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Pyrimethamine’in (Daraprim) Lenfosit Kiiltiirlerinde
Insan Kromozomlarimin Spiral Olusumu Uzerine Etkisi

Unal Egeli’, Biilent Ediz"

OZET. Bu ¢aligmada toxoplasmosis ve malaria tedavisinde kullamilan ve bir folik asit antagonisti olan
pyrimethamine’in (Daraprim) insan kromozomlanmn spiralizasyon olugumuna etkisi arastinldi. Bu amagla 17
saghklh kiginin periferik kan lenfosit kiiltiirlerine pyrimethamine 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 mg/ml olmak iizere
4 farkhh dozda ilave edildi. Yapilan sitogenetik degerlendirme sonucu pyrimethamine’in doz artisina paralel
olarak spiral olugumunu engellemek suretiyle kromozom kondansasyonunu onledigi ve buna ilaveten uzun
kromozom sayisimi arttirdifny belirlendi.

Anahtar Kelimeler .Pyrimethamine .kromozom kondansasyonu .spiralizasyon.

The Effect of Pyrimethamine (Daraprim) on Spiralization Formation of Human
Chrosomes in Lymphocyte Culture

SUMMARY. In this study, the effect of pyrimethamine (Daraprim), which is a folic acid antagonist
and used in the treatment of toxoplasmosis and malaria, on the formation of human chrosome spiraliza-
tion is researched. For this purpose, 4 different dosages of pyrimethamine is added into the peripheric
blood lymphocyte cultures of 17 different healthy persons. After the cytogenetic and statistic evaluations,
it is determined that, parallel to the increase in pyrimethamine dosage, the chrosome condensation is ob-
viated by the prevention of the number of long chromosomes is increased.

Key Words .Pyrimethamine .chromosome condansation .spiralization.

zi de engellenir''. Her iki olay nedeni ile histonlar
ile DNA’nin etkilesim tarzinda degdismeler meydana
gelebilir. Bu etkilesim farklihd sonucu niikleosom
yapist bozulabilir. Buna paralel olarak normal spira-
lizasyon yapisi da bozularak kromozom kondan-
sasyonu tam olarak olusamaz.

Okaryot kromozomiannin temel striiktiirel birimi
DNA ve histon proteinlerinden meydana gelen niik-
leosom fibrilleridir’3. Niikleosomlar metafaz kro-
mozomlarinin inaktif kromatininin esas yapisini
meydana getirirler*®.

Bir folik asit antagonisti olan pyrimethamine dehy-

drofolate rediiktaz enzimini inhibe ederek DNA rep-
likasyonu igin gerekli timidilat ve dolayisiyla timinin
sentezini dnleyerek DNA molekiilil lizerinde gentik
ve lezyonlarin meydana gelmesine sebep olur®-10.

Bunun sonucunda ayni zamanda amino asit sente-
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Bu cgaligmada amacimiz bir folik asit antagonisti
olan pyrimethamine’in insan kromozomlarinin spiral
ve kondansasyon olugsumu uzerine etkisini aragtir-
maktir.

Gereg¢ ve Yontem

igerisinde % 10 TC medium 199, % 25 Fetal Kalf
Serum (FCS), 10 ml/l Phytohemagglutinin M

- 193 -



(PHAM) ve % 65 steril distile su bulunan 100 cc
stok kromozom kiiltiir ortami (pH: 7) hazirlandi. Bu
solisyon 5'er cc'lik steril giselere aktaridi. 9 kadin,
8 erkek 17 saglikh kisiden heparinli steril bir enjek-
torle 1 cc kan alindi. 5'er cc'lik kromozom kiiltir
ortamina 8'er damla damlatidi. Bir kdltur sisesi
kontrol olarak ayridiktan sonra diger kiltir sisele-
rine 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 mg/ml olmak lizere 4 farkl
dozda Pyrimethamine ilave edildi. Kiiltiirler 37°C'lik
etiivde 72 saat siire ile inkibe edildikten sonra
standart kromozom analiz ydntemi uygulandi’2.
Her vakadan (i¢ preparat hazirdlanip Gimza (% 8
Gimza pH: 7) ile boyanarak 1tk mikroskobunda in-
celendi. Her vakadan immersiyon yad ile 1000
blyutmede 50 metafaz figirli dederlendiriimeye ga-

higildr.

Bulgular

Kontrol ve gesitli dozlarda pyrimethamine iceren
gruplardaki toplam spiralizasyon hatali kromozom
ve uzun kromozom sayilan Tablo: I'de verildi. Veri-
lere ait bir ornek resim Sekil: 1’de gosterildi. Tablo-
daki veriler regrasyon analiz testi ile degerlendirile-
rek'® pyrimethamine dozu arttikga spiralizasyon
hatasi ve uzun kromozom sayisinin anlamli bir
sekilde arttign belirlendi (p<0.001). Ayrica bu an-
lamli artiglar Sekil: 1'de gosterildi (r{= 0.516,

Tablo: I- Pyrimethamine’in lenfosit kromozomlan
tizerindeki etkisi

Hasarls Hiere Sapsa

Spiralizasyon

Hatas:  Kromozom Toplam Hatasi

Hasarh Higcre Yizdesi
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Pyrimethamine dozu ile spiralizasyon hatas,
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p<0.001; r,= 0.629, p<0.001; rz3= 0.666,
p<0.001). Kontrol kdltliri grubunda toplam hasarli
hiicre ylizdesi % 0.26 iken, 0.05 mg/ml pyrimetha-
mine igeren dozda oranin % 5.27'ye gkt 0.4
mg/ml’lik en yilksek dozda ise % 15.4'e eristidi
gozlendi.
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Sekil: 2
0.2 mg/ml Pyrimethamine igeren dozda muhtelif
kromozomlarda kromozom spiralizasyon hatalarin
gosteren bir metafaz figiiri

Tartisma

Antimikrobial bir ilag olan pyrimethamine’nin insan
lenfosit kromozomlan (izerinde muhtelif kromozom
striktr kusurlan meydana getirdidi daha dnce yap-
t§imiz bir caligmada belirlenmistir'4. Bu galigmada
ise pyrimethamine’in insan kromozomlarinda doz
artigina paralel olarak spiralizasyonu engelleyerek
kromozom kondansasyonunu 6nledigi ve buna ila-
veten uzun kromozom sayisini arttirdidi gosteril-
mistir.

Pyrimethamine’in timin olusumunu engelleyerek
DNA molekiili Gzerinde gentik ve lezyonlara yol
agmasi'®, amino asit sentezini engellemesi'! kro-
matin yapisini olugturan niikleozomlarin histon pro-
teinlerinin olusumunda ve dolayisiyla niikleozom
olusumunda bozulmalara neden olabilir. Zakharov
ve Egolina 1972 yilinda Fluorescense Plus Giemsa
(FPG) boyama yéntemi ile memeli kromozomlarin-
da bir timin analogu olan BrdU igeren kromatidlerin
BrdU icermeyen kromatidlerden daha uzun oldugu-
nu saptamiglardir’>. Kromatidlerdeki bu uzunluk
farki histon proteinleri ile DNA arasindaki etki-
legimin farkh olmasindan kaynaklanmaktadir's-'7.
Kromozomlarin spiralizasyonunda ve kondansas-
yonunda etkili olan histonlar BrdU iceren DNA'ya
BrdU igcermeyen DNA’dan daha siki baglanmakta,
kromozomlanin spiralizasyonu ve kondansasyonu-
nu zorlagtirmaktadir'®'®. Myhtemelen BrdU'nun
kromozomlardaki esas etkisi 30 nm ¢apindaki fibril-
lerin  gevsek paketlenmesini saglamasindan kay-
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Pyrimethaminin insan kromozomlanna etkisi

naklanmaktadir. Bunun sonucu uzun kromozomiar
meydana gelmektedir. Bazi arastincilar bir sistidin
analogu olan 5-Azodeoxycytidine’in insan kromo-
zomlarinda kromozom kondansasyonunu engeile-
digini, buna ilaveten uzun kromozom sayisini arttir-
digini gostermiglerdir'®22. Bu arastirmalardan da
gorlldiga gibi primidin analoglan olan BrdU ve 5-
Azodeoxycytidine replikasyon esnasinda timin ve
sitozinin yerine gecerek DNA molekiilli (zerinde
yanlig baz ciftlerinin olusumuna ve histonlar ile
DNA’'nin etkilesim farklilidina sebep olmaktadir.
Benzer sekilde pyrimethamine'de replikasyon es-
nasinda timinin olusumunu engelleyerek tipki Met-
hotrexate'in (MTX) etkisinde oldugu gibi muhteme-
len timinin yerine urasilin gegmesini saglayarak23
DNA molekilli {izerinde vyanlis baz ciftlerinin
olusumuna ve histon proteinleri ile DNA'nin et-
kilegim farklihgina yol agabilir. Sutherland ve Baker
1986 yilinda yaptiklan bir galismada mitozdaki pa-
ketlenme igin yetersiz substrat miktarinin DNA tek
ipliginde pek gok kinklar meydana getirdigini belirt-
miglerdir®®. Pyrimethamine dTTP havuzunda eksil-
meye yol agarak DNA tek ipligi (izerinde gok sayida
gap ve kiriklarin olugmasini sadlayabilir'®. Gap ve
kinklar DNA'nin tamirini ve dolayisiyla da paketien-
mesini zorlagtirarak kromozomlarin spiralizasyonu-
nu ve kondansasyonunu bozabilir. Ayrica pyrimet-
hamine gibi bir folik asit antagonisti olan MTX'in
DNA sentezini interfazin G1/S fazinda inhibe etmek
suretiyle uzun kromozomlann meydana gelmesini
saglamasi arastirmamizi desteklemektedir®>.

Sonug olarak, gerek bundan &énceki bir galisma-
mizda gosterildigi gibi pyrimethamine’nin muhteliif
koromozom yap! kusurlarina yol agmasi, gerekse
bu gahgmada gosterildidi gibi spiral ve kromozom
kondansasyonunu engellemesi, bu ilacin tedavide
dikkatli kullaniimasi ve tedavi sirasinda hastalarin
uyarilmast gerektigini gostermektedir.
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