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Pyrimethamine'in (Daraprim) Lenfosit Kültürlerinde 

İnsan Kromozomlarının Spiral Oluşumu Üzerine Etkisi 

Ünal Egeli", Bülent Ediz"" 

ÖZET. Bu çalışmada toxoplasmosis ve malario tedavisinde kullanılan ve bir fo/ik asit antagonisti olan 
pyrinıetlıanıine'in (Daraprinı) insan kromozomlannm spiralizasyon oluşumuna etkisi araştınldı. Bu amaçla 17 
saglıklı kişinİlı periferik kan lenfosit kültürlerine pyrimetlıamine 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 mg/ml olmak üzere 
4 farklı dozda ilave edildi. Yapılan sitogenetik degerlendimıe sonucu pyrimetlıamine'in doz artışma paralel 
olarak spiral oluşımıunu engellemek suretiyle kromozom kondansasyonwıu önledigi ve buna ilaveten uzun 
kromozonı sayısmı arttırdıgı belirlendi. 
Anahtar Kelimeler .Pyrimethamine .kromozom kondansasyonu .spiralizasyon. 

The Effect of Pyrimethamine (Daraprim) on Spiralization Formation of Human 

Chrosomes in Lymphocyte Culture 

SUMMARY. In tlıis study, tlıe effect of pyrimetlıamilıe (Daraprim), wlıiclı is a folic acid antagonist 
and used in tlıe treatment of toxoplasnıosis and nıalaria, 011 tlıe fomıatioll of lıuma11 clırosonıe spiraliza
tion is researclıed. For tlıis pıırpose, 4 differellt dosages of pyrinıetlıami11e is added i11to tlıe periplıeric 

b/ood lynıplıocyte cultures of 17 different lıealtlıy persons. After tlıe cytogenetic and statistic eva/uations, 
it is detemıined tlıa~ paral/el to tlıe increase bı pyrimetlıanıine dosage, tlıe clırosome condensatio11 is ob
viated by tlıe prevention of tlıe number of long clıromosonıes is increased. 

Key Words .Pyrimethamine .chromosome condansation .spiralization. 

Ökaryot kromozomlarının temel strüktürel birimi 
DNA ve histon proteinlerinden meydana gelen nük
leosom fibrilleridir 1·3. Nükleosomlar metafaz kro
mozomlarının inaktif kromatininin esas yapısını 
meydana getirirfer4'8. 

Bir folik asit antagonisti olan pyrimethamine dehy
drofolate redüktaz enzimini inhibe ederek DNA rep
likasyonu için gerekli timidilat ve dolayısıyla timinin 
sentezini önleyerek DNA molekülü üzerinde çentik 
ve lezyonların meydana gelmesine sebep olur9·10. 
Bunun sonucunda aynı zamanda amino asit sente-
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zi de engellenir 11. Her iki olay nedeni ile histonlar 
ile DNA'nın etkileşim tarzında değişmeler meydana 
gelebilir. Bu etkileşim farklılığı sonucu nükleosom 
yapısı bozulabilir. Buna paralel olarak normal spira
lizasyon yapısı da bozularak kromozom kondan
sasyonu tam olarak oluşamaz. 

Bu çalışmada amacımız bir folik asit antagonisti 
olan pyrimethamine'in insan kromozomlarının spiral 
ve kondansasyon oluşumu üzerine etkisini araştır
maktır. 

Gereç ve Yöntem 

içerisinde % 1 O TC medium 199, % 25 Fetal Kalf 
Serum (FCS), 10 ml/1 Phytohemagglutinin M 
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(PHAM) ve % 65 steril di stil e su bulunan 100 cc 
stok kromozom kültür ortamı (pH: 7) hazırlandı. Bu 
solüsyon 5'er cc'lik steril şişelere aktarıldı. 9 kadın, 
8 erkek 17 sağlıklı kişiden heparinil steril bir enjek
törle 1 cc kan alındı. 5'er cc'lik kromozom kültür 
ortamına B'er damla damlatıldı. Bir kültür şişesi 
kontrol olarak ayrıldıktan sonra diğer kültür şişele
rine 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 mg/ml olmak üzere 4 farklı 
dozda Pyrimethamine ilave edildi. Kültürler 3-r'C'Iik 
etüvde 72 saat süre ile inkübe edildikten sonra 
standart kromozom analiz yöntemi uygulandı12. 
Her vakadan üç preparat hazırlanıp Gimza (% 8 
Gimza pH: 7) ile boyanarak ışık mikroskobunda in
celendi. Her vakadan immersiyon yağı ile 1000 
büyütmede 50 metafaz figürü değerlendirilmeye ça
lışıld ı. 

Bulgular 

Kontrol ve çeşitli dozlarda pyrimethamine içeren 
gruplardaki toplam spiralizasyon hatalı kromozom 
ve uzun kromozom sayıları Tablo: l'de verildi. Veri
lere ait bir örnek resim Şekil : 1 'de gösterildi. Tablo
daki veriler regrasyon analiz testi ile değerlendirile
rek13 pyrimethamine dozu arttıkça spiralizasyon 
hatası ve uzun kromozom sayısının anlamlı bir 
şekilde arttığı belirlendi (p < 0.001 ). Ayrıca bu an
lamlı artışlar Şekil : 1 'de gösterildi (r 1 = 0.516, 

Tablo: J. Pyrimethamine'in lenfasit kromozomları 
üzerindeki etkisi 

llı..~rlı llücıc Sayı.~ lla.\3rh l-lücrc YW.dc.\i 

823 o 4 o 0.26 

0.11.'1 7')0 29 ll 40 3.6 1.67 

0.1 720 39 20 ~ 5.4 2.7 8.1 
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7.1 

8.6 

4 

6.8 

11.1 

15.4 

. Sp. Hatası + Uzun krom . Toplam 

Şekil: 1 
Pyrimetlıamine dozu ile spira/izasyon hatası, 
uzun kromozom sayısı ve toplam kromozom 

anamali (CA) sayılan arasmdaki ilgi 
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p < 0.001; r2= 0.629, p < 0.001 ; r3 = 0.666, 
p < 0.001 ). Kontrol kültürü grubunda toplam hasarlı 
hücre yüzdesi % 0.26 iken, 0.05 mg/ml pyrimetha
mine içeren dozda oranın % 5.27'ye çıktığı , 0.4 
mg/ml'lik en yüksek dozda ise % 15.4'e eriştiği 

gözlendi. 

~J 

\ 

Şekil: 2 
0.2 mg/ml Pyrimetlıanıine içeren dozda nıulıtelif 
kromozonılarda kronıozonı spiralizasyonlıatalamıı 

gösteren bir m etafaz figiirü 

Tartışma 

Antimikrobial bir ilaç olan pyrimethamine'nin insan 
lenfasit kromozomları üzerinde muhtelif kromozom 
strüktür kusurları meydana getird iği daha önce yap
tığımız bir çalışmada belirlenmiştir 14. Bu çalışmada 
ise pyrimethamine'in insan kromozomlarında doz 
artışına paralel olarak spiralizasyonu engelteyerek 
kromozom kondansasyonunu önlediği ve buna ila
veten uzun kromozom sayısı nı arttırd ığı gösteril
miştir. 

Pyrimethamine'in tirnin oluşumunu engelteyerek 
DNA molekülü üzerinde çentik ve lezyonlara yol 
açması10, amino asit sentezini engeltemesi11 kro
matin yapısını oluşturan nükleozomların histon pro
teinlerinin oluşumunda ve dolayısıyla nükleozom 
oluşumunda bozulmalara neden olabilir. Zakharov 
veEgolina 1972 yılında Fluorescense Plus Giemsa 
(FPG) boyama yöntemi ile memeli kromozomların
da bir tirnin analoğu olan BrdU içeren kromatidierin 
BrdU içermeyen kromatidierden daha uzun olduğu
nu saptamışlard ır1 5. Kromatidierdeki bu uzunluk 
farkı histon proteinleri ile DNA arasındaki etki
leşimin farklı olmasından kaynaklanmaktadır 16.17. 
Kromozomların spiralizasyonunda ve kondansas
yonunda etkili olan histonlar BrdU içeren DNA'ya 
BrdU içermeyen DNA'dan daha sıkı bağlanmakta, 
kromozomların spiralizasyonu ve kondansasyonu
nu zorlaştırmaktad ır1 6-18. Muhtemelen BrdU'nun 
kromozomlardaki esas etkisi 30 nm çapındaki fibril
lerin gevşek paketlenmesini sağlamasından kay-
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Pyrimetlıanıinin insan kromozomlanna etkisi 

naklanmaktadır. Bunun sonucu uzun kromozomlar 
meydana gelmektedir. Bazı araştırıcılar bir sistidin 
analoğu olan 5-Azodeoxycytidine'in insan kromo
zomlarında kromozom kondansasyonunu engelle
diğini, buna ilaveten uzun kromozom sayısını arttır

dığını göstermişlerdir1 9-22. Bu araştırmalardan da 
görüldüğü gibi primidin analogları olan BrdU ve 5-
Azodeoxycytidine replikasyon esnasında tirnin ve 
sitazinin yerine geçerek DNA molekülü üzerinde 
yanlış baz çiftlerinin oluşumuna ve histonlar ile 
DNA'nın etkileşim farklılığına sebep olmaktadır. 

Benzer şekilde pyrimethamine'de replikasyon es
nasında timinin oluşumunu engelleyerek tıpkı Met
hotrexate'ın (MTX) etkisinde olduğu gibi muhteme
len timinin yerine urasilin geçmesini sağlayarak23 
DNA molekülü üzerinde yanlış baz çiftlerinin 
oluşumuna ve histon proteinleri ile DNA'nın et
kileşim farklılığına yol açabilir. Sutherland ve Baker 
1986 yılında yaptıkları bir çalışmada mitozdaki pa
ketlenme için yetersiz substrat miktarının DNA tek 
ipliğinde pek çok kırıklar meydana getirdiğini belirt
mişlerdir24. Pyrimethamine dTIP havuzunda eksii
meye yol açarak DNA tek ipliği üzerinde çok sayıda 
gap ve kırıkların oluşmasını sağlayabilir14. Gap ve 
kırıklar DNA'nın tamirini ve dolayısıyla da paketien
mesini zorlaştırarak kromozomların spiralizasyonu
nu ve kondansasyonunu bozabilir. Ayrıca pyrimet
hamine gibi bir folik asit antagonisti olan MTX'in 
DNA sentezini intertazın G1/S fazında inhibe etmek 
suretiyle uzun kromozomların meydana gelmesini 
sağlaması araştırmamızı desteklemektedir25. 

Sonuç olarak, gerek bundan önceki bir çalışma
mızda gösterildiği gibi pyrimethamine'nin muhteliif 
koromazam yapı kusurlarına yol açması, gerekse 
bu çalışmada gösterildiği gibi spiral ve kromozom 
kondansasyonunu engellemesi, bu ilacın tedavide 
dikkatli kullanılması ve tedavi sırasında hastaların 

uyarılması gerektiğini göstermektedir. 
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