete, in-utero deur ioniserende strale van die A-bom ge=

affekteer is.

van meer as 300 rads. By nadere ondersoek van die verskil=

In Duidelike styging in die hoeveelheid abnormale selle teen=

woordig word gevind met styging in blootgestelde dosis. So

byvoorbeeld word 0,37% abnormale selle gevind by dosisse van

100 tot 150 rads, teenoor 0,77% abnormale selle by dosisse

lende tipes aberrasies is gevind dat twee van die disentriese

chromosome en albei ringchromosome wat in die betrokke onder=

soek teenwoordig was, fragmente besit het wat daarop dui dat

geen deling vanaf vorming van die ring- en disentriese chro=

mosome plaasgevind het nie. Bloom et al wys daarop dat limfo=

siete wat in In vroeë stadium van die fetale lewe gevorm word,

vir die res van die persoon se lewe in sy liggaam mag bly

voortbestaan.

Van Furth et al (1965) (57) het aangetoon dat die immunoglo=
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buliene IgM en IgG, aktief gevorm word na die twintigste

week van swangerskap. Die vorming van hierdie globuliene

is hoofsaaklik beperk tot die milt, terwyl die hoeveelheid

irnrnunofluoresserende selle in die timus baie ~ering is.

Die milt blyk dus In belangrike bron van irnrnunologies-

bestemde limfosiete gedurende die fetale lewe te wees.

Dit is redelik om aan te neem dat ten minste party van die

geaffekteerde selle wat gesien word in persone wat in die

tweede en derde trimester bestraal is, tydens blootstelling

in die milt teenwoordig was. Dit dui op sy beurt weer daar=

op dat die milt In primêre bron van sitogeneties abnormale

limfosiete in bestraalde persone mag wees.

In die studie op kinders waar die swangerskap voor of na

blootstelling In aanvang geneem het, vind Asa et al (1968) (56)

dat daar geen verhoging in stilgeboortes of neonatale dood

voorgekom het nie. Hierdie studie is gedoen op kinders wat

in die eerste 5 jaar na die ontploffings gebore is en waar

ten minste een ouer aan 100 rad bestraling of meer blootge=

stel was. Uit die 185 ondersoekte kinders was 182 karioti=

pies normaal.

Dioda et al (1965) (53) wys daarop dat In lang oorlewing karak=

teristiek mag wees vir neutron-bestraling. In hulondersoek

na die tipes aberrasies wat 17 tot 18 jaar na bestraling steeds

aanwesig was, vind hulle dat die frekwensie van chromatied-

aberrasies dieselfde is as by die kontroles. Indien die ver=

krygde aberrasies vergelyk word met pasiënte wat terapeutiese
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dosisse gammastrale ontvang het, word gevind dat die meer

eenvoudige tipes aberrasies soos delesies en translokasies,

by oorlewendes voorkom, terwyl die aberrasies teenwoordig

by bestraalde pasiënte meer gekompliseerd van aard is. Ver=

der word gevind dat hiperdiploiëde selle meer dikwels by

oorlewendes voorkom as hipodiploiëde selle, nl. in die ver=

houding 112,8 : 100.

Awa et al (1971) (59), vind dat daar In verskil in die fre=

kwensies van stabiele en onstabiele chromosoom-aberrasies

tussen die twee stede bestaan, maar dat die rede daarvoor

onbekend is. Persone is ondersoek wat aan proksimale be=

straling blootgestelwas. Die geskatte grootte van die ge=

absorbeerde dosisse het tussen 100 en 400 rad gewissel.

Wat die tipes aberrasies betref, word gevind dat die sta=

biele tipes soos perisentriese inversies en translokasies

meer dikwels aanwesig was.

Die insidensie van leukemie in Hiroshima en Nagasaki is vir

die periode lOktober 1950 tot 30 September 1966 deur

Ishimaru et al (1971) (51) ondersoek. Hulle kom tot die ge=

van leukemie was. In Hiroshima was die insidensie verhoog

volgtrekking dat daar In merkbare verhoging in die voorkoms

by persone wat aan selfs minder as 50 rad blootgestel was.

Geen aanduiding van die teenwoordigheid van In drumpelwaar=

egter verkry word nie.

de vir die aanvang van leukemie met betrekking tot dosis kon

In RBE van 5 word verkry as neutrone met gammastrale ver=

gelyk word in terme van leukemogenese. Die leukemogeniese
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effek van bestraling hang egter af van die ouderdom van die

persoon tydens blootstelling sowel as sy geslag, en varieër

by die verskillende tipes leukemieë. So is gevind dat die

leukemogeniese effek in beide stede groter was in mans as

vroue. Dit was veral van toepassing in hoë-dosis gebi~de.

Wat ouderdom betref, skyn die leukemiese respons laer te

wees by persone wat 40 jaar en ouer ten tye van blootstel=

ling was. Tien jaar na blootstelling het die risiko vir

alle tipes leukemieë begin daal, veral by persone wat aan

100 rad of meer blootgestel was.

Onder hierdie persone is vier tipes leukemieë gevind, nl.

akute granulositiese, akute limfositiese, chroniese granu=

lositiese leukemie en ander akute vorme. Die granulositiese

vorm was die mees algemene in beide stede teenwoordig. Akute

leukemie het meer dikwels onder jonger persone voorgekom.

Wat afstand van die hiposentrum betref, is gevind dat chro=

niese granulositiese leukemie In baie hoër voorkoms getoon

het onder persone wat nader as 2500 meter daarvandaan in

Hiroshima as Nagasaki was.

Buckton et al (1971) (54) het aangetoon dat daar duidelike

verskille tussen makro- en mikrokulture bestaan in die aber=

rasie opbrengs wat in vitro verkry word na in vivo bestraling.

Dit onderstreep weereens die belangrikheid van uniformiteit

in kultuurtegnieke gebruik vir eksperimentele doeleindes.

Die twee tegnieke wat gebruik is, was die makrokultuur van

Moorhead en die mikrokultuur van Hungerford. Hulle vind dat

alhoewel daar geen verskil in frekwensie van disentriese- en

ringchromosome tussen die twee kultuurmetodes voorkom nie,

175435
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In hoër opbrengs van totale aantal aberrasies by makrokul=

ture gevind word. As moontlike verklaring vir hierdie ver=

skynsel, word aangevoer dat die duur van die selsiklus be=

ïnvloed mag word deur die kultuurtegniek wat gebruik word.

Buckton wys egter daarop dat ten spyte van die verskille

tussen verskillende indiwidue, tussen kultuurtegnieke en

die in vivo/vitro respons verskille, chromosoomskade na

bestraling steeds In gevoelige eenheid van dosisgrootte is.

Skade wat in die menslike kariotiep deur ioniserende strale

geïnduseer word, se verspreiding skyn eweredig te wees met

die lengte van die indiwiduele chromosome. Dit volg dus dat

In meer akkurate identifikasiemetode vir chromosome, sal lei

tot In meer akkurate interpretasie van aberrasies verkry na

bestraling. Verskeie sulke metodes is sedert 1969(61) ont=

wikkel, die belangrikste waarvan die fluoressensietegniek(61) ,

G-bande(62) en C-bande(62) is. Hierdie bande kom in konstante

posisies dwars oor die chromosome voor. Die konstante posisies

van die bande word waarskynlik bepaal deur die basiese morfo=

logiese spiralisering van die chromatied, met sekere areas wat

ryk is aan adenien-timien verbindings, afgewissel met areas

wat ryk is aan sitosien-guanien verbindings(62).

Deur gebruik te maak van die fluoressensiekleurtegniek, het

San Roman en Bobrow (1973) (60) daarin geslaag om abnormali=

teite soos parasentriese inversies, simmetriese perisentriese

inversies sowel as simmetriese translokasies, wat volgens die

ou tegnieke nie onderskei kon word nie, suksesvol te identifi=

seer. So ook kan die materiaal waaruit In disentriese chromo=
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soom bestaan, bepaal word. By die bepaling van die aantal

breekpunte in 'n chromatied, is elke chromosoomarm in drie

gelyke dele verdeel, naamlik sentromeries, middel en telo=

meries. Hiervolgens vind hulle dat by pasiënte wat 10 mCi

198A, , t' k 29 Ci 131r i I I'u V1r gewr1gsrurna 1e en m v r n ma 19ne

melanoon ontvang het, 'n verspreiding van 60 breuke in die

sentromeriese deel, 63 in die middel en 126 in die telome=

triese deel •. 0, E, F en G groepe chromosome is uit die on=

dersoek gelaat vanweë hul klein kortarms. Hierdie data mag

daarop dui dat gebiede met 'n hoë herhalingskoëffisiënt van

dieselfde D.N.A. basispare, en wat gewoonlik meer sensitief

is ten opsigte van stralingsskade, in die telorneriese gebiede

van chromosome aanwesig is. San Roman en Bobrow wys daarop

dat breuke meesal in die gebiede van die chromosoom voorkom

wat swak fluoresseer.

Endoreduplikasie is 'n verskynsel wat selde. waargeneem word,

en soos reeds genoem, word dit ook aangetref in onbehandelde

kulture. Baie min inligting bestaan hieroor in die litera=

tuur. Kellyen Brown(63) vind egter 'n viervoudige verhoging

in die frekwensie van voorkoms (0,2 tot 0,8%) tussen dosisse

van 280 en 400R wat in vivo toegedien is. Hul wys egter daar=

op dat daar geen dosisreaksie verhouding vir selle wat endore=

duplikasie toon, bestaan nie.

1.2.4 Aberrasies in Vitro

Die faktore wat aanleiding kan gee tot verskille in resultate

verkry met in vivo bestraling, is grootliks van toepassing op
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kulture wat in vitro bestraal word. Daar sal dus nie weer

volledig op hierdie verskille ingegaan word nie, maar eer=

der gelet word op addisionele faktore wat aanleiding tot

verskille mag gee.

Daar kan nie sonder meer aanvaar word dat gegewens wat in

vitro verkry is, net so van toepassing op in vivo omstandig=

hede sal wees nie. Alhoewel daar In groot ooreenkoms be=

staan tussen resultate in vivo en in vitro verkry, is dit

nie identies nie. C1emenger en Scott (1970) (70) vind dat

die aantal disentriese chromosome per sel met In faktor 10

verskil tussen verskillende indiwidue waarvan die limfosiete

in vivo (heelliggaam bestraling) en in vitro bestraal is met

30 tot 50 rads 60co. Hulle skryf hierdie verskil veral toe

aan die lae dosis bestraling wat gebruik is.

Norman et al (1964) (52) het In 6 MeV Linac, met effektiewe

fotonenergie van 1,9 MeV, gebruik as X-straal energiebron.

Dosistempols van 200 rad per minuut en 10 rad per minuut is

vir in vivo bestraling sowel as in vitro bestraling van die

heel bloed gebruik, waarna die limfosiete van die heel bloed

geskei is en 72 tot 96 uur kulture opgestel is. Hulle vind

dat die frekwensie van disentriese chromosome in vivo met In

faktor 2 ho~r of laer kan wees as in vitro, by dieselfde dosis

X-strale. Dit lyk dus asof daar In groter ooreenkoms tussen

in vivo en in vitro reaksies bestaan by hoër dosisse, ten min=

ste wat die opbrengs van disentriese chromosome betref.

In Baie interessante eksperiment is deur Field et al (1972) (71)
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gedoen wat heelwat lig werp op die meganismes wat verant=

woordelik mag wees vir verskille in aberrasies wat in vivo

en in vitro verkry word. Hy het die immunosuppressiewe in=

vloed van bestraling ondersoek by pasiënte wat nieroorplant=

ings moes ondergaan. Hiervoor is van In ekstrakorporeale

verbypad gebruik gemaak. Bloed het die lig'gaam se sirkula=

sie-sisteem verlaat, deur In bestralingsklos gevloei, waarna

dit weer tot die sirkulasie toegelaat is. Bloed is aan die

inlaatkant van die klos voor aanvang van bestraling, asook

met tussenposes tydens en na bestraling geneem, waarna kul=

ture volgens Moorhead se tegniek opgestel is. Aberrasies

is na 48 uur in kultuur ondersoek om die hoeveelheid beska=

digde limfosiete na sekere tye en dOs5se van bestraling te be=

paal. Dosisse het tussen 300 en 600 rads gewissel.

Uit gegewens volgens hierdie tegniek verkry, blyk dit dat

bestraalde limfosiete In gemiddelde verblyfperiode van 2,2

tot 2,7 minute in die bloedstroom het, waarna dit uit sirku=

lasie onttrek word en deur onbeskadigde limfosiete vervang

word. Die tempo van vervanging was egter sodanig dat Field

et al tot die gevolgtrekking gekom het dat die limfoiëde or=

gane nie alleen as siftingspunte vir beskadigde limfosiete

kan optree nie, maar dat In groot gedeelte van die vaskulêre

endotelium, pulmonaal sowel as sistemies, ook hierby betrokke

is.

Daar kan dus verwag word dat hoe langer die periode is wat

volg op bestraling in vivo totdat bloed getrek word, hoe

groter sal die verskil tussen in vivo en in vitro resultate

wees.
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Wisselinge in suurstofspanning binne kulture, beïnvloed

veral die herstel van selle na in vitro bestraling. Hall

(1972) (68) vind dat wanneer die suurstofinhoud van 'n be=

straalde kultuur tot 16 dele per miljoen en minder daal,

die herstel van subIetale skade totaal geïnhibeer word.

Die ouderdom van die persoon is 'n ander faktor wat in ge=

dagte gehou moet word. Liniecki et al (1971) (69) het PHA-

gestimuleerde limfosiete van manlike en vroulike persone

tussen die ouderdomme 0 (pasgeborenes) en 72 jaar geneem

en dit in vitro bestraal met 'n konstante dosis van 300

rads X-strale by 37oC. Selle afkomstig van die eerste mi=

tose is ondersoek. Geen verskil in die opbrengs van chro=

mosomale aberrasies tussen die twee geslagte kon waargeneem

word nie. Alhoewel die frekwensie van asentriese fragmente,

ringchromosome en koldelesies onafhanklik van die skenker se

ouderdom was, is gevind dat die opbrengs van disentriese chro=

mosome, lineêr en negatief gekorrelleer met ouderdom was. In=

dien die opbrengs van disentriese chromosome vergelyk word met

as addisionele groeistimulant gebruik. Alhoewel hierdie me=

tode nie deur die skrywer gebruik is nie, is dit tog interes=

sant om te let op die effek van bestraling op groeistimulasiê

die frekwensie per sel in pasgeborenes, word daar 'n afname

van 0,4 persent per jaar in opbrengs gevind.

Vroeër is gewys op die effek van PHA op limfosiete(8, 13, 15~

en dat die stimulasie wat dit op limfosiete uitoefen om tot

blaste te transformeer, nie deur bestraling geaffekteer word

nie. In sommige kultuurrnetodes word gemengde menslike serum
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in sulke kulture. Kasakura et al (1968) (65) vind dat al=

hoewel limfosiete nie meer in staat is tot D.N.A. sintese

en mitose na In dosis van 1500 R in vitro nie, die gemeng=

de serum nie sy vermoë verloor het om intakte limfosiete

tot blastvorming te stimuleer nie.

In terme van die aantal selle per kultuur, verkry Kasakura

die maksimum respons op PHA-stimulasie na bestraling by 3

tot 6 x 106 limfosiete. Bokant selkonsentrasies van 12 x

106, is die stimulasie-vermoë van PHA nie meer so effektief

nie. Hierdie resultate is verkry nadat heel bloed met 2000R

X-strale bestraal is en kulture 30 min. daarna opgestel is.

Schrek et al (1963) (64) het In direkte metode ontwikkel

waardeur die sensitiwiteit van interfase-limfosiete waarge=

neem kon word. Limfosiete is in vitro bestraal met 100 R

X-strale, waarna dit in In inkubator by 370C geplaas is en

periodiek in In telkamer ondersoek is. Na twee uur het se=

kere morfologiese veranderings ingetree, die eerste waarvan

die vorming van In klein vakuole binne die sel was. Dit

word gevolg deur In vormverandering van die sel. Die vaku=

ole vergroot en word omring deur In donker chromatienring.

Uiteindelik breek die ring, gevolg deur In kondensering van

die chromatien om In klein, ronde, soms fragmentariese kern

te vorm. Na 24 uur word feitlik geen oorlewende limfosiete

gevind nie. Die persentasie-effek van bestraling b~r.In se=

kere dosis is as volg bepaal:

(1
_aantal bestraalde limfosiete% effek = 100 )

aantalonbestraalde limfosiete
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In Belangrike toepassing van die direkte bepaling van stra=

lingssensitiwiteit van limfosiete oor In periode van 24 uur,

is om In voorafbepaling te doen van hoe In pasiënt op In se=

kere dosis ioniserende strale sal reageer. Schrek et al het

die sensitiwiteit van leukemiese en nie-leukemiese pasiënte

se limfosiete ondersoek. Geen verskil in sensitiwiteit is by

die twee groepe gevind nie. By 19 ondersoekte pasiënte met

chroniese limfositiese leukemie (leukerniese fase) word egter

limfosiete gevind wat meer weerstandigheid as die van normale

pasiënte getoon het. Sommige van hierdie pasiënte se limfo=

siete was geheel en al weerstandig teen 1000 R bestraling.

Dit is verbasend as in gedagte gehou word dat normale limfo=

siete selfs vir dosisse so laag as 2 R gevoeligheid toon.

Hieruit volg dus dat In pasiënt met weerstandige limfosiete

In groter dosis bestraling sal moet ontvang om dieselfde re=

duksie in witseltelling te verkry as ander.

Lindgren en Raekallio (1967) (66) neem dieselfde morfologiese

veranderings in interfase limfosiete waar na 600 tot 1000rads

bestraling as Schrek en sy medewerkers. 60co is as bron ge=

bruik en dosisse het ·tussen 200 en 60,000 rads gewissel. Na

dosisse van 200 tot 400 rads kon daar 24 uur na bestraling In

merkbare inhibering van groei waargeneem word. Die groot ver=

skil in sensitiwiteit tussen kernmateriaal en sitoplasmiese

ensiemaktiwiteit word geïllustreer deur die feit dat waar

veranderinge in chromatien na dosisse van 200 rads binne

24 uur waargeneem kan word, In daling in aktiwiteit van AS-

esterase en sitochroom-oksidase eers na 20,000 rads waarge=

neem kon word. Na 60,000 rads het hierdie ensieme nog steeds
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In mate van aktiwiteit getoon. Dosistoediening het 24 tot

48 uur voor oesting plaasgevind, oftewel 24 uur na opstel

van kulture.

Alhoewel die sensitiwiteit van menslike chromosome onaf=

hanklik van temperatuurwisselinge is, word daar gevind dat

herstel van X-straal geïnduseerde breuke makliker plaasvind

by lae temperature. Bora en Soper (1971) (67) het limfosiete

in kultuur met 306 R X-strale bestraal teen In tempo van

102 R per minuut. Die kulture is in twee groepe verdeel,

waarna hul by 370C en 50C onderskeidelik, bestraal is. Hier=

die temperature j.svir 65 minute na bestraling gehandhaaf en

daarna is beide groepe by 370C geïnkubeer. Chromosoo~onder=

o
sie chromosoom-aberrasies is by kulture wat by 37 C bestraal

is, gevind as by diê wat by 50C bestraal is. Bora en Soper

noem drie moontlike redes vir die verskille wat voorkom:

(i) Meer primêre breuke word by hoë as lae temperature

gevorm.

(ii) Die herstel van breuke vind meer effektief by lae

temperature plaas.

(iii) Die meganisme van uitruil vir In gegewe aantal breuke

wat tot uitruilings in staat is, vind stadiger plaas

by lae temperature.

Aangesien ATP nodig is vir die hegting van chromosomale breuke

(Wolff en Luippold, 1955) (67), stel Bora en Soper voor dat

daar In meer geredelike beskikbaarheid van ATP in die perifere

limfosiet is by hoër temperature. Die waarskynlikheid dat twee
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gebreekte chromosoom-eindes binne In hegtingsafstand van

mekaar geleë is, blyk ook groter te wees by hoë as lae

temperature.

Verskeie siektetoestande is verantwoordelik vir In verho=

ging in die chromosomale brekingsindeks na bestraling, die

bekendste waarvan die volgende is: Telangiëktatiese ataksie,

Bloom se sindroom en Fanconi se anemie. Higurashi et al

(1971) (72) (1973) (73) het die sensitiwiteit van limfosiete

afkomstig vanaf bogenoemde pasiënte ondersoek deur dit in

vitro by kamertemperatuur bloot te stel aan dosisse van 10

en 100 rads gammastrale, afkomstig van In 137Cs eksperimen=

tele eenheid. Die kultuurtegniek van Moorhead is gebruik,

terwyl die inkubasieperiode 52 uur was.

Die aantal chromosomale breuke per sel per rad wat deur

Higurashi et al by die onderskeie kulture gevind is, was as

volg: 0,0017 ± 0,0012 by bestraalde kontrole, 0,0062

± 0,0019 by telangiëktatiese ataksie, 0,0062 ± 0,0019 by

Bloom se sindroom en 0,0085 ± 0,0023 by Fanconi se anamie.

Sover dit die aantal disentriese en ringchromosome per sel

na 100 rads betref, was daar ook In merkbare verhoging in

straal is, veral met betrekking tot koldelesies, disentriese~

voorkoms by persone met die "chromosomale brekingssindrome"

as by bestraalde kontroles. Dit blyk dus dat daar In be=

sliste verhoging in chromosomale stralingssensitiwiteit van

persone met genoemde siektetoestande voorkom.

Evans (1972) (1) het soortgelyke bevindings verkry by persone

met Down se sindroom nadat kulture met 300 rads X-strale be=
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en ringchromosome. Daarenteen vind Chiduna (1968) (74) by

laer dosisse (10 - 40 R) dat, alhoewel daar In verhoging

in sensitiwiteit by die bestraalde limfosiete van Down-

sindroom-kinders voorkom indien dit met kontrole kinders

vergelyk word, hierdie sensitiwiteit nie hoër is as dié

van kontrole volwassenes nie. Die mate van sensitiwiteit

hang dus af van die siektetoestand, sowel as die toegedien=

de dosis.

Ploiëdie as bepalende faktor by stralingssensitiwiteit,

is van minder belang volgens die bevindings van Mauersber=

ger et al (1965) (75). Hulle het L. en Hela selle met 2n

sowel as 4n chromosome, met X-strale by dosisse van 100,

300 en 500 R bestraal (200 kV, 16 mA, 0,5 mm Cu, 1 mmAl,

100 R/min, FSD 45 cm). In teenstelling met die geval by

plante, kon geen noemenswaardige verskil in sensitiwiteit

tussen 2n en 4n selle waargeneem word nie, alhoewel die

verskille merkbaarder by 500 R was.

Die effek van tydsduur van kulture op die aantal aberrasies

wat na bestraling verkry word, word geïllustreer deur die

werk van Sasaki en Norman (1967) (48). Heel bloed is aan

500 R X-strale in vitro blootgestel, waarna dit afgeswaai

en die limfosietbevattende plasma gebruik is vir die opstel

van kulture. Kultuurtye het van 50 tot 72 uur gewissel.

Selle met chromosomale aberrasies is gegroepeer in onsta=

biele selle met polisentriese chromosome, ringchromosome en

asentriese fragmente; en stabiele selle met In hipo-, hiper-
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of diploiëde aantal chromosome. Na die eerste mitose (50

uur kultuurtyd) het die onstabiele selle 92% van die totaal

uitgemaak, en almal behalwe 2% het asentriese fragmente be=

sit. Na die tweede en derde mitose (72 uur kultuurtyd) het

die onstabiele selle In skerp daling in getal getoon, ter=

wyl die asentriese fragmente almal gepaard was.

Die aantal disentriese chromosome per sel het afgeneem van

1,2 na die eerste mitose, tot 0,6 na die tweede mitose en

0,3 na die derde mitose. Die waarskynlikheid dat In disen=

triese chromosoom die eerste en tweede mitose in vitro sal

oorleef, is dus baie na aan 0,5, terwyl die waarskynlikheid

dat In onstabiele sel eerder In deling saloorleef as In

stabiele sel, as 0,35 gevind is.

Die frekwensie voorkoms van chromosoom- en chromatied-aber=

rasies is in vitro deur Kellyen Brown (1965) (63) ondersoek.

Bloed is van twee gesonde manlike persone, onderskeidelik

33 en 21 jaar oud, getrek en onmiddellik daarna bestraal

met X-strale (200 kV, 20 rnA, HWL 1,5 mm Cu, dosistempo 42,2

tot 48,3 R/min) by dosisse wat tussen 50 en 1600 R gewissel

het. Limfosiete is gekweek volgens die tegniek van Hoorhead,

terwyl inkubasieperiodes gewissel het van 73 tot 77 uur, vir

o tot 100 R bestraling; en 70 tot 96 uur vir 150 tot 1600 R

bestraling.

Die chromatied-aberrasies, geneem as enkelfragrnente wat los=

staande van In chromosoom met oneweredige pare arms voorge=

kom het, was teen In frekwensie van 0,038 per sel in kontro=
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les teenwoordig. Ten spyte van hul lae frekwensie van voor=

koms, kon die lineêre verwantskap tussen dosis en respons

tog aangetoon word.

Geen chromosoom-tipe aberrasies was in die kontrole-kulture

aanwesig nie. In bestraalde kulture was hul teenwoordig as

delesies, disentriese en trisentriese chromosome, ringchro=

mosome en translokasies. Die frekwensie van chromosoom-tipe

delesies, geneem as pare asentriese fragmente, was gelyk aan

die vierkantswortel van die X-straal dosis. Dieselfde het

gegeld vir die frekwensie waarin disentriese en trisentriese

chromosome voorgekom het. In Koëffisiënt van 0,09 x 10-5/

sel/R2 is gevind vir die opbrengs van disentriese chromosome.

Ringchromosome het selde voorgekom. Dieselfde het vir trans=

lokasies gegeld by dosisse van 250 R en hoër.

Die induksie van breuke het teen In tempo van 0,0069 breuke/

sel/R voorgekom, wat bereken is as die gemiddelde van die

totale aantal breuke/sel by elke dosis. Hierdie waarde het

chromatiedbreuke ingesluit. Die aantal breuke/sel/R was

0,015 en 0,018 by 800 en 1600 R onderskeidelik, wat daarop

dui dat minder breuke by hoër dosisse voorgekom het. Hier=

die tipe berekening is dus baie afhanklik van die minimum en

maksimum grense van dosisse wat by die berekening betrokke is.

Verder is gevind dat chromosoom-tipe delesies by dosisse van

so laag as 50 R waargeneem kan word, disentriese chromsome by

100 R, translokasies by 200 R en ringchromosome by 250 R.
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1.2.5 Die Interaksie van X-strale en Elektrone met materie

Ionisasie word veroorsaak deur elektromagnetiese golwe soos

X-strale en gammastrale, sowel as deur partikels soos alpha-,

beta-partikels, (elektrone van verskeie bronne, positrone)

neutrone en protone(80).

Uit In mediese of biologiese oogpunt beskou, is die belang=

rikste effek van ioniserende strale, die feit dat hul ioni=

sasie tot gevolg het. Alle biologiese veranderings wat bin=

ne lewende weefsel plaasvind na bestraling, kan teruggevoer

word na die effekte van ionisasie. Die verskille in effekte

wat waargeneem word, kan teruggevoer word na die graad van

penetrasie, die krag waarmee ionisasie plaasvind, die dosis

van toediening sowel as die geabsorbeerde dosis, die betrok=

ke weefsel en ander sekondêre faktore.

Die ioniserende effek op individuele atome het die uitskop

van elektrone in hul bane om die atoomkern tot gevolg, waar=

na hierdie elektrone ioonpare vorm. Baie meer energie word

benodig om elektrone uit die skille nader aan die atoomkern

te skop, gevolglik is die ioonpare wat in weefsel gevorm word,

hoofsaaklik van die buitenste skille afkomstig. Die gemiddel=

de energie benodig vir die produksie van so In ioonpaar, word

as 33,5 elektronvolt (eV) aangegee. In terme van energie be=

reken in In meer bekende eenheid, is dit so laag dat In ge=

weldige hoeveelheid ionisasie (of bestraling) nodig sal wees

om die temperatuur van die weefsel slegs In gedeelte van In
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graad te verhoog. Die ernstige biologiese skade deur ioni=

serende strale veroorsaak, kan dus nie net bloot aan omset

van energie na hitte toegeskryf word nie, maar aan fisio=

chemiese veranderings wat plaasvind.

Indien een of meer atome van In molekuul geIoniseer word,

kan verwag word dat die molekuul chemiese veranderinge sal

ondergaan. Sulke veranderinge affekteer nie slegs dié

substanse wat in suspensie of kolloiëdale vorm in die weef=

sel teenwoordig is nie, maar die vloeistof self, oftewel

water, word geaffekteer. Waterstof en suurstof molekules

word dikwels tot hul atomiese vorm gereduseer, terwyl spore

waterstofperoksied, OH groepe en organiese peroksiede ook hul

verskyning mag maak. In Groot verskeidenheid van veranderinge

mag plaasvind as gevolg van die verplasing van elektrone wat

by molekulêre verbindings betrokke is. Dit het die vorming

van verspreide gebiede van chemiese interferensie met meta=

boliese prosesse en beheermeganismes tot gevolg, bv. onder=

drukking van selrespirasie; inaktivering van ensieme en dena=

turasie van proteiene; delingsvertraging of vertraging in die

mitotiese indeks en les bes, aberrasies in die kernmateriaal

van In sel.

Kwantitatief gesproke, produseer die eenheid van ioniserende

straling, ,nl. die roentgen, 1,16 x 1012 ioonpare per gram

weefsel. Indien dit egter vergelyk word met die aantal atome

per mol nl. 6,023 x 102~ blyk die aantal ioonpare wat deur

een roentgen ioniserende strale gevorm word, nie meer in ver=
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houding tot die totale aantal atome, so baie te wees nie(81).

Indien die skade egter in byvoorbeeld groot protelenmolekules

wat In lewensbelangrike funksie in die sel vervul plaasvind,

mag dit letaal vir die sel wees. Daarbenewens is die effek

van sekondêre faktore wat as gevolg van ionisasie ontstaan,

sodanig dat dit fataal is by dosisse onder 800 R.

1.2.5.1 Die absorpsie van X-strale

Die absorpsie van X-strale word bepaal deur die digtheid

en dikte van die betrokke materiaalof substans. Hierdie

verhoudingskonstante staan bekend as die koëffisiënt van

absorpsie, waardeur die relatiewe verlies aan intensiteit

per sentimeter van die afstand wat die X-straal aflê, gegee

word. Die verhouding tussen die koëffisiënt van absorpsie

en die halfwaarde laag (H.W.L.) d.w.s. die dikte van In ge=

gewe.materiaal benodig om die intensiteit van die invallende

strale met die helfte te verminder, word deur die volgende

vergelyking aangetoon: (80)

~ = 0£693
T~

waar T~ = die H.W.L.

~ = koëffisiënt van absorpsie

Absorpsie vind op drie maniere plaas, afhangende van die ener=

gievlakke van die bestraling, nl., deur die foto-elektriese ef=

fek, Compton-terugslag en paarproduksie.
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1.2.5.1.1 Die foto-elektriese effek

Lae energie X-strale word hoofsaaklik deur die foto-elek=

triese effek geabsorbeer. Die foton dra al sy energie oor

aan die elektron. Slegs In klein gedeelte, nl. 30 tot 50 eV,

word gebruik om die elektron uit sy ski! te skop, terwyl

die res oorgaan in kinetiese energie. Die foton met ener=

gie hv (Planek se konstante vermenigvuldig met die frekwen=

sie) word dus geabsorbeer, wat In aktiveringsenergie W in

die atoom tot gevolg het. Sodoende wor d In elekt.ron met

massa"m en snelheid v vrygestel (81).

die formule ~ mv2verteenwoordig die kinetiese energie

wat benodig word om die elektron uit sy skil te skop.

Die omgekeerde van die foto-elektriese effek is ook moont=

lik, d.w. s , botsende elektrone kan fotone produseer met In

frekwensie en golflengte eweredig aan die waarde verkry

volgens bogenoemde formule.

1.2.5.1.2 Die Compton-effek

Hoë energie strale is by die Compton-terugslag betrokke.

Slegs In gedeeltelike energie-oordrag vind hier plaas,

deurdat die foton met die elektron bots, hom uit sy skil

skop, en daarna in In ander rigting met verminderde ener=

gie voortbeweeg. Verminderde energie impliseer op sy beurt

weer dat die foton nou In langer golflengte en laer fre=
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kwensie besit. Die elektron wat deur die foton uitgeskop

is, beweeg op dieselfde wyse van die moederatoom weg as die

foto-elektron.

Na Compton-terugslag bly daar dus twee energiebronne oor,

nl. In gedegradeerde foton wat meeste van sy energie ver=

loor het, en n vinnige elektron. Die degradeerde foton

word gewoonlik vinnig geabsorbeer deur die foto-elektriese

effek.

1.2.5.1.3 Paarproduksie

Wanneer die energie van In invallende foton grootter as

1,02 MeV is, mag die foton deur die meganisme van paarpro=

duksie geabsorbeer word. Sekere fotone wat digby die kern ver=

bygaan, word aan die sterk veld van die kern blootgestel,

waarna dit skielik mag verdwyn. In die,plek daarvan verskyn

dan In elektronpaar met teenoorgestelde ladings, te wete In

elektron en In positron. Die positron verdwyn feitlik dade=

lik deur In annihilasie-reaksie, met die totstandkoming van

twee gamma kwarta van 0,5 MeVelk. (81) Onder annihilasie

word verstaan dat die stadig bewegende positron met een van

die vryelektrone wat volop in materie voorkom, verbind om

twee stralingsfotone te vorm.

Opsommend word die absorpsie van straling in sagte weefsel

by verskillende foton-energieë gegee:
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Foton-energie

o keV tot 50 keV: Foto-elektriese absorpsie speel In be=

langrike rol.

60 keV tot 90 keV: Foto-elektriese effek en Compton terug=

slag is ewe belangrik.

200 keV tot 1 MeV: Slegs Compton absorpsie is teenwoordig.

2 MeV tot 10 MeV: Paarproduksie begin toenemend plaasvind.

50 MeV tot lOO MeV: Paarproduksie is die belangrikste tipe

absorpsie.

1.2.5.2 Sekondêre Bestraling

1.2.5.2.1 Deltastrale

In Aantal sekondêre elektrone wat deur ionisasie gevorm

word, besit genoeg energie om opsigself ionisasie te pro=

duseer(80). Die elektrone wat so tot stand kom, staan

bekend as deltastrale.

1.2.5.2.2 Bremsstrahlung

Die absorpsie van elektrone het In afname in versnelling of

remmende effek tot gevolg. Namate die elektron die einde van

sy pad bereik, word die remmende invloed al hoe groter, en die

energie word in X-strale omgesit. Hierdie X-strale word dik=

wels na verwys as bremsstrahlung, wat remmende strale in

Duits beteken.

1.2.5.3 Die Meting van Bestraling
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1.2.5.3.1 Die Roentgen en die Rad

In die verlede is die roentgen op twee maniere gebruik

wat heelwat van mekaar verskil het. Eerstens is dit ge=

bruik om straling te meet wanneer dit die apparaat verlaat,

terwyl dit in die tweede plek gebruik is om die hoeveel=

heid geabsorbeerde energie in byvoorbeeld weefsel, te be=

paal.

Die definisie van die roentgen maak dit egter onmoontlik

om straling te meet indien die stralingsbundel se energie

3 MeVoorskry. Verder word die roentgen slegs met betrek=

king tot elektromagnetiese bestraling gedefinieer, sodat

dit nie gebruik kan word vir partikels soos elektrone, pro=

tone en neutrone nie. Dit het daartoe gelei dat In nuwe

eenheid van dosis, die rad, tot stand gekomhet. Die roent=

gen is dus In eenheid van blootstelling, terwyl die geabsor=

beerde dosis in rads gemeet word.

Die roentgen word gedefinieer as die eenheid van blootstel=

ling wat die produksie van 1,610 x 1012 ioonpare/gram lug

tot gevolg het. Aangesien die gemiddelde energie wat beno=

dig word om In ioonpaar in lug vry te stel nl. 33,7 ev/ioon=

paar, feitlik dieselfde vir alle elektronenergieë is, kan

die verwantskap tussen blootstelling en die energie wat in

lug geabsorbeer word, as volg aangetoon word:

1 roentgen stel 1,610 x 1012 ioonpare/gram in lug vry.

Die energie geabsorbeer deur 1 gram lug blootgestel aan IR
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81
= 1,610 x 1012 ioonpare x 33,7 ev

gram lug ioonpaar

= 54,0 x 1012 ev
gram lug

x 1,602 x 1012 ergs = 86 9 ergs
ev ' gram lug

Die eenheid van geabsorbeerde dosis word arbitrêr gedefi=

nieer as 100 ergs/gram. Dus: Energie geabsorbeer per

gram lug blootgestel aan IR = 0,869 rads.

1.2.5.3.2 Relatiewe biologiese effektiwiteit (RBE)

Alhoewel alle tipes straling dieselfde tipes biologiese

effekte produseer, is die grootte van die respons per een=

heid geabsorbeerde dosis egter nie dieselfde nie. Die om=

gekeerde verhouding van die geabsorbeerde dosis van een

stralingstipe tot dié van 'n ander stralingstipe benodig om

dieselfde graad van gestipuleerde effek te produseer, staan

bekend as relatiewe biologiese effektiwitei~83~.

Die rad kan ook omskryf word as die hoeveelheid geabsorbeer=

de dosis van enige tipe straling, wat die produksie van 100

ergs energie per gram tot gevolg het80). Die stralingstipe

wat in die eerste definisie as verwysingspunt gebruik wo~d,

is gammastrale vanaf 60co en 200 - 250 kV X-strale.

Daar bestaan nie 'n spesifieke RBE vir 'n gegewe tipe stra=

ling nie, aangesien die waarde afhang van die weefsel, die

sel, die biologiese effek wat ondersoek word, die totale

dosis en die dosistempo.
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1.2.5.3.2 Lineêre Energieoordrag (LET)

.Die basiese indeks van stralingskwaliteit is die aantal

gebeurtenisse wat tot energieverlies lei, per eenheids=

lengte van die pad van In ioniserende partikel. Dit staan

bekend as die lineêre energie-oordrag of LET(84).

Kwalitatief beskou, kan enige biologiese effek wat deur

lae LET straling geproduseer word, ook deur hoë LET stra=

lings soos alpha-partikels en vinnige neutrone, gevorm

word. Daar bestaan egter kwantitatiewe verskille tussen

die twee. Die reaksies op lae LET stralings word deur die

volgende gekenmerk:

(a) Die eksperimentele dosis-oorlewingskurwe van selle vorm

In "skouer" voordat dit In eksponensiële vorm aanneem, wat,

In opeenhoping van subIetale skade weerspieël.

(b) In Tweede reeks dosisse wat etlike ure na die eerste

dosis volg, het die herverskyning van In "skouer" tot ge=

volg, wat daarop dui dat gedeeltelike herstel van subIetale

sellulêre skade plaasgevind het.

(c) Vanweë die herstel van subIetale skade, word In duide=

like dosistempo afhanklikheid van effek waargeneem, dit wil

sê by laer dosistempo, word In hoër dosis benodig om die=

selfde tipe biologiese effek tot gevolg te hê.

(d) Die graad van die effek is baie afhanklik van toestande

soos suurstof-spanning,ensovoorts.
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Die reaksies van die LET straling is as volg:

(a) In Kleiner geabsorbeerde dosis is nodig om In sekere

graad van effek, d.w.s. RBE, tot gevolg te hê.

(b) Die dosis-oorlewingskurwe is eksponensieël of baie

naby daaraan, wat meebring dat weinig, indien enige her=

stel van subletale skade plaasvind.

(c) Verdeling van die dosis veroorsaak slegs In geringe

verandering van die dosis-effek kunle, wat In gebrek aan

herstel van subletale skade aandui.

(d) Weinig of geen dosistempo afhanklikheid in die graad

van die effek, word waargeneem.

(e) Suurstofspanning is nie veel van belang nie.

1.3 CHEMOTERAPEUTIESE MIDDELS AS INDUSEERDERS VAN SKADE

IN KERNr.1ATERIAAL

Die chemoterapeutiese middels kan in verskeie groepe ver=

deel word nl.: Alkilerende agense; sulfhidriel-onderdruk=

kers; antimetaboliete; antibiotika, alkaloiëde en retiene;

steroiëde en hormone; ander soorte verdowingsmiddels(85).

Bleomisien, endoksaan en 5-fluoro-urasiel is as voorbeelde

deur die skrywer gebruik in die ondersoek na die effek van

chemoterapeutiese middels op menslike mitotiese chromosome,

daarom sal slegs alkilerende agense, antimetaboliete en anti=
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biotika hieronder bespreek word.

1.3.1 ALKILERENDE AGENSE, BV. ENDOKSAAN EN CHLOORAMBUSIEL

Die alkilerende agense is In hoogse reaktiewe groep che=

miese verbindings wat waterstofatome in verskeie organiese

verbindings deur In alkielgroep (bv. R-CH -CH ) kan ver=

plaas. By bepaling van die sitotoksiese effek van hierdie

verbindings, is dit veral die alkilering van die nuklelen=

sure, waarvan die effek op DNA die belangrikste is(86), wat

van belang is. Alkilering veroorsaak breuke in die DNA

molekuul, sowe l as dwarsverbindings tussen die t\'leeDNA

kettings. Hierdie dwarsverbindings verhoed dat die twee

DNA kettings van mekaar skei, d.w.s. replisering van DNA

en transkripsie van RNA word verhoed(87). Die alkilerende

agense staan ook bekend as radiomimetiese stoW\'le,sodat

hul net soos X-strale, ook chromosomale aberrasies tot ge=

volg sal hê.

Daar bestaan twee tipes alkilerende agense, nl. monofunk=

sionele verbindings met een alkilerende groep; en polifunk=

sionele verbindings met veelvoudige alkilerende groepe. AI=

gemeen gesproke het die polifunksionele verbindings hulself

a.sklinies meer bruikbaar bewys. Met uitsondering van een,

is die klinies-suksesvolle alkilerende agense almal deri=

vate van stikstof-mosterd.

Die verskil in aktiwiteit van die verskillende alkilerende

agense, is waarskynlik te wyte aan verskille in absorpsie-
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Figuur 6: Chemiese struktuur van siklo-fosfo-arnied bv.
Endoksaan (86) •

ICOO H C H2 C H2 H2 C-

Figuur 7:' Chemiese struktuur van chloorarnbusiel (86) •

tempo en posisie van metabolisme en weefsel-affiniteit

eerder as aan 'n basiese verskil in manier van werking.

Daarbenewens is die werking van die alkilerende agense

nie afhanklik van die fase van die siklus waarin 'n sel

hom bevind nie.

Endoksaan word onder andere gebruik vir die behandeling

van Hodgkin se siekte en ander lirnfome; chroniese leuke=

mieë en karsinome van die mamma, ovarium, long, serviks,

uterus, testis, larinks en gastr9-intestinale kanaal.

Chloorarnbusiel is veral bekend vir die behandeling van

lirnfome, limfositiese leukemie, Hodgkin se siekte en re=

tikulumsel sarkome.

(37) .Studies wat deur Stevenson en Patel (1973) gedoen is

om die in vitro effek van chloorawbusiel op limfosiete te
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bepaal, het aan die lig gebring dat dit hoofsaaklik ver=

antwoordelik is vir die vorming van chromatied-aberrasies.

Chloorambusiel (CBC) is teen vier verskillende konsentra=

sies nl.: 0,5; 1,0; 2,0 en 3,0 ~g/ml by limfosietkulture

direk na opstelling gevoeg. Die metode van Arakaki en Sparkes

is vir die opstel van kulture gebruik, terwyl die inkubasie

periode 72 uur was. Indien die konsentrasies wat in vitro

gebruik is, vergelyk word met die in vivo konsentrasie van

behandeling (200~g/kg liggaamsgewig), is die laagste kon=

sentrasie (0,5 ~g/ml) wat in vitro gebruik is, steeds hoër

as dié wat In pasiënt ontvang.

Uit die verkrygde resultate was dit duidelik dat, soos

reeds genoem, CBC hoofsaaklik chromatied-aberrasies tot ge=

volg het; dat daar In konsentrasie-afhanklike verhoging in

chromatied-skade vanaf 0,5 ~g/ml tot 3,0 ~g/ml CBC was; en

dat feitlik geen metafases verkry is by konsentrasies hoër

as 3,0 ~g/ml CBC nie.

Uit In totaal van 600 ondersoekte metafases in die twee

hoër konsentrasies, nl. 2,0 en 3,0 g/ml, is slegs vyf di=

sentriese chromosome gevind, waarvan vier fragmente besit

het. Laasgenoemde dui daarop dat die metafase waarin hier=

die disentriese chromsome plus fragmente voorgekom het, ver=

teenwoordigend van die eerste mitotiese deling nadat skade

plaasgevind het, was. Daarenteen was die disentriese chro=

mosoom wat in die vyfde metafase waargeneem is, waarskynlik

afkomstig van In tussendeling in die 72 uur periode, waar=
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tydens die fragment verlore geraak het.

By die interpretasie van hierdie resultate moet in gedag=

te gehou word dat dubbele fragmente as chromosoom-breuke

getel kan word, met die implikasie dat hul in Gl ontstaan

het; of as isochromatied-breuke indien hul in die S-fase

ontstaan het.

1.3.2 ANTIMETABOLIETE, BV. 5-FLUORO-URASIEL

5-Fluoro-urasiel is In analoog van timien, oftewel 5-

metiel urasiel, een van die pirimidien-basisse wat in

DNA voorkom. Die gehalogeneerde urasiele het In halogeen,

fluorien in.hierdie geval, in die 5-posisie van urasiel of

sy derivate.

Die moontlike effek van 5-fluoro-urasiel, is inmenging in

die volgorde van reaksies wat uitloop op die biosintese van

die deoksieribonukleotied van timien, bekend as timidielsuur,

wat In voorloper van DNA is(86).

Die effek van 5-fluoro-urasiel op menslike limfosiete sal

dus hoofsaaklik in die vorm van onderdrukking van DNA sin=

tese wees. Geen chromosomale abnormaliteite word verwag

nie, aangesien 5-fluoro-urasiel nie in DNA geïnkorporeer

word nie, en aangesien geen selle die metafase-stadium van

deling behoort te bereik nie.
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Figuur 8: Chemiese struktuur van 5-fluoro-urasiel(85).

1.3. 3 ANTIBIOTIKA, BV. BLEOMISIEN

Bleomisien is In mengsel van nouverwante verbindings,

waarvan die presiese samestelling tot nog toe onbekend is.

Wat wel bekend is, is dat hul polipeptiedagtig van aard

is en sekere ongewone aminosure sowel as koper bevat(88).

In soverre dit die meganisme van werking betref, is dit

bekend dat bleomisien met DNA reageer; inmeng met DNA sin=

tese; die transkripsie van DNA en RNA bemoeilik. Wanneer

bleomisien met DNA reageer, veroorsaak dit fragmentasie,

d.w.s. chromosomale aberrasies sal in limfosietkulture

wat met bleomisien behandel is, waargeneem kan word.

Bleomisien word veral in die chemoterapie van epiteliële

tumore gebruik. Verder besit dit besliste anti-mitotiese

eienskappe in die G2 fase van die selsiklus, maar nie van

dieselfde orde as 5-fluoro-urasiel nie. Wheatley et al

(1974) (88), in hul werk op HeLa S-3 selle, wys daarop dat

5 ~g/ml bleornisien stadiger groei tot gevolg het in kulture
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waar die selle oppervlaksgebonde is, maar dat 10 ~g/ml

of meer nodig is om groei totaal te inhibeer. By totale

inhibering van DNA sintese, word gevind dat die sitoplas=

miese massa steeds vermeerder het, wat daarop dui dat

bleomisien nie RNA- en proteiensintese onderdruk het nie.

By dosisse laer as 5 ~g/ml, kon geen mitotiese effek op

HeLa S-3 selle waargeneem word nie. Bleomisien toon dus

'n lae toksiteit teenoor die belangrike selfunksies.

By suspensiekulture van HeLa S-3 selle vind Wheatley et

al egter dat die selle baie meer gevoelig is vir bleomisien,

en dat antimitotiese aktiwiteit by konsentrasies van 0,1

~g/ml of minder, waargeneem kon word.

2.0 METODES

2.1 TIPE SELLE GEBRUIK EN KULTUURMETODES

As bestralingsmateriaal is menslike limfosiete in kultuur

gebruik. Perifere bloed van 'n agt-en-twintig jarige, ge=

sonde vroulike persoon is getrek in 'n spuit wat met hepa=

rien natgemaak is. Pularin heparien, teen 'n konsentrasie

van 5000 eenhede/ml is hiervoor gebruik.

Die heelbloed is in die spuit gemeng om stolling te voor~

kom, waarna dit in 'n steriele plastiese proefbuis oorge=

plaas is. By elke 10 ml bloed getrek, is 0,05 ml phyto=

hemagglutinien (Wellcome HA 15) asepties gevoeg, waarna dit
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vir 30 minute in In yskas by 40C gelaat is.

Die prosedure wat hierna gevolg is, kan kortliks as volg

saamgevat word:

i) Na verstryking van die halfuur, en indien rooisel=

sedimentasie nie genoegsaam plaasgevind het as gevolg van

die byvoeging van die phytohemagglutinien nie, is die bloed

vir 5 minute by 600 o.p.m. afgeswaai.

ii) Die limfosiet-bevattende plasma, tesame met In klein

hoeveelheid gesedimenteerde rooiselle is met behulp van In

steriele pasteurpipet opgetrek; ± 1 ml op In keer.

iii) Hierdie ± 1 ml plasma plus rooiselle is by 5 ml kul=

tuurmedium (medium 150, verkry vanaf Polionavorsingsinsti=

tuut, Johannesburg) gevoeg, wat vooraf in In McCartney bot=

teltjie geplaas is.

iv) Op hierdie manier is In reeks kulture opgestel, (nooit

minder as vi~r op In keer nie),waarna dit in In inkubator

met In konstante temperatuur van 37 ± O,Soc geplaas is.

Bogenoemde prosedure is so steriel moontlik uitgevoer deur

gebruik te maak van In gasvlam en hibitane as ontsmettings=

middel. In Gewysigde tegniek van Moorhead et al(3) (1960)

is gebruik vir die opstel van die kulture.
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2.2 APPARATUS

2.2.1 X-STRALE

In Kilovolt masJ1en is as bron van X-strale gebruik, wat

in werking basies ooreenstem met die coolidgebuis(78).

Figuur 9: Die Coolidgebuis.

Dit bestaan uit In glasbuis wat onder vakuum verkeer.

Elektrone word verkry van In gloeidraad K wat deur In

elektriese stroom verhit word. In Potensiaalverskil V

bestaan tussen die katode K en anti-katode A, en hierdie

potensiaalverskil versnel die elektrone van K na A. Rond=

om die gloeikatode K is In silinder W, met In opening Ln

Wehneltsilinder W, is by dieselfde negatiewe potensiaal

as K. Die Regatiewe elektrone wat die katode verlaat,

word m.b.v. die Wehneltsilinder gefokuseer sodat In smal

elektronbundel op die anti-katode val. Hier word die

kinetiese energie van die elektrone dan omgesit in stra=

lingsenergie (E = hV) of Roentgenstrale, en warmte-energie

(Q) •

~ mv2 (Elektrone) = hv (Roentgenstrale) + Q (Warmte) (78)•
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Slegs 1% van die kinetiese energie van die elektrone word

in Roentgenstrale omgesit terwyl die res verlore gaan as

warmte-energie. Dit bring mee dat die anti-katode met wa=

ter verkoel moet word.

Die frekwensie, en dus ook die golflengte van die Roentgen=

strale, sal afhang van die snelheid waarmee die elektrone

die anti-katode tref, wat op sy beurt weer afhanklik is van

die potensiaalverskil V. Tydens bestraling van die limfo=

sietkulture, was die spanning oor die buis 90 kV, die stroom

20 mA, die lengte van applikator 30 cm en die afstand tussen

die applikator en die weefselhouer was 1,3 cm. Geen filter

is gebruik nie.

In Spanning van 90 kV is gelyk aan die energie gemeet in

terme van die H.W.L. (halfwaarde laag), en.is in die orde

van + 3 mm Aluminium.

H.W.L.

Figuur 10: Bepaling van die H.W.L.

Io is die intensiteit van die stralingsbundel by die ont=

staanpunt.

~ I is die intensiteit van die bundel by die toedienings=

punt.



-83-

Die intensiteit word bepaal deur die spanning, wat op sy

beurt weer verband hou met die kinetiese energie van die

bewegende partikels. Hieruit volg:

waar I = intensiteit van die stralingsbundel.

kV = spanning tussen katode en anode in kilovolt.

n se waarde hang af van die graad van filtrasie van

die bundel.

eV = KE-e
-waar e = elektronlading

V = spanning in Volt

KEe = kinetiese energie ven+df,e elektrone.

Die tweede belangrike faktor by die bepaling van intensi=

teit, is die stroomsterkte. Die intensiteit is eweredig

aan die stroomsterkte.

I cx i

Dus I cx i (kV)n

waar i = stroomsterkte.

Opsommend kan gesê word dat die limfosietkulture bestraal

is met harde en sagte X-strale, omdat geen filter gebruik

is nie. Hieruit volg dat die waarde van n gelyk aan 1 was.

Die intensiteit van die stralingsbundel kan dan as volg be=
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reken word:

I a i (kV)n

I a 0,20 (90 000)1

dus I a 1 800 R

2.2.2 DIE LINEêRE VERSNELLER

Vir die tweede reeks eksperimente is 'n Mevatron VIII

lineêre versneller gebruik. Volgens elektron-energie

kalibrerings wat op die instrument gedoen is, is die

werklike energieë by 4 MeVen 7 MeV as 5,1 en 7,6 MeV

onderskeidelik gevind (79). Met In 10 x 10 cm2 elektron=

veld was daar 'n variasie in die platheid van die veld van

± 5% by 7 MeV. Die stabiliteit in dosistempo was baie

goed, terwyl die X-straal kontaminasie van die elektron=

veld, minder as 3% by die maksimum elektrondosis was.

'n Basiese lineêre versnellersisteem bestaan uit 'n elek=

trongeweer, ve~snellingsgolfgang, buigrnagneet, skywe, mo=

dulatorsisteem en mikrogolfsisteem.

Die Elektrongeweer

Figuur (11) toon 'n skematiese voorstelling van die elek=

trongeweer.

'n Elektriese gloeidraad verhoog die temperatuur van die

katode tot + 700oC. Die katode is 'n konkawe skyf waarop



-85-

kragbron

.___--~-III'I'I-%-------L------------~
~ anode-kragbron

Figuur 11: Tipiese elektrongeweer.

In lagie bariumoksied neergeslaan is. Die verhitting van

die katode het In verhoogde elektronenergie van die barium=

oksied-atome tot gevolg, en sommige van hierdie elektrone

ontsnap om In elektronwolk rondom die katode te vorm.

Die skyfvormige anode is ongeveer 5 cm voor die katode ge=

plaas en bevat In klein gaatjie, die iris, by sy middelpunt.

Die anode en ka.tode word respektiewelik aan die positiewe

en negatiewe terminale van In hoogspanningsbron verbind.

Die kragbron trek die grootste persentasie van die vrye

elektrone uit die anode, sodat In sterk positiewe lading

op die anode ontstaan. Elektrone in die elektronwolk rond=
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om die katode, word na die anode aangetrek. Hierdie aan=

trekkingskrag staan bekend as elektrostatiese aantrekking.

As g~volg van die konkawe vorm van die katode, konvergeer

die elektrone na die middelpunt van die anode, en tree deur

die iris te voorskyn as 'n bundel. Elektrone wat die anode=

skyf tref, word d.m.v. die hoogspanningsbron na die katode

teruggevoer. Die elektrone in die bundel beweeg teen 2/3

van die snelheid van lig (c = 3 X 108 m/s). Dit word na.

die versnellingsbuis gevoer waar dit versnel word totdat

die elektrone byna die snelheid van lig bereik.

Die Versnellingsbuis

Die versneller wat gebruik is, besit 'n elektromagnetiese

of mikrogolfaangedrewe versnellingsbuis, in teenstelling met

die elektrostatiese versnellingsbuis. Deur die gebruik van

mikrogolwe, is dit moontlik om met 'n versnellingsbuis van

80 cm, elektronenergieë van 8 MeV te bereik. Die mikrogolwe

gebruik, is elektromagneties en het 'n golflengte van 10 cm.

Hierdie golwe word deur 'n ossillator opgewek by 'n frekwensie

van 2998 MHz; versterk, en na die versnellingsbuis gevoer.

'n Lineêre versneller wat aangedryf word teen 2998 MHz,

staan bekend as 'n S-band versneller,'en produseer 'n hoë

energie elektronbundel teen 'n gemiddelde drywing.

Die versnellingsbuis, ook versnellingsgolfgang genoem, be=

vat 'n reeks versnellingsskywe wat op 'n eweredige afstand
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van mekaar in In kopersilinder gerangskik is, soos aange=

toon in Figuur (12). In Toestel bekend as In intree-kop=

vul word, ontstaan In intense elektriese- sowel as magneet=

Figuur 12: Tipiese versnellingsgolfgang

pelstuk, kom aan die een kant van die versnellingsbuis

voor, en dra die mikrogolwe oor die intreekant van die

versnellingsbuis, vanwaar die golwe deur die buis na die

uittreekant beweeg. Die hele buis word gevolglik met

mikrogolwe gevul.

Die gebied tussen die versnellingsskywe staan bekend as

In mikrogolf-holte. Indien so In holte met mikrogolwe ge=
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veld. Saam vorm hulle In elektromagnetiese veld, wat na

die uittreekant van die versnellingsbuis teen byna die

snelheid van lig beweeg. Dit duur slegs 3,33 nanosekondes

vir In elektromagnetiese golf om deur In afstand van 1 me=

ter deur die golfgang te beweeg.

Die elektriese veldkomponent van die bewegende golf is ge=

rig langs die as van elke silindriese holte, tussen die

irisse van die versnellingsskywe. Elektrone word deur die

elektrongeweer in die digste gedeelte gelaat op so In tyd=

stip dat hul die eerste holte sal bereik net agter In ge=

bied van positiewe lading. Laasgenoemde beweeg van iris

na iris, en trek die elektrone na die uittreekant van die

versnellingsgolfgang. Die bewegende elektromagnetiese

veld verloor energie, wat deur die elektrone gewen word.

Die versnellingsbuis moet dus nie so lank gemaak word dat

die mikrogolwe naderhand soveel energie verloor dat dit

nie meer die elektrone tot In gewenste snelheid kan ver=

snel nie.

In Elektronbundel-geleibuis en bundelkollimator kom aan

die uittreekant van die versnellingsbuis voor, waarlangs

die elektrone na In buigmagneet vervoer word. Die bundel

sal divergeer wanneer dit die versnellingsbuis verlaat, daar=

om word die bundelkollimator aangewend om die elektronbundel

te vernou tot In deursnee van 1 cm.

Hierdie bundel van 1 cm deursnee beweeg deur In vakuum om=

hulsel wat tussen die pole van die buigmagneet voorkom. In
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Sterk magneetveld buig dan die versnelde elektronbundel

deur In hoek van 261 grade. Die elektrone verlaat die

buigmagneet deur In venster bestaande uit dun foelie wat

elektrone, maar geen lug deurlaat nie, en val in op In

elektronsif. Die sif is elektrostaties gelaai. In Se=

kere persentasie elektrone word deur die sif weggelei,

terwyl die orige persentasie wat deur die sif beweeg,

verstrooi word om In bundel van 25 cm by 25 cm te gee.

elektron- I
geweer./

~-----f modulator aneller-
generat

dosla
kontrole x-atraal veld

Figuur 13: In Basiese lineêre versneller-sisteem.

2.3 PROSEDURE

2.3.1 TYDSVERLOOP NA OPSTEL VAN KULTURE

Die gemiddeade tydsverloop tussen die opstel van kulture
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en bestraling, was 24 uur. Indien kulture bestraal word

net nadat hui opgestel is, d.w.s. wanneer al die limfo=

siete in interfase verkeer, word gevind dat die eerste

generasie mitoses 48 tot 54 uur later waargeneem kan

word(48) •

Dit volg dus dat waar kulture 24 uur na opstelling be=

straal is, die eerste generasie mitoses wat volg op be=

straling, 48 uur later waargeneem sal word, d.w.s. 72 uur

na die opstel van kulture. Kulture wat 24 uur na opstel

bestraal word, verkeer in Gl of S, d.w.s. In weerstand=

biedende gedeelte van die siklus(lO).

Die eindresultaat behoort dus In weerspieëling te wees

van die minimum aberrasie-opbrengs verkry deur In sekere

dosis X-strale en elektrone, terwyl die aantal asook die

generasie metafases wat uiteindelik ondersoek is, bepaal

sou word deur die invloed van X-strale en elektrone op

die mitotiese indeks, delingsvertraging en groeifraksie

van die selle.

2.3.2 DOSIS BESTRALING

2.3.2.lKilovolt masjien_

Dosisse van 500, 750 en 1000 roentgen is onderskeidelik vir

4,76; 7,16 en 9,55 minute aangewend. Dit is gedoen by In

potensiaalverskil van 90 kilovolt, In stroomsterkte van
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20 milli-ampére, en In applikator van 30 cm lengte. Die

afstand tussen die applikator en kultuurbotteltjie was

1,3 cm. Geen filter is gebruik nie.

2.3.2.2 Lineêre Versneller

Dieselfde verskillende dosisse elektrone is gebruik teen

In dosistempo van 200 rads per minuut, In applikator van

10 x 10 cm, en op In afstand van 100 cm. Elektrone met

energieë van 4 MeV en 7 MeVonderskeidelik, is gebruik.

2.3.3 TOESTANDE TYDENS BESTRALING

2.3.3.1 X-Strale

In Perspexbak gevul met water by 370C is voor die appli=

kator geplaas. Hierin is die kultuurbotteltjie vertikaal

gemonteer, op so In manier dat die middelpunt van die ap=

plikator met die middelpunt van die kultuur ooreengestem

het.

aan die stralingsdosis bloot te stel. Bestraling is in

2.3.3.2 Elektrone

Elke kultuurbotteltjie is sywaarts na die applikator ge=

rig, om die grootste moontlike oppervlak van die kultuur

lug by kamertemperatuur gedoen. Voor elke bestraling,

hetsy met X-strale of elektrone, is die kulture omgeroer

om te verseker dat die limfosiete in suspensie verkeer ty=
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dens bestraling.

2.3.4 TYDSVERLOOP NA BESTRALING

Alle kulture is aanvanklik 48 uur na bestraling gestop

deur die byvoeging van colcemid (GIBCO, 10 ~g/ml in

Hanks basiese soutoplossing) , waardeur spoelvorming

tydens metafase verhoed is. Na In totale inkubasiepe=

riode van 72 uur is egter baie swak resultate verkry met

kulture wat roet elektrone bestraal is, en die kultuurpe=

riode is toe verleng na 96 uur. Feitlik dieselfde aan=

tal metafases is na 4 MeVelektronetoediening verkry as

wat na 72 uur met X-straal behandelde kulture verkry is,

maar die 7 l-1eVkulture het steeds so In geringe aantal me=

tafases getoon, dat dit uit die eksperimentele data gelaat

is.

2.3.5 OES VAN KULTURE

Colcemid is drie uur voor verstryking van die inkubasie=

periode in die onderskeie kulture Qygevoeg. Die volgende

prosedure is hierna gevolg:

(i) Na byvoeging van colcemid is die kulture terugge=

plaas in die inkubator, waar dit vir drie uur gelaat is.

(ii) Na verstryking van die drie uur, is die kulture uit

die inkubator gehaal en vir 5 minute by 1000 o.p.m. afge=

swaai.
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(iii) Die medium is met behulp van In pasteurpipet afge=

trek totdat ongeveer 1 ml bokant die afgesakte limfosiete

en rooiselle behoue gebly het.

(iv) Die selle is in die oorblywende 1 ml' medium gere=

suspendeer, waarna 5 ml Hanks basiese soutoplossing byge=

voeg is. Dit is as eerste hipotoniese behandelingsmetode

van die selle gebruik.

(v) Die afswaaiproses is herhaal.

(vi) Die soutoplossing is, met uitsondering van 1 ml,

afgetrek, waarna pirogeenvrye water as finale hipotoniese

behandeling bygevoeg is. Die selle is geresuspendeer. Die

water het hemolise van die rooiselle tot gevolg, sodat net

die limfosiete agterbly. Hierdie hipotoniese behandeling

het opswelling van die limfosiete tot gevolg, wat veroor=

saak dat die selwande makliker bars, om sodoende die chro=

mosome vry te stel, wat beter verspreiding veroorsaak.

(vii) Die gesuspendeerde seloplossing is vir 20 minute

teruggeplaas in die inkubator.

(viii) Na verloop van die inkubasieperiode, is die oplos=

sing uitgehaal en afgeswaai.

(ix) Die water is afgetrek, die limfosiete is versigtig

in die oorblywende 1 ml vloeistof geresuspendeer, en daarna

in die pasteurpipet opgetrek.
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(x) Carnoy se vloeistof (3 dele metanol: 1 deel ysasyn)

is vars opgemaak en 3 ml is in die proefbuis gevoeg, waar=

na die inhoud van die pasteurpipet in die proefbuis terug=

gespuit is. Dit het In gelyktydige fiksering van al die

selle tot gevolg.

(xi) Die gefikseerde selle is oornag in In yskas by 40C

gelaat~ Die volgende oggend is die proses van fiksering

twee keer herhaal. In die finale stap is slegs 1 ml fik=

seermiddel bygev~eg.

(xii) Voorwerpglasies is vir ten minste twee dae in ab=

solute alkohol (etanol) gelaat om alle vetterigheid te

verwyder. Hierna is hul uitgehaal, drooggevryf en in ge=

distilleerde water geplaas. Die temperatuur van die water

is net bo vriespunt gehou. Bogenoemde prosesse dra by tot

die verkryging van goed verspreide metafases op die voor=

werpglasies.

(xiii) Die selle is in die pasteurpipet opgetrek, die

ergste water van die voorwerpglasie afgeblaas, en 6 tot

8 druppels van die selsuspensie op die voorwerpglasie,

wat skuins gehou is, laat val.

(xiv) Die voorwerpglasie is vinnig deur In vlam getrek

om die oormaat fikseermiddel af te brand, en verder droog=

gewaai. Die plaatjies was nou gereed vir kleuring.
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2.3.6 KLEURTEGNIEK

Giemsa (Merck) en May-Grunwald (Merck) word as kleurstowwe

gebruik. Die kleurproses is as volg:

(i) Plaas in absolute metanol vir 5 minute.

(ii) Kleur in May-Grunwald vir 6 minute.

(iii) Spoel ergste kleurstof of in fosfaatbuffer, pH6,8.

(iv) Kleur in Giemsa vir 3 minute.

(v) Spoel af in tweede fosfaatbuffer.

(vi) Spoel af in gedistilleerde water.

Na die kleurproses word die voorwerpglasies op 'n droog=

rak by 40°C geplaas, waarna dekglasies met behulp van

DePeX opgesit word.

3.0 RESULTATE

'n Chromosoom-analise van 821 metafases is gemaak om die

in vitro skade veroorsaak deur X-strale, elektrone en sito=

statika te bepaal. 'n Totaal van 3 634 aberrasies is ge=

vind, waarvan 141 by die 181 metafases wat as kontroles ge=

dien het, teenwoordig was. Die verskillende tipes aberra=

sies is in twee hoofgroepe verdeel, afhangende of 'n hele

chromosoom of slegs 'n chromatied daarby betrokke was.

Chromosoom- en chromatied-aberrasies is op hul beurt weer

in 8 en 7 groepe onderskeidelik, verdeel. Sekere van hier=

die aberrasies was beperk tot dieselfde chromosoom of chro=
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matied, en is geklassifiseer as intraruil-tipe aberra=

siesi terwyl waar meer as een chromosoom of chromatied

deel gevorm het van 'n aberrasie, dit as verteenwoordi=

gend van die interruil-tipe aberrasie beskou is.

Nie alle aberrasies teenwoordig is vir hierdie ondersoek

gebruik nie, maar slegs die wat meer geredelik uitgeken

kon word. Interpretasie van en onderskeid tussen die ver=

skillende tipes aberrasies, is gedoen volgens die klassi=

fikasiesisteem soos gepubliseer in UNSCEAR (1969) (3l).

'n Addisionele tipe aberrasie, naamlik chromosoom- en

chromatiedbreuke is hierby gevoeg, aangesien hierdie tipe

aberrasie sedert 1969 as 'n egte aberrasie, en nie slegs

'n "gaping" nie, bewys is(30).

Uitkenning van aberrasie is gedoen vanaf foto's wat ge=

maak is van metafases wat met 'n Zeiss fotomikroskoop op

35 mm swart-en-wit film afgeneem is. Op hierdie manier

is 'n finale gemiddelde vergroting van 7000 verkry.

van die verband tussen sekere tipes aberrasies in terme

Die resultate wat verkry is, word in die onderstaande ta=

belle aangetoon, terwyl die grafieke ter illustrasie dien

van hoeveelheid en dosis i t.Lpe bestraling', ens., wat ge=

vind is.

Tabel I gee 'n uiteensetting van die verskillende tipes

chromosoom-aberrasies wat vir die ondersoek in ag geneem

is by die verskillende dosisse of konsentrasies bestraling



TABEL I

TIPES CHROMOSOOM-ABERRASIES VERKRY MET X-STRALE, ELEKTRONE EN SITOSTATIKA

TIPES ABERRASIES

II ~
Ul ~ ~:E~ ~(.!J Ul~E-t

AANTAL META= ~cIl
~ 00 CIl0E-t

cIl~ ~OZ II ~
DOSIS IN H ~~ ~OZ ~ HO~ ::>HTIPE BESTRALING FASES ONDER= H~ 00 ~~E-t

R .:(H H(.!J ~cIl~ H Z ;::,.::; Il::CIl~ 000
SOEK ~ ::> E-tO(.!J ~.:(Zoo H Il::Z E-t~(.!J ~aiS~H~ r::I E-tH ~ Z:E~ 0;::"::;

~H 0 ZIl:: ZO~ Z(.!J ~O OH
H ~ ffill::~ ~Z Ol CIlIl::~ ZH~~ 0 00 H::C: CIlH H::c: ~1l4E-t0 .:( Il::UaiS;::,.::; OUaiS Il:: E-t

X-strale 500 153 162 324 9 67 3 46 0 0

90 kV 750 174 187 281 3 73 10 42 2 1

1000 89 129 314 12 58 10 19 9 0

Kontrole 60 1 15 0 0 0 5 0 0

Elektrone 500 31 10 158 1 6 0 1 0 0

4 MeV 750 9 2 107 0 0 0 0 0 0

1000 59 38 95 5 42 1 0 2 0

Kontrole 52 0 8 0 0 0 8 0 0

Tipe sitosta= Konsen=
tika trasie

Bleomisien 0,4 llg/ml 30 2 17 0 4 0 9 . 0 0

Endoksaan 30 llg/ml 95 4 6 0 0 0 22 0 0

5-Fluoro-ura=
20 llg/ml 0 0 0 0 0 0 0 0 0siel

Kontrole 67 3 5 0 0 0 6 0 0
- --------- .-

L.._____ ___ ~ ______

I
\D......
I
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Dieselfde aantal kulture is vir elke tipe- en dosisbestra=

ling sowel as elke tipe sitostatikum gebruik, opgestel.

Die getal metafases aangetoon in kolom 3, is die aantal

bruikbare metafases by elke kultuur gevind. Soveel moont=

lik metafases is in elke afsonderlike geval gefotografeer

om waardes te verkry wat so na as moontlik aan In statis=

ties betroubare weergawe van gebeurtenisse is. Om hier=

die rede word die aantal metafases gevind by 750 A elek=

trone, as ontoereikend beskou.

Uit d.i:etabel blyk ditdat hee Lwat; minder metafases na

elektrone-toediening verkry is as met X-strale, ten spyte

van die feit dat die kultuurtyd in eersgenoemde geval ver=

leng is na 96 uur, nadat geen metafases 48 uur na bestra=

ling (72 uur na aanvang van kultuur) gevind is nie. Dit

dui op In groter verlenging van die selsiklus na elektrone-

behandeling as in die geval van X-strale. Onderlinge ver=

skille tussen kulture wat op dieselfde tydstip en oor In

periode van bykans twee jaar opgestel is, bemoeilik die be=

paling van die presiese oorsaak hiervoor verantwoordelik.

Daar kan dus net bespiegel word oor die moontlike rol van

delingsvertraging, die groeifraksie, PRA, letale aberra=

sies, ens.

By die verskillende sitostatika is drie keer meer matafa=

ses na endoksaan-toediening verkry as met bleomisien. Dit

hou verband met die feit dat endoksaan nie alleen propor~
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sioneel minder aberrasies veroorsaak nie, maar dat die

aberrasies ook van In minder gekompliseerde tipe is,

soos aangedui deur die afwesigheid van disentriese chro=

nosome , Terselftertyd word venlag dat bleomisien chromo=

soom-aberrasies sal veroorsaak, aangesien dit met DNA

reageer. Daarenteen is die werking van endoksaan soda=

nig dat di~ net chrornatied-aberrasies in generasie 1 tot

gevolg het. Dat daar wel chromosoom-aberrasies t.eenwooz=

dig is, is In bewys dat sekere van die ondersoekte meta=

fases in generasie 2 verkeer het. Geen metafases is met

5-fluoro-urasiel verkry nie, wat, soos verwag word, daarop

dui dat DNA-sintese letaal verhoed is.

Die verskillende tipes en aantal chromatied-aberrasies

word in tabel 2 op dieselfde manier gelllustreer.

Uit tabel 2 blyk dat dat, met voorbehoud van die rol wat

die groter aantal ondersoekte metafases mag speel, die

grootste verskeidenheid chromatied-aberrasies by 750 R

X-strale gevind is. Die algemene prentjie byelektrone

is ook dié van In kleiner verskeidenheid en groter op=

eenhoping van sekere tipes aberrasies.

Die feit dat endoksaan meer chromatied- as chromosoom-

aberrasies tot gevolg gehad het, dui daarop dat die meer=

derheid metafases in generasie 1 tydens die byvoeging van

colcemid verkeer het.



TABEL 2

TIPES CHROMATIED-ABERRASIES VERKRY MET X-STRALE, ELEKTRONE EN SITOSTATIKA

I
o
o
r-4
I

TIPES ABERRASIES

C fil !-. U} fil
AANTAL META= filU} fil fil fil HU}

U}C I

DOSIS IN HfiI H U} U}

~~
fiIfiI I

TIPE BESTRALING FASES ONDER= U} iïl fiIfiI fil HH
R ~H HfiI ~ 1l::8

ISOEK ZU} fil Il::t!> Ht!> 0 oU} ~~HfiI H E-lZ Il::Z
~ Il::fiI I

~H iïl ZH 8H
~~C iïlll:: ZIl:: III o::H

filiïl H U} iïl UfiI
HO::

8C 0 ~ U} OC
CU~ U}

H !

X-strale 500 153 86 261 3 0 68 9 0
I90 kV 750 174 30 219 5 64 01 1

1000 89 1 193 2 0 39 0 0

Kontrole 60 0 32 0 0 19 0 0

Elektrone 500 31 0 112 0 0 15 0 0 !

4 f.1eV 750 9 0 62 0 0 4 0 0

1000 59 0 19 2 0 13 0 0

Kontrole 54 0 8 0 0 14 0 0

Tipe sitosta= Konsen=
tika trasie

Bleomisien 0,4 ].lg/ml 30 1 6 0 0 60 0 0

.Endoksaan 30 ].lg/ml 95 0 5 0 0 39 0 0

5-Fluoro-ura= 20 ].lg/ml 0 0 0 0 0 0 0 0siel
Kontrolel 67 0 0 0 0 17 0 0

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

. \
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In tabelle 3, 4 en 5 word die totale aantal aberrasies

per sel gevind, aangetoon in terme van dosis by X-strale

en elektrone; en konsentrasie van die sitostatika toege=

dien. Aberrasies is in twee hoofgroepe verdeel, synde van

6f chromatied- of chromosoom-tipes.

TABEL 3

ABERRASIES VERKRY MET X-STRALE (90 kV)

DOSIS IN
R

CHROMOSOOM-
ABERRASIES

PER SEL

CHROMATIED-
ABERRASIES

PER SEL

TOTALE ABERRASIES

PER SEL

500 3,40 2,79 6,79

750 3,43 1,84 5,85

1000 6,19 2,64 8,82

Kontrole 0,35 0,85 1,2

Die resultate aangetoon in tabel 3, word grafies in fi=

guur 14 voorgestel ten opsigte van totale aberrasies per

sel, chromosoom-aberrasies per sel en chromatied-aberra=

sies per sel te~noor toegediende dosis X-strale.

In Progressiewe toename met dosis van chromosomale aber=

rasies per sel word gevind. Slegs In geringe toename kom

voor wanneer die dosis van 500 na 750 R verhoog word, ter=

wyl daar amper In verdubbeling van aberrasies tussen 750

en 1000 RpIaasvind.



Figuur 14: Aberrasies per sel teenoor toegediende dosis

X-strale.

Uit figuur 14 kan gesien word dat die aantal chromosoom-

aberrasies per sel feitlik In paralelle styging met die

totale aantal aberrasies per sel by dosisse bokant 750 R

X-strale toon, terwyl daar In daling in die aantal chro=

matied-aberrasies vanaf 500 R voorkom. Daar kan dus gesê

word dat bokant 750 R, die styging in totale aberrasies

per sel, hoofsaaklik te danke is aan die aantal chromosoom-

tipe-aberrasies per sel.

Die dalende neiging in totale aberrasies per sel, veral

a.g.v. die daling in totale aberrasies per sel tussen dosis=
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se van 500 en 750 R, strook nie met wat venlag word nie,

en is In verskynsel wat verdere ondersoek regverdig. Daar

kan dus gesê word dat by 750 R X-strale, In verandering in

die effek van bestraling ten opsigte van kernmateriaal

voorkom, wat nie inpas by die verwagte lineêre styging met

dosisverhoging nie.

TABEL 4

ABERRASIES VERKRY MET X-STRALE (90 kV)

1000 3,10 0,58

0,423

3,68

DOSIS IN
R

CH ROMOSOOl>1-
ABERRASIES

PER SEL

CHROMATIED-
ABERRASIES

PER SEL

TOTALE ABERRASIES
PER SEL

500

750

5,68 4,10 9,78

12,11 7,33 19,44

Kontrole 0,615 0,96

Die aantal aberrasies per sel soos in tabel 4 aangetoon,

word in figuur 15 grafies vergelyk met die toegediende do=

sis elektrone.

Indien die statistiek verkry by 750 R elektrone buite

rekening gelaat word weens statistiese onbetroubaarhéid,

word uit tabel 4 gesien dat daar In algemene daling in

die onderskeie tipes aberrasies per sel voorkom met ver=



Figuur 15: Aberrasies per sel teenoor toegediende dosis

elektrone.

hoging in dosis, en dat by 1000 R, die aantal chromatied-

aberrasies per sel nie veel hoër as dié van die kontrole-

kulture is nie. Die patroon van verhoging in chromosoom-

aberrasies ten koste van chromatied-aberrasies met toename
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in dosis, is basies dieselfde as wat by X-strale gevind

word, alhoewel dit meer uitgesproke is in eersgenoemde ge=

Die feit dat heelwat minder liMfosiete die el~ktrone-toe=

diening oorleef het as in die geval by X-strale, dui daarop

dat meer letale aberrasies ontstaan het en dat hierdie le=

taliteit lineêr toeneem met verhoging in dosis en energie

val.

1500
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van die toegediende elektrone. Ditword g'estaaf deur In

meer dramatiese styging in chromosoom- teenoor chromatied-

aberrasies met dosistoename en die feit dat na bestraling

met 7 MeVelektrone, slegs 6 metafases by 500 R toediening

verkry is, terwyl daar In totale afwesigheid van metafases

by 750 en 1000 R was.

TABEL 5

ABERRASIES VERKRY MET SITOSTATIKA

CH ROMOSODr.f-
ABERRASIES

PER SEL

CHROMATIED-
ABERRASIES

PER SEL

KONSENTRASIE TOTALE ABERRASIES
PER SEL

Bleomisien 1,066 2,233 3,3000,4 llg/ml

Endoksaan 0,337 0,463 0,80030 llg/ml

Kontrole 0,209 0,254 0,463

Bleomisien veroorsaak bykans vier keer meer aberrasies per

sel as endoksaan. Heelwat minder metafases is ook met bleo=

misien verkry, wat inpas by bogenoemde verskynsel. Wat bei=

de tipes aberrasies betref, is dit duidelik dat bleomisien

en endoksaan minder effektief is in die produksie van aber=

rasies as X-strale en elektrone. Die aantal aberrasies deur

endoksaan geproduseer, is nie veel hoër as die kontrole-fre=

kwensies nie. Die groter chromatied- as chroroosoom-aberra=
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rasies by bleomisien, toon die minder ernstige effek wat

dit op kernmateriaal het.

Tabel 6 is In voorstelling van die frekwensie van chro=
I

mcsomale intraruil per sel by die verskillende dosisse en

konsentrasies bestraling en sitostatik~.

Uit tabel 6 blyk dit dat koldelesies die mees algemene

tipe chromosomale intraruil per sel is wat voorkom.

In Stelsematige verhoging in chromosomale intraruil word

met toename in dosis X-strale gevind, met uitsondering van

die daling wat in koldelesies, sentriese en asentriese ringe

voorkom by In dosis van 750 R.

By die dosis van 750 R elektrone word die statistieke

weereens geIgnoreer, waarna In styging in terminale dele=

feit dat geen sentriese of asentriese ringe teenwoordig is

sies en sentriese en asentriese ringe verkry word, terwyl

daar In afname in koldelesies by 1000 R voorkom. Die toe=

name in chromosomale intraruil vind dus oor In breër front

plaas byelektrone as in die geval van X-strale.

Wat die sitostatika betref, is dit duidelik dat, afgesien

daarvan dat chromosomale intraruil teen laer frekwensies

voorkom, dit beperk is tot terminale- en koldelesies. Die

nie, dui daarop dat chromosomale breuke deur sitostatika

veroorsaak, so na aan mekaar geleë is, dat slegs terminale-



TABEL 6

CHROMOSOMALE INTRARUIL PER SEL VEP~RY MET X-STRALE, ELEKTRONE EN SITOSTATIKA

DOSIS IN TERMINALE SENTRIESE ASENTRIESE ITIPE BESTRALING
R DELESIES KOLDELESIES RINGE & RINGEFRAGMENTE

X-strale 500 1,059 2,118 0,0196 0,0588 !
90 kV

750 1,075 1,615 0,0574 0,017 I

1000 1,450 3,528 0,112 0,135

Kontrole 0,017 0,25 0,000 0,000

Elektrone 500 0,323 5,077 0,000 0,323
4 MeV

750 0,222 11,889 0,000 0,000
I

I

1000 0,644 1,610 0,0166 0,085 I

I

Kontrole 0,000 0,15 0,000 0,000 I

Tipe Sitosta= Konsen=
tika trasie

I
I
I

Bleornisien 0,4 llg/rnl 0,067 0,567 0,000 0,000

Endoksaan 30 llg/rnl 0,042 0,063 0,000 0,000

Kontrole 0,044 0,074 0,000 0,000

I.....
o
-....J
I



en koldelesies gevorm kan word. Daar is dus In merkbare

verskil in afstand tussen aberrasies veroorsaak in die=

selfde chromosoom by sitostatika in vergelyking met X-
I

strale en elektrone. Dieselfde argument kan gebruik word

om aan te toon dat die gemiddelde afstand tussen breuke,

groter byelektrone as X-strale is.

In figuur 16 word die aantal terminale chromosoorn-delesies

grafies vergelyk met die toegediende dosis X-strale en elek=

trone.

1,5

II
fI)..
II 1,0r::t.

fI)

II
fI)

.!
II

"
II 0,5
IIIc
E
"-
Ol
I-

-108-

..... Elektrone

/

° 1000 1500500

00.1. In R

Figuur 16: Aantal terminale chromosoom-delesies teen dosis

X-strale en elektrone toegedien.
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Indien op sekere van die intraruil-tipe chromosomale

aberrasies afsonderlik gelet word, word gevind dat die

aantal terminale delesies per sel, merkbaar hoër by X-

strale as elektrone is. As in gedagte gehou word dat

hierdie tipe terminale delesies die gevolg is van enkel=

breuke dwars oor die chromosoom of mag ontstaan a.g.v.

onvolledige hegting van die gebreekte eindes van In pe=

risentriese inversie, mag die resultate In weerspieëling

wees van In groter aantal chromosomale enkelbreuke en

onvolledige hegtings by X-strale as elektrone. Indien

die effektiwiteit van X-strale en elektrone by die ver=

skillende dosisse uifgedruk word in terme van terminale

delesies per sel per roentgen, word gevind dat dit by X-

strale die hoogste is by 500 R, nl. 0,0021, terwyl die=

selfde waardes by 750 en 1000 R verkry word,nl. 0,0014.

In die geval van elektrone word net soveel terminale de=

lesies per sel per roentgen by 500 R geproduseer as by

1000 R, nl. 0,00064.

In figuur 17 word die chromosoom-tipe-sentriese ringe en

fragmente in terme van voorkoms per sel, met die dosis

X-strale en elektrone vergelyk.

Die opvallendste verskil tussen X-strale en elektrone by

hierdie tipe chromosomale intraruil-aberrasie, is dat sen=

triese ringe eers by 1000 R deur elektrone gevorm word.

By X-strale daarenteen is daar In lineêre verhoging met

toename in dosis vanaf 500 R. Daar skyn dus In hoë drum=



Figuur 17: Sentriese ringe en fragmente teenoor toegedien=

de dosis.

pelwaarde te wees vir die produksie van sentriese ringe

en fragmente deur elektrone.

Die voorkoms van chromosomale interruil soos verteenwoordig

deur die aantal disentriese chromosome en fragmente per sel,

word in tabel 7 by die onderskeie toegediende dosisse en

konsentrasies bestraling en sitostatika gegee.

Die frekwensie waarteen disentriese chromosoITe en fragmente

voorkom, is In goeie aanduiding van hoe ver ionisasie vanme=
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TABEL 7

CHROMOSOMALE INTERRUIL PER SEL VERKRY MET X-STRALE,

ELEKTRONE EN SITOSTATIKA

TIPE BESTRALING DOSIS IN R DISENTRIESE CHROMOSOOM
& FRAGMENTE

X-strale 500 0,438
90 kV 750 0,420

1000 0,652

Kontrole 0,000

Elektrone 500 0,194
4 MeV 750 0,000

1000 0,712

Kontrole 0,000

Tipe sitosta= Konsen=
tika trasie

Bleomisien 0,4 )lg/ml 0,133

Endoksaan 30 )lg/ml 0,000

Kontrole 0,000

kaar plaasgevind het. Slegs dié gebreekte punte wat nader

as 'n sekere afstand van mekaar lê, sal heg om 'n disen=

triese chromosoom te vorm. Indien dit as uitgangspunt ge=

bruik word, kan uit tabel 7 afgelei word dat daar 'n vin=

niger toename in ionisasies per eenheidsafstand by elek=

trone voorkom as by X-strale, en dat dit die hoogste is

by 1000 R elektrone. By laer dosisse, bv.,SOO R, neig die
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aantal ionisasie per eenheidsafstand egter om hoër te

wees as byelektrone.

By endoksaan, indien die frekwensie van die totale aantal

aberrasies in ag geneem word, vind die ionisasie te ver

van mekaar plaas om disentriese chromosome tot gevolg te

hê, terw~l die waarde verkry met bleomisien, bykans ver=

gelykbaar is met die waarde verkry by 500 R elektrone.

Tabel 8 gee In uiteensetting van chromatied-intraruil per

sel in terme van toegediende dosis X-strale en elektrone;

sowel as konsentrasies sitostatika gebruik.

Die dalende tendens wat terminale delesies by X-strale

volg en die afwesigheid byelektrone dui daarop dat, met

verhoging van dosis en energie van bestraling, die aantal

enkelbreuke of onvolledige hegtings by X-strale afneem en

verdwyn byelektrone. Dubbelbreuke ontstaan in In toene=

mende mate soos weerspieël deur die frekwensie van kolde=
,

lesies. Hierdie breuke is so na aan mekaar dat sentriese

en asentriese ringe teen In baie lae frekwensie by die ver=

skillende dosisse X-strale aanwesig is en feitlik afwesig

is byelektrone.

By bleomisien kom terminale- en koldelesies voor, terwyl

dit by endoksaan beperk is tot koldelesies. By endoksaan

is chroffiatied-intraruil dus beperk tot dubbelbreuke na aan=

mekaar geleë, terwyl by bleomisien daar In mengsel van en=



TABEL 8

CHROMATIED-INTRARUIL PER SEL VERKRY MET X-STRALE, ELEKTRONE EN SITOSTATIKA

TIPE BESTRALING DOSIS IN TERMINALE KOLDELESIES SENTRIESE ASENTRIESE i

R DELESIES RINGE RINGE

,
I

X-strale 500 0,55 1,71 0,000 0,020
90 kV 750 0,17 1,26 0,006 0,029

1000 0,011 2,17 0,000 0,022

Kontrole 0,000 0,53 0,000 0,000

Elektrone 500 0,000 3,61 0,000 0,000
4 MeV 750 0,000 6,89 0,000 0,000

1000 0,000 0,32 0,000 0,034

Kontrole 0,000 0,15 0,000 0,000

Tipe Sitosta= Konsen=
·tika trasie

Bleomisien 0,4 llg/ml 0,033 0,200 0,000 0,000

Endoksaan 30 llg/ml 0,000 0,053 0,000 0,000

Kontrole 0,000 0,000 0,000 0,000

I..........
w
I
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kelbreuke en nabymekaar geleë dubbelbreuke,gevorm word.

Die waardes gevind vir die interruil-tipe chromatied-

aberrasies by verskillende dosisse en konsentrasies X-

strale, elektrone en sitostatika, word in tabel 9 aange=

toon.

TABEL 9

CHROMATIED- INTERRUIL PER SEL VERKRY MET X-STRALE,

ELEKTRONE EN SITOSTATIKA

TIPE BESTRALING DOSIS IN R DISENTRIESE CHRO~~TIED

X-strale 500 0,000
90 kV 750 0,0057

1000 0,000

Kontrole 0,000

Elektrone 500 0,000
4 MeV 750 0,000

1000 0,000

Tipe Sitosta= Konsen=
tika trasie

Bleomisien 0,4 g/ml 0,000

Endoksaan 30 g/ml 0,000

Kontrole 0,000

Met uitsondering van 750 R X-strale, is daar In totale af=

wesigheid van chromatied-interruil. Die enigste gevolgt~ek=

king wat hieruit gemaak kan word, is die afwesigheid van
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enkel-ionisasie geleë op In afstand wat disentriese chro=

matiedvorming tot gevolg sal hê.

Tabelle 10 en 11 is In voorstelling van die aantal chro=

mosoom- en chromatiedbreuke per sel per toegediende dosis

of konsentrasie X-strale, elektrone en sitostatika.

TABEL 10

CHROMOSOOMBREUKE PER SEL

TIPE BESTF.ALING DOSIS IN R BREUKE PER SEL

X-strale 500 0,30
90 kV 750 0,24

1000 0,21

Kontrole 0,083

Elektrone 500 0,032
4 MeV 750 0,000

1000 0,000

Kontrole 0,015

Tipe sitosta= Konsen=
tika trasie

Bleomisien 0,4 }.lg/ml 0,000

Endoksaan 30 }.lg/ml 0,000

Kontrole 0,000

Chromosoom- en chromatiedbreuke verteenwoordig dubbele en

enkel subchromatied-aberrasies. Breking vind nie oor die
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TABEL 11

CHROMATIEDBREUKE PER SEL

TIPE BESTRALING DOSIS IN R BREUKE PER SEL·

X-strale 500 0,44
90 kV 750 0,37

1000 0,438

Kontrole 0,083

Elektrone 500 0,48
4 MeV 750 0,44

1000 0,22

Kontrole 0,26

Tipe Sitosta= Konsen=
tika trasie

Bleomisien 0,4 llg/ml 2,0

Endoksaan 30 llg/ml 0,41

Kontrole 0,25

hele breedte van die chromatied plaas nie, sodat die chro=

matied(e) intakte bly. Dit is die geringste vorm van skade

wat onder die ligmikroskoop waargeneem kan word. Uit die

tabelle blyk dit dat meer enkel- as dubbel subchrornatied=

breuke voorkom.

Figuur 18 is 'n grafiese voorstelling van chromosoombreuke

per sel teenoor dosis X-strale en elektrone.



0,3

- 0,2•'"...•Cl.

•~
::::I•... 0,1
II)

-119-

e---EJ X- stral e

9---e Elektron.

_ ......
__ ---- .... ..

o 500 1000 1500

Figuur 18: Chromosoombreuke per sel teen dosis X-strale

en elektrone toegedien.

Doala In R

Die kurwes in elektrone en X-strale betreffende die daling

in chromosoombreuke met toename in dosis, stem baie ooreen,

met dié verskil dat daar In laer f rekwen sLe van chromosoom=

breuke byelektrone is en dat eliminering van die breuke by

In laer dosis plaasvind.

Figuur 19 toon die aantal chrornatiedbreuke per sel volgens

toegediende dosis X-strale en elektrone.

Uit figuur 19 is dit duidelik dat die aantal chrornatied=

breuke per sel by In spesifieke dosis X-strale gevorm, om=
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Figuur 19: Chromatiedbreuke per sel teenoor dosis X-strale
en elektrone.

gekeerd eweredig is aan die aantal chromatiedbreuke per sel

By In teoretiese dosis van 630 R, behoort dan netsoveel

wat by In ooreenstemmende dosis elektrone geproduseer word.

breuke deur X-strale as elektrone per sel geproduseer word.

Onderkant hierdie dosis sal meer chromatiedbreuke deur elek=

kant 630 R sal plaasvind.

trone as X-strale gevorm word, terwyl die teenoorgestelde bo=

Tabel 12 gee In uiteensetting van die aantal aberrasies per

sel by die indiwiduele dosisse X-strale en elektrone, sowel

as die totale aantal aberrasies per sel by die onderskeie
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tipes bestraling.

TABEL 12

TOTALE ABERRASIES PER SEL PER ROENTGEN BESTRALING

DOSIS IN ABERRASIES/SEL/ TOTALE ABER=TIPE BESTRALING R R/ BY IN SEKE.RE RASIES/SEL/RDOSIS

X-strale 500 0,0136
90.kV 750 0,0078

1000 0,0088 0,01006

Elektrone 500 0,0196
4 MeV 750 0,0253

1000 0,0037 0,01619

-

Berekenings wat volgens bogenoemde manier gedoen word, is

altyd afhanklik van die minimum en maksimu~ grense van toe=

gediende dosisse, en aangesien bestraling by slegs drie re=

latief hoë dosisse uitgevoer is, moet die resultate verkry

in hierdie lig gesien word. In Wisseling in die aberrasies/

sel/R kom by die onderskeie dosisse X-strale en elektrone

voor, sodat daar nie sprake van In lineêre toename van aber=

rasies met dosisstyging is nie. Dit mag misleidend wees,

aangesien lae-energie aberrasies neig om meer volop voor te

kom as die meer gekompliseerde tipes aberrasies wat deur hoë

energie bestraling veroorsaak word. (Sien tabelle 3 tot 8).

Bogenoemde gegewens moet dus slegs gelnterpreteer word as

In maatstaf vir die bepaling van effektiwiteit van aberra=

sie-produksie, sonder dat die biologiese belangrikheid van
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die onderskeie tipes aberrasies in ag geneem word.

Indien resultate op hierdie manier beskou word, kan gesien

word dat 4 MeVelektrone, 1,51 keer of 51% meer effektief

is as 90 kV X-strale in die produksie van áberrasies/sel/R

by dosisse van 500, 750 en 1000 R.

4.0 GEVOLGTREKKING

Voordat enige bestraling gedoen kon word, moes 'n sukses=

volle metode vir die in vitro kweking van menslike peri=

fere limfosiete ontwikkel word. Die makro-kultuurmetode

van Moorhead et al(3) is as uitgangspunt gebruik, waarna

dit gewysig is om die beste resultate in hierdie laborato=

riurn te verkry. Daar word nie aanspraak gemaak dat 'n suk=

sesvolle gestandardiseerde kultuurtegniek ontwikkel is nie,

maar dat die tegniek onder die spesifieke omstandighede in

die betrokke laboratorium, in 90% gevalle tot suksesvolle

sitogenetiese ondersoek lei, en dat dit voldoende genoeg

was vir die uitvoer van die eksperimente.

Die invloed van ioniserende strale, elektrone en sitosta=

tika op die selsiklus, kon bepaal word deur die aantal di=

sentriese chromosome met of sonder fragmen~e te gebruik om

die mate van sekerheid dat generasie 1 metafases na bestra=

ling of toediening van sitostatika ondersoek is, vas te stel.

Disentriese chromosome met fragmente is verteenwoordigend van

generasie 1 metafases, en dié sonder fragmente as afkomstig
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van generasie 2 en 3 metafases. Indien sekerheid van ge=

nerasie 1 metafases as In persentasie uitgedruk word, is

die volgende waardes verkry:

BRON:
% SEKERHEID VAN GENERASIE 1

METAFASES VERKRY:

Bleomisien 50,0

500 R X-strale 64,6 72 kultuurperiodeuur
750 R X-strale 48,46

1000 R X-strale 89,46

500 R Elektrone 75,0

1000 R Elektrone 75,0 96 uur kultuurperiode

Endoksaan en 750 R elektrone is nie in ag geneem nie, weens

óf die afwesigheid van disentriese chromosome óf te In

klein aantal ondersoekte selle. Hierdie data gee ook In

goeie aanduiding van die verlenging in tydsduur van die

selsiklus by verskillen~e dosisse X-strale en elektrone,

asook by bleomisien, soos uitgedruk in die afname van gene=

rasie 2 en 3 metafases.

Uit die grafieke soos aangetoon in die weergawe van resul=

tate gevind, is dit duidelik dat die aberrasies wat die

naaste kom aan In lineêre styging met toename in dosis

tussen 500 en 1000 R, chromosomale sentriese ringe en frag=

mente by X-strale is, terwyl In bykans lineêre daling in

chromatiedbreuke met verhoging in dosis elektrone tussen

500 en 1000 R verkry word. Wat die res van die aberrasies

betref, kom In groter fluktuasie by die verskillende dosisse
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X-strale en elektrone voor. Die verskille in tipes en

frekwensies van aberrasies geproduseer by die onderskeie

dosisse X-strale en elektrone of In sekere tipe sitosta=

tikum, is van so In aard dat dit as biologiese indikator

van geabsorbeerde dosis, tipe bestraling of sitostatikum,

en konsentrasie van sitostatikum, aangewend kan word.
I,

Die mate van sukses wat bereik wo rd , sal afhang van die

effektiwiteit waarmee die indiwiduele aberrasies uitge=

ken kan wor d ,

Daar word dus voorgestel dat bandpatroontegnieke vir die

bepaling die tipes aberrasies, sowel as presiese samestel=

manier waarvolgens feitlik al die verskillende tipes aber=

rasies met ewe veel sekerheid bepaal kan word.

Die hoër aberrasie-opbrengste wat verkry is in vergeleke

met die data van bv. MOUriquand(31) i Sasak! en N~rman(49) i

Kellyen Brown (63) i of HiguraE!hi et al(72, 73), kan ver=

klaar word deur die makro-kultuurmetode gebruik, die rela=

tief hoë dosisse en nou-grense van variasie in dosisse X-

strale en elektrone, asook die feit dat chromosoom- en

chromatiedbreuke as addisionele tipes aberrasies geneem

is saam met die tipes soos uiteengesit in UNSCEAR(31).

Hierdie stap is as geregverdig bevind, deurdat aangetoon

kon word dat chromosomale- en chromatiedbreuke In betrou=

bare en maklike uitkenbare tipe aberrasie is in die bepa=

ling van aberrasie-opbrengste.
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OPSOMMING

Moorhead se limfosiet-kultuurtegniek is gewysig en aange=

wend om die in vitro effek van X-strale, elektrone en ad=

disioneel, drie verskillende tipes sitostatika, op menslike

metafase-chromosome te ondersoek.

Dosisse van 500, 750 en 1000 roentgen 90 kV X-strale is

aangewend. Bestraling van hierdie kulture het in In water=

bad by 370C plaasgevind. Dieselfde dosisse deur middel van

4 MeVelektrone is toegedien teen In dosistempo van 200 rad

per minuut. Hierdie prosedures is in teenstelling met die

geval by X-strale, by kamertemperatuur uitgevoer.

Die drie sitostatiese middels, nl. endoksaan, 5-fluoro-ura=

siel en bleomisien, is as voorbeelde van alkilerings-agense,

antimetaboliete en antibiotika onderskeidelik, teen konsen=

trasies van 30, 20 en 0,4 ~g/ml aangewend. Hierdie kon=

sentrasies stern ooreen met dié wat aan pasiinte toegedien

word.

Kultuurperiodes het 72 uur by X-strale en sitostatika en

96 uur by elektron-toediening geduur. Bestraling en by=

voeging van sito~tatika is 24 uur na opstel van kulture

gedoen.

Die effek van bogenoemde behandelingsmetodes is bepaal in

terme van die hoeveelheid en tipes aberrasies geproduseer
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by die onderskeie dosisse en konsentrasies. In Vergely=

kende studie is gemaak van die effekte van die verskillende

tipes straling en sitostatika. Klassifikasie van chromo=

soom- en chromatied-aberrasies is gedoen volgens die V.V.O.

verslag aangaande die effek van bestraling, waarby chromo=

soom- chromatiedbreuke as addisionele tipes aberrasies

gevoeg is.

Uit die resultate kon aangetoon word dat die duur van die

selsiklus verleng met stygende dosisse X-strale, terwyl die

verlenging onder dieselfde omstandighede by elektron-toe=

diening konstant gebly het. In soverre dit die sitostatika

betref, het 5-fluoro-urasiel In totale inhibering van timi=

dielsuur tot gevolg gehad, waardeur D.N.A.-sintese, waar van

timidielsuur In voorloper is, verhoed is. Die tydsduur van

die selsiklus is die minste geaffekteer deur bleomisien-toe=

diening terwyl die invloed van die endoksaan nie bepaal kon

word nie, weens die afwesigheid van aberrasies wat as indi=

kators gebruik is in die berekening van bogenoemde effek.

Hierdie berekenings is gedoen deur bepaling van die persen=

tasie sekerheid dat generasie 1 metafases ondersoek is, deur

die aantal disentriese chromosome met fragmente teenwoordig,

te vergelyk met dié sonder fragmente. Eersgenoemde word aan=

vaar as verteenwoordigend van die eerste generasie metafases

wat na bestraling of byvoeging van sitosta~ika hul verskyning

in die kultuur maak, terwyl laasgenoemde as verteenwoordi=

gend van generasies 2 en 3 beskou word.
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Die mees algemene tipe chromosoom- en chromatied-aberra=

sies wat voorgekom het, was koldelesies. 'n Lineêre ver=

band tussen toegediende dosis en frekwensie van voorkoms

is slegs by twee tipes aberrasies gevind. Sentriese ringe

en fragmente het 'n lineêre styging met toename in dosis

X-strale getoon, terwyl chrornatiedbreuke 'n lineêre daling

teenoor 'n stygende dosis e~ektrone getoon het. Die res

Ivan die aberrasies het 'n meer komplekse patroon van wis=

seling by die onderskeie dosisse en tipes bestraling en

sitostatika getoon. Tog was die biologiese belangrikheid

van die individuele tipes aberrasies ten opsigte van sub=

letale en letale selskade, duidelik hieruit waar te neem.

Die verskille in aberrasie-opbrengste deur X-strale gepro=

duseer soos vergelyk met die gepubliseerde bevindings, kan

verklaar word deur die relatiewe hoë dosisse gebruik, die

nou grense tussen laagste en hoogste dosisse, asook die ad=

disionele tipes aberrasies wat tot die klassifikasie-sisteem

gevoeg is en wat nie voorheen deur navorsers in 'n volledige

aberrasie-klassifikasie ingeslu~t is nie.

Ten spyte van beperkinge in die identifikasie van sekere

chromosomale- en chromatied-aberra.sies deur kleurtegnieke

anders as bandpatrone, word hierdie metode steeds as 'n

gevoelige dosismeter vir die bepaling van geabsorbeerde

dosis en tipe bestraling beskou, en werp dit ook lig op die

onderlinge verskille in chromosomale-aberrasies deur die
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onderskeie tipes sitostatika geproduseer. Die insluiting

van chromosoom- en chromatiedbreuke in die klassifikasie-

sisteem van aberrasies is as geregverdig bevind, aangesien

dit aberrasies is wat met 'n groot mate van sekerheid be=

paal kon word en goed inpas by die algemene aberrasie-pa=

troon.
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