
T.C. 
ULUDA(;ı ÜNiVERSiTESi 

TIP FAKÜL lESi DERGiSi 
Sayı: 2, Yıl: 19, 1992 

Malaik Hydrazid'in Lenfasit Kültürlerinde 
insan Kromozomlan Üzerindeki 

Klastojenik Etkisinin Araştıniması 

ÖZET 

Ünal EGELr 
Rahmi BİLAWGLU• • 
Berrin TÜRKEL ... 

Bu çalışmada bir bitki büyüme regülatörü olan Malaik Hydrazid'in insan 
kromozomlan üzerine k/astojenik etkisi araştmldı. Bu amaçla 2 erkek, 2 kadın 4 
sağlıklı kişiden alman periferik kan lenfosit kültürlerine Malaik Hydrazid 2xl0-4, 
2xlfT3 ve 2xlfT2 M konsantrasyonda olacak şekilde ilave edildi. Bir kültürde kont
rol olarak alındı. 72 saat sonra elde edilen metafaz figürlerinden standart ginıza bo
yama ve bantlama yöntemi ile kromozomlardaki yapı ve sayı kusurlan incelendi. 
Yapılan sicogenetik ve istatistiki değcr/endimıe sonucu Malaik Hydrazid'bı insan 
kronıozomlamıda yapısal ve sayısal kronıozom kıısunı meydana gelinnediği belir
lendi. 
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S UM MARY 

Investigation of Clastogenic EITect on Human Chromosomes of 
Malaic Hydrazide in Lyınphocyte Cultures 

In this study, the clastogenic effect of ma/aic hydrazide, which is a growth
regulator us ed for plants, Jıave been investigated. For tlıis purpose, four blood sarn
p/es were taken from each of four Jıealty people of 2 men and 2 women to produce 
periplıeric blood fynıphocyte culture samples. 17ıree sarnp/es of each group were 
than diluted with malaic hydrazide to make up total concentrations of 2xl~ M, 
ıxırr3 M and ıxıo-2 M, and the /ast sarnp/es were kept as were for comparison 
reason. Metaplıase jigures obtained from cultures were examined by standard 
Giemsa staining and G-banding teclmiques. As a result of cytogenetic and statisti
ca/ studies carried out on sanıp/es. It Jıas been fowıd that malaic hydrazide had no 
effect on humall clıromosonıes in fomıing any strnctura/ and number chromosome 
aberration. 

GIRIŞ 

Malaik hydrazid (MH: 1,2-dihydro-3,6-pyridazinedione), urasilin yapısal 
bir izomeridir. MH herbisid ve bitki büyüme regülatörü olarak kullanılmaktadır. 
Bu bileşiğin bilkilerde güçlü bir klastojenik ajan olduğu değişik araştırıcılar tara
fından bildirilmiştir1-3. Son yıllarda bu bileşiğin bitki kök ucu hücrelerinin kro

mozomlarında kardeş kromatid değişimlerine (sister chromatid exchange = 

SCE) neden olduğu ortaya konmuştur45. Buna karşın MH ile muamele edilen 
hayvan hücrelerinde elde edilen sonuçlar tartışmalıdır. Bazı araştırıcılar herhan
gi bir sitogenetik etki bulamamalarma rağmen6·7, bir kısım araştırıcılar MH ile 

muamele edilen memeli hücrelerinde SCE ve kromozom aberasyonları sapta
mışlardır8-11. Buradan, memeli hücrelerinin MH'e karşı duyarlılıklarının bitki
lerden çok düşük olduğu sonucu çıkmaktadır. 

Literatür bilgilerinin ışığında MH'in hayvanlardaki sitogenetik etkisinin 
tam aydınlatılamadığı kanısına varıldığından, MH'in insan kromozomlarına sito
genetik etkisi, 3 farklı dozda periferik kan lenfasit kültürlerine ilave edilerek 
araştırılmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma yaşları 23 ile 32 arasında değişen, 2 erkek 2 kadın 4 sağlıklı 

kişinin periferik kan lenfasit kültürlerinde Uludağ Üniversitesi Fen Fakültesi 
Biyoloji Bölümü ve Biyolojik Araştırma Enstitüsü Genetik Laboratuvarında ger
çekleştirildi. Bu amaçla sağlıklı kişilerin parmak ucundan beşer hematokrit tüpü 

kan alınarak daha önceden hazırlanan ve içerisinde % 10 TC Medium 199, % 15 
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Fetal Calf Serum ve 10 f.Lg/ml Phythohcmagglutunin (PHAM) bulunan beşer 
cc'lik kültür şişelerine ilave edildi. Sörensen buffer tamponunda (PH: 7) eritilen 
MH ıxıo-4, ıxıo-3 ve 2xıo-2 M konsantrasyonda olacak şekilde kültürlere ilave 
edildi. Bir kültür de kontrol olarak alındı. 37"C'Iik etüvde 72 saatlik iııkübasyon 
peryodundan sonra kültürlere standart kromozom analiz yöntemi uygulandı. Her 
vakadan 5 preparat hazırlandı Bu preparatlardan ikisi normal gim7..a boyama 
yöntemi ile boyanırken kalan 3 preparata G-Bantlama yöntemi uygulandı. Her 
vakadan ortalama 30 metafaz figürü sayılarak kromozom kusurları ışık mikros
kobunda değerlendirildi. Sonuçlar 4x2 ve 2x2 kontingent tabloları ile istatistiki 
olarak karşılaştırıldı12• 

BULGULAR 

MH, insan lenfasit kültürlerine 3 farklı dozda ilave edildi. Kontrol ve her 
dozda belirli sayıda metafaz değerlendirmeye alınarak kromozom hasarlarının ti
pi ve sayısı belirlendi. Sonuçlar Tablo: I'de verildi ve bulgulara ait bir örnek Re
sim: l'de sunuldu. Kontrolde hasar oranı % 1 olarak belirlendi. 2x10-4 M'da % 
O, ıxıo-3 M dozda % 2.7 ve 2xıo-2 M dozda% 6.2 oranında kromozomal hasar 
gözlendi. Doz artışına bağlı olarak hasar oranında bir artış görülmektedir. Nite
kim 4x2 kontingent tablosu ile yapılan istatistik analizde deney serileri arasında 
önemli fark bulunmuştur (X2 = 8.267, 0.025 < P < 0.05). Ancak kontrol ile 
muameleler arasında 2x2 kontingent tablosu ile yapılan analizlerde, istatistik açı
dan önemli bir fark bulunamamıştır. İlgili X2 ve P değerleri Tablo: JI'de veril
miştir. Muameleler ikili olarak değerlendirmeye alındığında 2x10-4 M dozla 
2xıo-2 M doz arasındaki fark, istatistik açıdan önemli bulunmuştur (X2 = 5.795, 
0.01 < P < 0.025). 4x2 kontingent tablosu analizinde ortaya çıkan anlamlılık, 
2x10-4 M ilc 2xıo-2 M arasındaki farktan kaynaklanmakta-dır. Diğer dozlar ara
sında istatistiki bir anlamlılık belirlenememiştir. 

Tablo: 1- MH'in Insan Lenfosit Kromozomları Üzerindeki Etkisi 

Aberasyon Sayıları Abcrasyon Oranları(%) 

Metafaz G K AF T G K AF T 

Kon ı rol 100 o o o o o 1 

2X10 M 90 o o o o o o o o 
2x10 M 110 2 o 3 05 1.8 o 2.7 

2x10 M 80 2 2 1 5 2.5 25 1.2 6.2 

x2 = 8.27 0.25 < p < 0.05) 
G: Gap, K: Kırık, AF: Asenli il.. fragm:ın, T: Toplam 
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Tablo: ll- MH'in Insan Lenfosit Kromozomları Üzerindeki 

Etkisinin 2x2 Kontingent Tablolarında Analiz Sonuçları 

Kontrole göre: 

ıxıo-4 M 
ıxıo-3 M 
ıxıo-2 M 

2x10-4 M'a göre: 

ıxıo-3 M 
ıxıo-2 M 

2xıo-3 M'a göre: 

ıxıo-2 M 

X2 SD P 

0.905 
o.ı67 

2.346 

2.492 
5.795 

0.68ı 

Resim: I 

ı 

ı 
ı 

ı 

ı 

ı 

0.25 < p < 0.50 
0.50 < p < 0.75 
0.90 < p < 0.25 

o.ıo < p < 0.25 
0.01 < p < 0.025 

0.25 < p < 0.50 

ıxıu-4 M MH verilen kültürde 32 yaşındaki erkek vakamızın 
G-bant/anıalı nonnal bir m etafaz jigüiÜ 
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TARTIŞMA 

Bu çalışmada, bitkilerde güçlü bir klastojenik ajan olan MH'in1•5, insan 
kromozomlarına olan etkisi araştırılmıştır. MH'ın üç farklı dozu insan lenfosit 
kültiirlerine uygulanmış ve kromozom aberasyonları değerlendirilmiştir . Tablo: I 
ve Il'den de görilieceği gibi Mil, insan lenfosit külıtirlcrindc kromozomal abe
ra•yonları, kontıole göre önemli derc--ede art.rmamıştır. Ancak çok yüksek doz
da <ıberasyonların oranında bir artış görülmektedir. Fakat burada da kontrole 
g5ıc istatistiksel öneri bir fark ~ . .ıptanamamıştır. 

MH'in mcme:il.;.r dt:. dal> il ha}'\' ·ınlarda sito6cn\..t'k etkisinin olmadığını bir 
çok araştırıcı belictmiştir6 7·

13
. Bu sonuçlar bitki ve hayvan kromozomlarının 

MH'e karşı faı kh ... Jyarlılığına dayanmaktadır4. An·ştırma sonuçlarımız bu ça

lışmalarla uyum içinele görülmektedir. Ancak bazJ araştırıcılar ise, MH'in me
meli hücrelerir.dc SCE ve kromozom aberasyoı ları oluşturduğunu rapor ct
mişlerdir8"11. Fakat burada da memeiiierin MH'e duyarlılığının bitkilere göre 
çok düşük olduğunu belirtmek gerekir4

. 

MH'in sıçan karaciğer S 9 fraks;yonu 'le metabolik aktivasyonu sonucu 
Çin Hamsıerinin ovaryum hücrelerinde SCE oranında bir artış saptanmıştır 10• 
Fakat MH'in Vicia faba S lll fıaksiyonu ilc metabvlik aktivasyonu sonucu böyle 
bir artış elde edilemcmiştir10"14. Bu sonuçlardan, MH'in memelilerde metabolik 
aktivasyonla, mutajenik bir ajana dönüşebilcceği, fakat normal koşullarda önemli 
bir mutajenik etkisinin olmadığı düşünülebilir. Fakat MH'in 8x1J-3 M ve daha 
yüksek dozlarda, insan kan kültürlerine 72 saat veya son 24 saat ilavesi SCE'i ar
tırmakta ve hücre çoğalmasını engcllemektcdir9. Yine Çin Hamsterinin ovaryum 
hücrelerinde MH'in SCE ve kromoı:om abcrasyonları oluşturduğu gösteril
miştir 11. Bu çalışmada da 2xl0-3 M' dan itibaren kromozom aberasyvnlarında bir 
artış göze çarpmaktadır. Ancak kontrole göre istatistiksel bir fark saptanama
mıştır. 

MH'in etkisinin PH'ya bağlı olJuğu bilinmektedir2• Soğan kök ucu hücre
lerinde, MH'ın SCE ve kromozom aberasyonları oluşturma yönünden etkisi 
değişik PH'Iarda incelenmiş ve PH'ın düşmesiyle toplam abcrasyon oranının 

önemli derecede arttığı sapıanmıştır4• Bizim çalışmamız PH 7'dc yapıldığı için, 
aberasyon oranının düşük olması beklenebilir. Fakat, insanın diploid fibroblast 
kültürleri, düşük PH'da MH ile muamele edildiğinde, SCE'de bir artış ortaya 
çıkmamıştır 15. Bu konuda ayrıntılı çalışmalara ihtiyaç olduğu ortadadır. 

Sonuç ola.rak, MH'ın PH 7'de insan lenfosit kültürlerinde önemli bir klas
tojenik etkisinin olmadığı söylenebilir. 
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