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Bu calisma hem antimalaryal, hem de immiinmodiilator etkiye sahip 4-amino kinolin
grubu Hydroxychloroquine Sulfate (HCQ) bilesiginin sitogenotoksik etkilerini aragtirmak
amaciyla yapilmistir. Caligmalar saglikli insan lenfositleri ve bakteri suslariyla in vitro
kosullarda gerceklestirilmistir. Ames reversiyon testi i¢in, Salmonella typhimurium mutant
oksotrofik TA98 ve TA100 suslan HCQ’nun 5, 10, 20, 40 ve 80 pg/petri
konsantrasyonlarina 72 saat siireyle maruz birakilmistir. Burada HCQ, TA98 susunda
mutajenik etki gostermemis, TA100 susunda ise koloni sayisinda azalmaya neden olmustur.
Lenfositlerde yapilan komet testi verilerine gore test maddesi, Genetik Hasar Indeksi (GHI)
ve Hasarli Hiicre Oram1 (HHO) iizerine anlamli bir etkiye sahip degildir. DNA hasarlayici-
koruyucu aktivite testi bulgularina gére 20 ve 40 pg/mL dozlarda HCQ, pBR322 plazmid
DNA iizerinde tek basina dnemli bir hasarlayici etki gostermemis, aksine UV+ H,O, etkisine
kars1 olas1 bir koruyucu (antiradikal) potansiyelle ilgili isaretler sergilemistir. Mikronukleus
(MN) testinde HCQ biitlin konsantrasyonlarda (10, 20 veya 40 ug/mL) lenfositlerde herhangi
bir genotoksisite gostermemigken, Ozellikle yiiksek dozlarda anlamli sitotoksik etki
gostermigtir. MN deneyinde ilk santrifiijden sonra alinan hiicre kiiltiirii stipernatantinda
spektrofotometrik olarak 590 nm dalga boyunda &lgiilen Total Oksidan Kapasite (TOK) ve
Total Antioksidan Yanit1 (TAY) (660 nm) iizerinden hesaplanan Oksidatif Stres Indeksinin
(OSI) ozellikle yiiksek HCQ konsantrasyonlarinda anlamli olarak azaldigi saptanmistir. In
silico molekiiler kenetlenme simiilasyon verilerine gore HCQ ile DNA polimeraz delta,
giiclii olmayan bir serbest baglanma (Gibbs enerjisi = -5.6 kcal/mol) enerjisiyle etkilesime
girmektedir. Genel bir sonug¢ olarak bu calismada HCQ belirgin bir genotoksik etki
gostermemistir ancak sitotoksik etkisi dikkat cekicidir. Bu bulgu, farkli hastaliklarin
tedavisinde paradigma degisimi vadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hydroxychloroquine Sulfate, Sitogenotoksisite, Mikronukleus testi,
Komet testi, Ames testi.
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ABSTRACT

This study was carried out to investigate the cytogenotoxic effects of the 4-amino
quinoline group hydroxychloroquine sulfate (hydroxychloroquine sulfate) (HCQ) compound,
which has both antimalarial and immunomodulatory effects. Studies were performed in vitro
conditions with healthy human lymphocytes and bacterial strains. For the Ames reversion
test, Salmonella typhimurium mutant auxotrophic TA98 and TA100 strains were exposed to
HCQ concentrations of 5, 10, 20, 40, and 80 pg/petri for 72 hours. Here, HCQ did not show
a mutagenic effect in the TA98 strain but caused a decrease in the number of colonies in the
TA100 strain. According to the comet test data on lymphocytes, the test substance did not
significantly affect the Genetic Damage Index (GHI) and Damaged Cell Ratio (HHO).
According to the DNA damaging-protective activity test findings, HCQ did not show a
significant damaging effect on pBR322 plasmid DNA alone; on the contrary, it showed signs
of a possible protective (antiradical) potential against the effect of UV+ H202 at 20 and 40
pg/mL doses. In the micronucleus (MN) test, HCQ showed no genotoxicity in lymphocytes
at all concentrations (10, 20, or 40 ug/mL) but showed a significant cytotoxic effect,
especially at high doses. The Oxidative Stress Index (OSI) calculated from the Total Oxidant
Capacity (TOC) and Total Antioxidant Response (TAR) (at 660 nm wavelength) measured
spectrophotometrically (at 590 nm) using the cell culture supernatant taken after the first
centrifugation in the MN experiment, was significantly higher, especially at high HCQ
concentrations were found to decrease. According to in silico molecular docking simulation
data, HCQ and DNA polymerase delta interact with weak free binding energy (Gibbs energy
= -5.6 kcal/mol). As a general result, HCQ did not show a significant genotoxic effect in this
study, but its cytotoxic effect is remarkable. This finding promises a paradigm shift in the
treatment of different diseases.

Keywords: Hydroxychloroquine sulfate, Cytogenotoxicity, Micronucleus test, Comet assay,
Ames test.
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1. GiRiS

Tabiattaki biitiin canlilar c¢evrelerinde bulunan diger canli ve cansiz varliklarla denge
icerisinde bulunmaktadir. Diger canlilar gibi insanlar da hayatlarimi siirdiirebilmek i¢in ihtiyag
duydugu beslenme, barinma ve tedavi amagh her tiirlii materyali dogadan saglamaktadir. Ihtiyaci
karsilamak i¢in temin edilen bu hammaddeler dogrudan olabilecegi gibi islenerek farkli form ve
safliktaki iirlinler seklinde de kullanilmaktadir.

Mitolojide bitkilerin tanrilar tarafindan insanin hizmetine sunulmus armaganlar olarak ele
alindigi, varolusundan itibaren insanin bitkilerle iligkisinin basladigi ve tiim bitkilerin insanin
hizmetinde oldugu bildirilmistir (Faydaoglu ve Siiriicioglu, 2011). ilk gaglardan kalan antik
bulgular incelendiginde insanlarin gida temini ve hastaliklar1 tedavi edebilmek icin bitkileri
kullandiklar1 anlagilmaktadir (Kogyigit, 2005).

Anavarzali hekim ve eczaci Pedanius Dioscorides, M.S. 50-70 yillarinda yazdig1 ve “De
Materia Medica” admi verdigi bes ciltlik ansiklopedik eserinde tedavi amaciyla 600 adet bitkisel,
35 adet hayvansal ve 100 adet de anorganik maddelerden elde edilen droglardan (ilag, medikal
iirlin) s6z etmistir (Kayiran ve ark., 2019). O giinlerden giiniimiize gelinceye kadar bilim insanlari
tarafindan dogal veya sentetik ila¢ {iretimi konusunda bircok ¢alisma yapilmis ve birgok yeni ilag
iiretilerek kullanima sunulmustur.

Bu ilaglardan biri olan ve Cinchona (Kinakina) agacinin kabuklarinda bulunan “kinin”
(quinine) 19.yy’a kadar antimalaryal olarak kullanilan tek alkaloiddir. Tedavi edici etkisi ilk kez
1600’lii yillarda Peru’ya giden ve orada sitma hastaligina yakalanan Avrupalilarin, yerliler
tarafindan kinakina agaci kabuklarinin tozu ile iyilestirilmesi sonucunda fark edilmistir. Daha sonra
Avrupali misyonerler bu agacin kabuklarin1 Avrupa’ya donerken yanlarinda gétiirmiislerdir. Sitma
hastaligi o giinlerde yaygin bir hastalik oldugundan bu kabuk tozlarmin kullanimi tiim kitaya
yaylmistir. Bilim insanlarn 19.ylizyilda kinakina agacinin kabugundan 25 farkli alkaloid izole
etmistir. Diinyada kinin ihtiyact 6nceleri dogal yoldan karsilansa da ¢esitli sebeplerden 6tiirii dogal
yollardan yeteri kadar saglanamayinca sentetik kinin iiretme caligmalari 1915 yilinda Paul
Ehrlich’in ¢abalariyla baglamis ve II. Diinya Savasi’ndan 6nce kinakrin, pamakrin ve kinin’in 4-
aminokinolin tiirevi olan CQ’in sentezlenmesiyle sonuglanmigtir. 1945 yilinda CQ’in
hidroksillenmesi ile hydroxychloroquine sulfate (HCQ) sentezlenmis ve 1955 yilinda piyasaya
stiriilmistiir (Bebitoglu ve ark., 2020; Ben-Zvi ve ark., 2012; Ugur Poyraz ve Mat, 2014). Kinin,
CQ ve HCQ molekiillerinin her ii¢linde de kinolin halkasi bulunmaktadir (Bebitoglu ve ark., 2020).

Antiinflamatuvar 6zellikleri nedeniyle antimalaryal ajanlar klorokin ve HCQ’in, 1950
yilindan beri bircok bag doku hastaligimin tedavisinde kullanildigt bildirilmistir. Bu hastaliklar
romatoid artrit, sistemik lupus eritematozis, kronik juvenil artrit, ankilozan spondilit, psoriatik

artrit, palindromik romatizma, eozinofilik fasiit, juvenil dermatomiyozit, Sjogren sendromu, erozif



osteoartrit, kalsiyum pirofosfat depo hastaligi, porfiria kutanea tarda, kronik {iilseratif stomatit,
dermatomiyozit, sarkoidoz, polimorfik 1s1k eriipsiyonii, generalize granuloma annulare oldugu
bildirilmistir (Aslanova, 2017).

II. Diinya Savasi sirasinda profilaksi amaciyla askerlere klorokin verilmis ve yapilan
gozlemlerde inflamasyonlu artriti iyilestirdigi ve Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) hastaligini ise
hafiflettigi tespit edilmistir. Bu gozlemler sonrasinda tespit edilen immiinmodiilator etkisi
nedeniyle antimalaryal olarak kullanimmin yani sira antiromatizmal olarak da kullanilmaya
baglanmistir (Ben-Zvi ve ark., 2012). Klorokinde bulunan N-dietil yan zincirinin N-hidroksietile
dontistiiriilmesiyle HCQ elde edilmistir (Kumar ve ark., 2021). HCQ’in klorokinden sadece bir
hidroksil grubu farkli olmasina ragmen antimalaryal ve antiromatizmal etkinligini korudugu ve
klorokine gore daha az toksik oldugu bildirilmistir (Ben-Zvi ve ark., 2012). Tipik olarak
tekrarlayan artrit ataklar1 ve birtakim eklem g¢evresi bulgulariyla karakterize olan palindromik
romatizma hastalarinin, romatoid artrit tedavisinde kullanilan HCQ’e cevap verdigi bildirilmistir.
Retrospektif olarak degerlendirilen toplam 113 palindromik romatizma hastasinda yapilan bir
calismada HCQ kullananlarda kronik romatizmal hastaligin kullanmayanlara gére %20 daha az
oranda gelistigi raporlanmistir (Gerek, 2019). Nadir goriilen inflamatuvar bir rahatsizlik olan
eozinofilik fasit tanili bir kadin hastanin incelendigi olgu sunumunda sistemik steroid ve HCQ
tedavisine hastadan ¢ok iyi derecede pozitif yanit alindig1 bildirilmistir (Colgegen ve ark., 2013).
Ayni tanil1 52 hastanin degerlendirildigi bir bagka calismada, tedavide prednizon ve HCQ arasinda
fark olmadig1 her ikisinin de esit derecede etkili oldugu bildirilmistir (Lakhanpal ve ark., 1988).
Kas giigsiizliigii ve deride dokiintiilerle kendini gésteren sistemik bir hastalik olan dermatomyositis
semptomlarinin tedavisi i¢in miyozit, immiinsupresif ilaglar ve kortikosteroidler yanit verse de
kutanoz (deri ile ilgili) hastaliga yanit vermeyebilecegi belirtilmistir. Bu durumdaki yedi hastanin
HCQ ile tedavi edildigi rapor edilmistir (Woo ve ark., 1984). Kuru goz ve kuru agiz belirtileriyle
kendini gosteren otoimmun bir rahatsizlik olan Primer Sjogren sendromlu 50 hasta ile yapilan
retrospektif bir ¢alismada; en az 2 yil siiresince HCQ kullanan hastalarda, tipik semptomlarin (kuru
g6z ve kuru agiz) iyilesme egilimine girdigi, hastalardaki tiikiiriilk ve gozyasi salgilanma hizinin
arttig1 bildirilmistir (Fox ve ark., 1996). Farkl1 bir ¢alismada Granulome annulare hastaligina sahip
olan 100 hasta ile yapilan bir ¢alismada HCQ’in zayif etkinlik gosterdigi belirtilmistir (Cannistraci
ve ark., 2005). Yine viicudun cesitli yerlerinde tutunabilen inflamatuvar bir deri hastalig1 olan liken
planusu iyilestirme yetenegi acisindan yapilan bir calismada, 10 hastadan dokuzunun HCQ
tedavisine milkemmel yanit verdigi bildirilmistir (Eisen, 1993). Diskoid lupus eritematozus
hastaligini iyilestirmek icin etkin olan ilaglarin arastirildigi bir ¢alismada Asitretin isimli ilag ile
karsilagtirilan HCQ’nun tam iyilesme agisindan asitretin ile esit derecede etkin oldugu, yan etkiler
acisindan degerlendirildiginde ise HCQ’in daha az yan etkisi bulundugu saptanmistir (Jessop ve
ark., 2017). Farkli bir caligmada sistemik lupus eritematozus hastaliginin tedavisinde en etkin ilacin

HCQ oldugu bildirilmistir (Dima ve ark., 2022).



Betacoronavirus ailesinin en son tanimlanan {iyesi olan SARS-CoV-2 viriisii, koronaviriis
hastaligi 2019'a (COVID-19) neden olmaktadir. Giiniimiizde global bir saglik problemi haline
gelen SARS-CoV-2 enfeksiyonuna heniiz spesifik ve etkin bir tedavi bulunmamistir. Bununla
birlikte siklikla romatolojik hastaliklarda kullanilan ve i¢inde CQ ve HCQ’in de yer aldig1 birtakim
ajanlarin tedavide etkin oldugu kontrollii ¢alismalar ile gosterilmistir (Giiler ve Babaoglu, 2020).
2019 yilindan itibaren yasanan COVID-19 pandemi siirecinde baglangictan itibaren Saglik
Bakanlig1 tarafindan tedaviye dahil edilen HCQ pandemi siirecinin sonlarma dogru prosediirden
cikarilmistir (Bilimsel Danigma Kurulu Caligmasi, 2022).

Antimalaryal olarak kesfedilip antiromatizmal ve antiinflamatuvar etkili bir
immiinmodiilatér olarak bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilarak insan sagligina hizmet eden,
COVID-19 pandemisi sebebiyle tiim diinyanin giindemine yerlesen HCQ icin yapilan literatiir
taramas1 sonuglarina gore, HCQ’in sitogenotoksik ve mutajenik etkilerinin akademik caligmalara
neredeyse hi¢ konu edilmemis oldugu goriilmiistiir. Bu tespit {izerine test maddesi olarak HCQ
secilmistir.

Yukarida paylagilan veriler 1s18inda gida, ilag, boya veya tekstil gibi endiistrilerde
halihazirda kullanilan veya yeni sentezlenen maddelerin insan sagligma olan genel ve 6zel/kismi
toksikodinamik etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi son derece Onemlidir. Herhangi bir kimyasal
maddenin olas1 genotoksik ve sitotoksik risk haritasinin belirlenmesi (risk analizi) i¢in giivenilirligi
global normlarca onaylanan kisa siireli genotoksisite testleri tercih edilmektedir. Kisa siireli
genotoksisite  testleri, bir  kimyasal maddenin = genotoksik/antigenotoksik  ve/veya
sitotoksik/proliferatif etkili olup olmadigi ve etki siddetinin belirlenmesinde kullanilan yontemler
olarak tanimlanabilir.

Bir ajanin mutasyonlar1 indiiklemesi, genleri aktif veya inaktif hale getirmesi gibi dogrudan
veya dolayl etkilerinden 6tiirii hiicrelerin genetik bilgisine (DNA yap1, dizi, gen sayisi ve genin
regiilasyonundaki degisiklikler) potansiyel zarar verme kabiliyeti, genotoksisite olarak ifade edilir.
DNA tamir mekanizmasi veya apoptoz yollarinin uyarimi normal olarak hasari onarmak veya
kontrol altina almak igin aktiflestirilir. Ancak eger hasar tamir edilmeden kalirsa; sessiz
mutasyonlar, kanser gibi proliferatif veya tam tersi sitotoksik etkiler ortaya cikabilir. Genomdaki
degisiklik ve/veya kararsizliklar genellikle kalici ve kalitsal olup hem somatik hiicreleri hem de
gelecek nesillere aktarilacak olan germ hiicrelerini etkilemis olabilir. Tiim mutajenlerin genotoksik
etkiye sahip oldugu soylenebilir ancak genotoksik bilesiklerin (mutajen, kanserojen veya teratojen
olabilir) her zaman mutlaka mutajenik olmadiklar bilinmelidir (Udayangani, 2019). Genotoksisite
testlerinin amaci, herhangi bir ajanin hiicrelerdeki genetik maddelere zarar vererek kansere veya
sitotoksisiteye neden olup olmayacagimi belirlemektir. Bu tiir testler sayesinde, hiicre siipheli
etkene maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikabilecek nokta mutasyonlari, DNA iplik kopmasi, yapisal
veya sayisal kromozomal anormallikler gibi DNA hasarlarim1 saptamak amaciyla bakteriyel, maya

ve memeli hiicrelerinde yapilabilecek gesitli genotoksisite testleri geligtirilmistir.



Standart in vitro testler; kardes kromatid degisimi (KKD) (Tucker ve ark., 1993),
kromozom aberasyonu (KA) (Carrano ve Natarajan, 1988; Hagmar ve ark., 1994), mikroniikleus
(MN) (Fenech, 2002; Heddle ve ark., 1991) ve tek hiicre jel elektroforez (Comet) (Singh ve ark.,
1988) testleridir. Perry ve Evans’in bilinen mutajen ve kanserojenlerin Cin hamsteri (Cricetulus
griseus) yumurta (CHO) hiicrelerinde KKD ve KA’y1 uyardigini saptamalarindan (Perry ve Evans,
1975) sonra bu testler mutajen ve kanserojenlerin belirlenmesinde kullanilmaya baslanmistir.
Salmonella bakteriyel reverse (geri) mutasyon testi (Ames testi); basit, anlamli ve yiiksek kabul
goren kisa siireli mutajenite ve antimutajenite test sistemlerinden biridir. Test ilk olarak 1971
yilinda Ames tarafindan gelistirilmistir (Ames ve ark., 1973; Maron ve Ames, 1983; Zeiger, 2004).

Mikronukleus (MN) testi genotoksik kanserojenler i¢in en basarili ve gilivenilir testlerden
biri olarak kabul edilmektedir. MN’ler hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom (ig, kinetokor veya sentromer hasarindan dolayi) veya
asentrik kromozom fragmentlerinden (DNA iplik kirilmasi nedeniyle) koken alan olusumlar olarak
tanimlanmaktadir.

In vitro MN testi ile hem anojenlerin hem de klastojenlerin saptanmasi miimkiindiir ve ayni
anda mitotik gecikmeyi, apoptozu, kromozom kirilmasini, kromozom kaybini ve ayrilmay1 tespit
edebilmektedir (Kirsch-Volders ve ark., 2003; Parry ve Sors, 1993). Fenech ve Morley tarafindan
gelistirilen sitokinez-blok metodu kullanilarak, in vitro mitoz sirasinda aktin inhibitorii
Cytochalasin-B ilavesi ile ¢ekirdek boliinmesini tamamlamig ancak sitoplazmik boliinmesini
gergeklestirememis ¢ift veya daha fazla gekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve
MN bulunduran hiicrelerin orani saptanabilmektedir. Ayrica in vitro MN testini iyilestirmek ve
spontan veya uyarilmig MN frekansinin dogru ve giivenilir olarak tespiti i¢in sadece bir niikleer
boliinmeyi tamamlamis hiicrelerde skorlanmasi gerektigini dnermislerdir (Fenech ve Morley, 1985,
1986).

In vitro mikronukleus testi glinlimiizde kimyasal madde ve farmasdtiklerin
genotoksisitesini test etmek i¢in uygun bir yontem olarak kabul edilmektedir. Bu testin en 6nemli

avantajlari:

e [n vitro MN testi basit bir test yontemi olup bulgularin hesaplanmasi kolay, objektif ve
hizl1 oldugundan arastirmaciya yiiksek bir verim saglar,
e In vitro MN testi herhangi bir primer hiicreye veya hiicre hattina uygulanabilen bir

testtir (Kirsch-Volders ve ark., 2003).

Ames Salmonella/mikrozom mutajenite testi (Ames testi), gen mutasyonlarina yol agan
genetik hasar iiretebilecek cok cesitli kimyasal maddelerin tespit edilmesi igin 6zel olarak
tasarlanmis kisa siireli bir bakteriyel mutasyon testidir (Mortelmans ve Zeiger, 2000). Ames testi

1970'lerde UC-Berkeley'deki Biyokimya Profesorii Bruce Ames tarafindan kimyasal bir bilesigin



veya karisimm DNA'da mutasyonlara neden olma kabiliyetinin hizli ve hassas bir sekilde analiz
edilebilmesi i¢in gelistirilmistir. Bu testte canli bir hayvan modeli kullanilma zorunlulugu olmadigi
icin ucuz, kolay ve hizlidir. 1975 yilinda Dr. Ames ve meslektaslar tarafindan yayinlanan ¢aligsma,
yeni kimyasallarin ve ilaglarin toksikolojik degerlendirmesinin ayrilmaz bir parcasi olan genetik
toksikolojinin stabilizasyonunda énemli bir rol oynamistir (Ames ve ark., 1975). Ilgili yayimnda geri
mutasyon testi olan Ames Salmonella/memeli mikrosomu mutajenlik testinin gerceklestirilmesine
yonelik yontemler tarif edilmistir. Bu testte, test suslarinda mevcut baz ¢ifti degisimi (nokta
mutasyonu) ve ¢erceve kaymast mutasyonlarini geri déndiiren mutasyonlari tespit eden 6zel olarak
tasarlanmis birkac¢ histidin mutanti oksotrofik Salmonella typhimurium susu kullanilir. Reversiyon,
bakterilerin temel bir amino asit olan histidini sentezleme islevselligini geri kazandirir. Bu bir
bakima atavizm fenomeni olarak ifade edilebilir.

Ames testinde kullanilan Salmonella suslari, histidin operonundaki cesitli genlerde farkli
mutasyonlara sahiptir. Bu mutasyonlarin her biri farkli mekanizmalarla etki eden mutajenlere
duyarli olacak sekilde tasarlanmistir. Cesitli maddelere kars1 daha hassas olmalarini saglamak igin
bu suslara ek mutantlar da gelistirilmistir. Bu mutasyonlar farkli mekanizmalar yoluyla DNA
hasarina neden olan mutajenler icin sicak noktalar gorevi goriir. Ames test suslari, eser miktarda
histidin igeren minimal bir ortam agar plakasi iizerinde ¢ogaltildiginda sadece geri mutasyonla
histidine gereksinim duymayan suslar (hist+) koloni olusturabilir. Plaka basina kendiliginden
indiiklenen revertant kolonilerin sayisi nispeten sabittir. Bununla birlikte plakaya bir mutajen
eklendiginde, petri bagina geri mutasyon sonucu gozlenen kolonilerin sayisi, genellikle doza bagh
bir sekilde artmaktadir (Ames ve ark. 1975). Salmonella typhimurium’un TA98 (¢ergeve kaymasi
mutant1)) ve TA100 (baz ¢ifti degisim mutant1) suslari Ames testinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Kuyruklu yildiz (Komet), diger adryla tek hiicreli jel elektroforez testi karyotik hiicrelerde
deoksiriboniikleik asit (DNA) iplik kopmalarini ve miktarlarini saptamak i¢in kullanilan basit bir
yontemdir. Son yillarda komet testi veya tek hiicreli jel elektroforezi, DNA hasarini
degerlendirmek icin yapilan genototoksisite, biyoizleme, molekiiler epidemiyoloji, ekotoksikoloji
ve DNA hasar1 ve onarimu ile ilgili temel aragtirmalarda tercih edilen standart yontemlerden biri
haline gelmistir. Komet testi sadeligi, duyarliligi, ¢ok yonliiliigii, hiz1 ve diisiik maliyeti ile 6ne
cikmaktadir. Ayrica komet testinin sonuglarii igeren yayin sayist indekslerde her gecen giin
artmaktadir. Yeni kimyasallarin ve ¢evresel kirleticilerin genotoksik etkisinin izlenmesi, molekiiler
epidemiyoloji, DNA hasart ve onarimu ile ilgili temel arastirmalar i¢in bu test giivenilir sekilde
kullanilabilir (Collins, 2002). DNA iplik kirilmalarin1 dogrudan Slgmek i¢in yapilan ilk ¢alisma,
1978'de Rydberg ve Johanson tarafindan lamlar {izerinde agaroz i¢ine gdmiilmiis ve hafif alkalin
kosullar altinda lizi edilmis hiicrelerle yapilmistir. 1984 yilinda Ostling ve Johanson, yukarida
aciklanan yaklasima dayanarak, tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da adlandirilan
kuyruklu yildiz testi gelistirdiler (Piperakis, 2009). Komet testi lizis ve elektroforezin nétr kosullar



altinda yapildig1 bir testtir. DNA'nin boyanmasi etidyum bromid ile yapilmistir. Deneyin sonunda
elde edilen hiicre goriintiisii, hasarli veya kirtk DNA parcalarindan olusan bir kuyruk ve saglam
DNA igeren kafaya sahip "kuyruklu yildiz" seklindedir. Bunun bir sonucu olarak kuyruklu yildiz
testi ad1 verilmistir. Kuyruk kismindaki serbest kalmig olan DNA miktari, kullanilan mutajenin
dozuna baglidir. Bununla birlikte bu prosediirde sadece ¢ift zincirli kopmalar analiz edilebilir
(Ostling ve Johanson, 1984). Bu test daha sonra iki farkli arastirma grubu (Olive ve ark., 1990;
Singh ve ark., 1988) tarafindan modifiye edilmistir.

Ik arastirma grubunun yiiksek alkalin kosullar altinda (pH> 13) yaptig1 elektroforez, DNA
siiper heliksinin gevsemesini saglar ve elektroforez sirasinda DNA'daki alkali kararsiz bolgelerin
ayni anda ¢ift ve tek sarmal kopmalarinin saptanmasini miimkiin kilar. Bu yontem diisiik iplik
kirig1 seviyesini yiiksek hassasiyetle 6lgmektedir. ikinci grubun nétr (hafif alkalin) kosullar altinda
gerceklestirdigi elektroforez ise DNA molekiiliindeki c¢ift sarmal kopmalariin tespit edilmesini
saglayan bir yontemdir. Bu nedenle Singh ve ark. tarafindan gelistirilen alkalin komet test
versiyonunun ndtr varyanta kiyasla daha duyarli oldugu bulunmustur (Peycheva ve ark., 2014).

Bu teknigin biiyiik faydasi ve aragtirmalar arasindaki hizli yayilmasi sahip oldugu ¢esitli

avantajlardan kaynaklanmaktadir:

e Hiicre hatlari i¢in uygundur.

e Genis bir hiicre yelpazesinde uygulanmistir (birgok prokaryotik ve Okaryotik
hiicrelerde).

e Tek hiicre seviyesinde hasar tespit eder.

e (Cok hassas (50—15.000 kirilma / hiicre).

e Sonugclar ayn1 giin elde edilir.

e Hizli, basit ve ucuzdur.

e Non-invaziv (cerrahi islem gerektirmeyen) bir tekniktir.

e Taze veya dondurulmus numuneler (6rnekler) i¢in uygundur.

e Numune boyutu ¢ok kiigiiktiir (10.000 ila 50.000 hiicre).

Yukarida deginildigi gibi komet teknigi tek hiicrede DNA iplik kopmalarini saptamak igin

bir¢ok ¢alismada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlarin bazilar asagida belirtilmistir:

1) Insan calismalari: Kuyruklu yildiz testi, radyoaktivite veya diger zararli prosediirlerle
on etiketleme gerektirmedigi i¢in insan arastirmalart ic¢in idealdir. Genotoksik
kimyasallara veya radyasyona mesleki maruziyet de dahil olmak {izere biyo-izlemede
(biyomonitorizasyonda) kullanilmigtir. Beslenme c¢aligmalarinda diyetin DNA hasar
onarimina etkileri degerlendirilebilir. Kuyruklu yildiz testi, taniya yardimci olma
(Xeroderma pigmentosum, Nijmegen kirik sendromu) ve bireyde DNA hasar

seviyelerini degerlendirmek i¢in kullanilabilir.
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2) Ekolojik izleme: Uygun organizmalar (midye, solucan, kii¢iik kemirgenler) ile birlikte
kuyruklu yildiz testi, g¢evrenin genotoksinlerle kontaminasyonunu o&lgmek igin
biyosensor olarak kullanilabilir.

3) Genotoksisite testi: Kuyruklu yildiz testi kimyasallarin veya farmasotiklerin
giivenligini degerlendirmek i¢in standart bir test olarak kullanilmaktadir.

4) DNA onariminin tahmini: Hiicresel diizeyde onarim kapasitesinin ol¢iilmesinde bu
teknik kullanilabilir. Alternatif olarak hiicre ekstraktinin onarim kapasitesi bir in vitro

analizde degerlendirilebilir (Piperakis, 2009).

Komet yonteminde hasarsiz hiicrelerin (lenfosit) incelemesinde bozulmamis yuvarlak
kenarlar1 daha az yogun olmak {iizere ortasi (¢ekirdek) parlak bir 11k goriiniimii vardir. Bu
hiicrelerin gdriiniimii gé¢ etmemis (nonmigrate) olarak degerlendirilir. Eger DNA hasar1 olugsmaya
baslamissa normalde diizgiin kenarli olan goriintii DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina gogiiniin de
baslamasi nedeni ile diizensiz kenarli bir goriiniim alir (low migration). Hasar arttikca lenfositler
kuyruklu yildiz (high migration) seklini alirlar. Hasarda son asama apoptozdur. Hasarin siddetine
gore merkezden kenara dogru uzama olur. Bu kuyruk uzunlugu hasar ile dogrudan iligkilidir.
Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin derecesi ile paralellik gosterir (Fairbairn ve ark.,
1995).

DNA pargalayici veya koruyucu aktivite i¢in, pPBR322 gibi plazmid DNA ve Ultraviyole-C
(UV-C) yontemi kullanilmaktadir. Metabolizmada ortaya ¢ikan en etkili radikallerden biri hidroksil
(OHe) ve hidrojen peroksit (H,O,) radikalidir. Bu radikaller reaktif 6zelliklerinden dolayr DNA'nin
yapisinda kalic1 hasara neden olabilir (Gutteridge ve Halliwell, 2000). H,O, varliginda plazmid
DNA'min UV ismlamasi, siiper sarmal DNA'nin yarilmasina, dairesel formdaki DNA’nin
actlmasina ve lineer formlarm her iki zincirinde bir veya daha fazla pargalanmaya neden
olmaktadir (Tepe ve ark., 2011). DNA zincirindeki par¢alanmalarin bir sonucu olarak genetik
bozukluklar gelisebilir. Geri doniisiimsiiz DNA hasari karsinogenez, yaslanma ve diger dejeneratif
hastaliklara neden olabilir (Good ve ark., 1996; Halliwell, 1994). Test maddesinin (HCQ) DNA
hasarlayici veya koruyucu etkisini ortaya ¢ikarabilmek i¢in ¢aligmada pBR322 plazmid DNA hem
test maddesinin dogrudan kendisine hem de oksidatif stresin neden oldugu hasarlara karst DNA’y1
koruma aktivitesini belirlemek i¢in oksitleyici ajandan (H,O, ve UV) sonra kullanilmaktadir (Russo
ve ark., 2000).

Ekzojen kimyasallar, fiziksel kaynaklar ve insan viicudundaki endojen metabolik siirecler,
yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretebilir. Kontrolsiiz ROS {iretiminin fazla olmasi,
hiicrede oksidatif stresin tetiklenmesine yol agar. bu da hiicre hasarina ve homeostatik dengenin
bozulmasina yol acar ve sonucta bir dizi insan hastaligina neden olur. Lipidler, DNA ve proteinler
ROS'un viicuttaki ana hedefleridir (Lobo ve ark., 2010). ROS kaynakli oksidatif hasara karsi

koruyucu aktivite gosteren eksojen ve endojen bilesiklerin etkilerini test etmek igin ¢esitli analizler



gelistirilmisgtir. DNA koruyucu aktivite testi ve total oksidan kapasite ve total antioksidan yanit
(TOK ve TAY) testleri bu analizler i¢cinde degerlendirilebilir.

Hiicre kiiltiirii ortamindaki aseliiler fazin total oksidan kapasite (TOK) ve total antioksidan
yanit1 (TAY), hiicrelerin maruz kaldig1 oksidatif stres etkisi hakkinda fikir vermektedir. TOK
Ol¢timii, hidrojen peroksit kullanilarak kalibre edilir. Oksidan varliginda reaksiyon ortamindaki
kitte yer alan divalent demirin (Fe**) trivalent demire (Fe*’) okside olmasi beklenir. Oksidasyon
reaksiyonunun yogunlugu, oksidanlarin varligina bagl olarak artar. Trivalent demir (Fe*) iyonu
asidik bir ortamda renkli bir kompleks olusturur. Renk yogunlugu spektrofotometrik (590 nm)
olarak olgiiliir. Absorbans degeri numunedeki oksidan degerini gosterir. Elde edilen sonuglar TOK
degerini belirlemek i¢in umol H,O, esdegeri/L ile karsilastirilmaktadir (Tarpey ve ark., 2004).

Test maddesinin yarattig1 antioksidan yaniti (TAY) belirlemek i¢in ticari olarak temin
edilebilen kitler kullanilir. Numunedeki antioksidan ajanlar, koyu mavi-yesil ABTS (2,2’-
azinobis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonate)) radikalini indirgeyerek renginin agarmasina neden
olur. Rengin 660 nm'deki absorbansindaki degisiklik numunenin TAY seviyesini gosterir
(Halliwell, 1994).

Oksidatif stres indeksi (OSI):

Oksidatif stres indeksi (OSI), oksidatif stres seviyesinin bir gostergesidir ve asagidaki gibi

hesaplanir:

_ TOK pmol H202 egdegeri/L
~ TAY mmol Trolox esdegeri/L

0SI

Farkli konsantrasyonlarda test maddesin numunelerindeki oksidatif stres seviyesi, total
antioksidan ve total oksidan deger 6l¢limlerini takiben hesaplanir (Ulas ve ark., 2013).

Bu calisma, ticari olarak satin alinan HCQ bilesiginin sitogenotoksik ve mutajenik
etkilerinin olup olmadigini saptamak amaciyla planlanmistir. Calismada test ortami olarak saglikli
ve goniillii dort kisiden (iki kadin ve iki erkek) alinan kiiltiire edilmis periferal kan lenfositleri ile
mikronukleus (MN) testi, bir kadin ve bir erkekten alman kandan izole edilen lenfositler ile tek
hiicre jel elektroforez (Komet) testi, Salmonella typhimurium mutant suslar1 (TA98 ve TA100) ile
geri mutasyon testi (Ames testi) ve ¢iplak plazmid DNA (pBR322) iizerine olan radikal veya
antiradikal etkileri arastirilmistir. Ayrica total oksidan kapasitesi (TOK) ve total antioksidan yanit
(TAY) verileri degerlendirilerek oksidatif stres indeksleri (OSI) saptanmistir. Calismada yapilan
biitin deneyler Cukurova Universitesi, Fen ve Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji ABD Genetik

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan Hydroxychloroquine Sulfate (HCQ) bilesigi,
sitma tedavisinde kadim bir kullanim gegmisi olan kininin 4-amino kinolin tiirevi olan klorokinin
hidroksillenmesi ile sentetik olarak iiretilmistir (Bayram, 2015; Bebitoglu ve ark., 2020). ikinci
Diinya Savasi yillarinda sentezlenen ve o yillardan bu yana antimalaryal ve antiromatizmal bir ilag
olarak genis bir kullanim alani bulan HCQ ajanmin sitogenotoksik etkisiyle ilgili ¢cok az sayida
caligma yapildig: tespit edilmistir. Mevcut test ajan1 molekiille olan benzerligi goz oniine alinarak
chloroquine (CQ) hakkinda yapilan sitotoksisite ve genotoksisite (gen mutasyonlar1 ve kromozom

anormallikleri) ¢caligmalar1 da bu boliimde derlenmistir.

2.1. Quinine (Kinin) ile Yapilmis Genotoksisite ve Sitotoksisite Calismalari

Kinin hidrokloriiriin dort farkli test sistemi kullanilarak genotoksik aktivite agisindan test
edildigi calismada Ames test sisteminde nokta mutasyonlari i¢in hicbir gosterge gézlenmemistir.
Kinin, Cin hamsterlerinde hicbir genotoksik aktivite gdstermezken, kendilenmis fare suslarinda
doza bagimli bir KKD artig1, mikroniikleus sikliginda artis ve yiiksek kromatid kirilmalart ortaya
¢ikarmigtir (Miinzner ve Renner, 1983).

Kinin ajaninin iireme toksikolojisi ve klastojenik etkiler agisindan degerlendirildigi bir
caligmada disi fareler ciftlesme Oncesinde sirasiyla 1,5 mL/kg/giin, 3,0 mL/kg/giin veya 4,5
mL/kg/giin kinin dozlarina 28 giin siiresince maruz birakilarak sonrasinda, yetiskin fertil erkeklerle
ciftlesmeye birakilmistir. Elde edilen plesantal indeks verilerine gore kinin maruziyetinin iireme
kapasitesini 6nemli Olgiide degistirmedigi ancak insan dozunun ¢ kati daha yiiksek
konsantrasyonda fetal agirlikta azalma gozlenmistir (p<0.05). Mikroniikleuslu polikromatik
eritrositlerin ortalama sayisi acisindan ise kontrol ve fitoterapdtik preparat arasinda anlamhi fark
tespit edilmemistir (p>0,05) (Do Amaral ve ark., 2014).

Sitotoksisite ilgili eski tarihli bir calismada, yaygin olarak kullanilan bir antimalarya ajani
olan kininin, in vitro antrasikline diren¢gli DHD/K12 sican kolon kanseri hiicrelerinde
epideoksorubisinin (epiDXR) sitotoksisitesini arttirdigi, 6te yandan kinin ajaninin, antrasiklin
giiclendirmesi i¢in kinidin veya verapamilden biraz daha az etkili oldugu gortilmistiir (Chauffert ve
ark., 1990). Benzer bir ¢aligmada iyi tanimlanmis ¢oklu ilag direncine sahip (MDR) insan 16semik
hiicre dizisi olan K562/ADM'nin doksorubisin direncini tersine ¢evirme ve sitotoksisite yaratma
stirecinde kinin formiatin etkinligi aragtirllmistir. O ¢alismada kiiltiir ortaminda her iki ilag da ayn1
konsantrasyonda kullanildiginda, ADM alimi ve sitotoksisite yaratmada verapamile gore kinin
biraz daha az etkili bulunmustur (Solary ve ark., 1991). Coklu doymamis yag asitleri dahil olmak
tizere farkli yag asitleri ile hazirlanan kinin tiirevlerinin aktivitesi yag asil grubunun doymus veya
doymamis olmasina bagli olmadig1 ve de kinin tiirevlerinin meme tiimdri hiicre hattt FM3A'ya

kars1 kininin kendisine gore Onemli Olgiide daha yiiksek sitotoksisite gosterdigi belirtilmistir



(Kumura ve ark., 2005). Sitmanin terapotik tedavisinden dolayi iyi bilinen dogal bir alkaloid olan
kinin, antiapoptotik protein B hiicreli lenfoma (BCL-2)'nin inhibisyonu ve proapoptotik faktor
BCL-2 ile iligkili X proteininin aktivasyonu yoluyla HeLa ve A549 tiimoér hiicre hatlarinda belirgin
bir antiproliferatif ve proapoptotik etki sergilemistir. Burada kinin, Thr-308 ve Ser-473'te
fosforilasyonunu inhibe ederek ve lipopolisakarit (LPS) kaynakli proliferasyonu tersine ¢evirerek
Protein kinase B’nin LPS kaynakli aktivasyonunu inhibe etmistir (Liu ve ark., 2016). Kininden
sentezlenen 13 cinchona (kinakina) alkaloid organokatalizoriin test edildigi ¢alismada tiirevlerin in
vitro antikanser aktivitesinin belirlenmesi i¢in MES-SA ve Dx5 tipindeki rahim sarkom hiicre
hatlarina kars1 taranarak P-glikoprotein (P-gp) aracili MDR’nin {istesinden gelme potansiyelleri
aragtirllmigtir. P-gp inhibitdrii tariquidar varhiginda yapilan sitotoksisite calismalari, birkag
analogun, 6zellikle tiyosikaramidin disindaki cinchona aminleri ve squaramidlerin, P-gp tarafindan
MDR hiicrelerinden atildigim1 gostermistir. Yerlesik P-gp inhibitorii kininine benzer sekilde, 6
kinakina analogunun kalsein-AM akigin1 engelledigi dolayisiyla sitotoksisitenin —arttigi
gdsterilmistir. Ilging bir sekilde, kinin ve didehidrokinin, ¢oklu ilaca direngli Dx5 hiicrelerine kars
marjinal olarak artmis bir toksisite sergilemistir. MDR hiicre hattinin kollateral duyarliligi,
cinchona tiosquaramide ajanit Cu (II) asetat ile birlestirildiginde daha belirgin hale gelmistir. Bu
sonuglara gore kinakina tiirevlerinin iyi antikanser adaylar oldugu vurgulanmigtir (Posa ve ark.,

2022).

2.2. Amodiaquine ile Yapilmis Genotoksisite ve Sitotoksisite Calismalari

I¢inde amodiaquine (amodiakin)'in oldugu ii¢ farkli sitma onleyici ilacin karsilastirmali
mutajenik ve genotoksik etkilerinin degerlendirildigi bir calismada yapilan Ames mutajenite testi
(TA97a, TA100, TA102 ve TA104 suslarinda) ve farelerin kemik iligi hiicrelerinde in vivo kardes
kromatid degisimi (KKD) ve kromozom aberasyonu (KA) bulgular1 irdelenmistir. Bakteriyel
mutajenite deneylerinin sonuglari, Salmonella suglar1 TA97a ve TA100'de hem S9 karisimi ile hem
de S9 karisimi olmaksizin ve TA104'te sadece S9 karisimu ile ii¢ ilacin ¢ok zayif bir mutajenik
etkisi oldugunu gostermistir. Ayrica in vivo KKD ve KA deneylerinin sonuglari, bu ii¢ ilacin
farelerin kemik iligi hiicrelerinde genotoksik oldugunu gostermektedir (Chatterjee ve ark., 1998).
Farkli bir calijmada Amodiaquine ajanina ilaveten sulphadoxine-pyrimethamine kombinasyon
terapisinin Isvigre deney farelerinde hepatotoksik oldugunu agik¢a gdstermistir (Mishra ve ark.,
2011). Amodiakinin epigenetik profili lizerine yapilmis yakin tarihli bir ¢aligmada (Espinoza ve
ark., 2019), rRNA transkripsiyonunu doza bagh bir sekilde inhibe ettigi bilinen FDA (ABD Gida
ve Ilag Dairesi) onayli antimalarial ilag amodiakinin RNA polimeraz I'in (Pol I) katalitik alt
biriminin bozulmasini tetikleyerek ribozomun biiyiik alt birim proteinlerine (RPL5/RPL11) bagh
p53'i stabilize ederek aktivasyonunu sagladigi ortaya cikmustir. Bu etki g¢ergcevesinde Pol I

susturulmasi, DNA hasar1 olmadiginda ve ardindan rRNA transkripsiyonunun ATM'ye baglh
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inhibisyonu olmaksizin gerceklesir. O ¢alismanin sonuglarina gére amodiakinin neden oldugu
otofaji inhibisyonu ile rRNA transkripsiyonunun inhibisyonu arasinda net bir iliski bulunmamustir.

Bu sonug iki bagimsiz antikanser mekanizmasin akla getirmektedir.

2.3. Atovaquone-Proguanil ile Yapilmis Genotoksisite ve Sitotoksisite Calismalar:

Bir hidroksinaftokinon olan Atovaquone, sitma parazitinin mitokondriyal solunum zincirini
secici olarak hedef alan bir anti-parazit ilag olup bu calismada insan periferik kan lenfositlerine
yonelik sitogenotoksik potansiyeli degerlendirilmistir. Calisma ¢iktilarina gore lenfosit canliliginin
tedaviden sonra etkilenmedigi, bu da atovaquone’un verilen konsantrasyonlarda sitotoksik
olmadigma isaret etmektedir. Alkalin komet deneyi ile insan periferal kan lenfositlerinde
muameleden sonra komet parametrelerinde onemli bir degisiklik meydana gelmedigi gosterilmistir.
S9 metabolik aktivasyonunun eklenmesiyle test edilen parametrelerde herhangi bir anlaml fark
bulunmamistir. Bu sonug; atovaquone’un ya hi¢ metaboliti olmadigin1 ya da test edilen
konsantrasyonlarda toksik olmadigimi gostermistir (Dinter ve ark., 2013). Plasmodium falciparum
sitmasinin  Onlenmesi ve tedavisi i¢in sabit kombinasyonu kullanilan Atovaquone (ATO) ve
proguanil hidrokloriir (PROG) antimalaryal ajanlarinin insan lenfositlerinde sebep oldugu olasi
sito/genotoksik potansiyel ve bundan sorumlu olasi1 mekanizmanin belirlenmesi i¢in yapilan
caligmada; hiicre ve DNA'ya zarar veren etkiler, hiicre canlilig1 ve alkali kuyruklu yildiz testleri ile
oksidatif stres potansiyeli ise malondialdehit ve glutatyon seviyelerinin dlciilmesiyle
degerlendirilmistir. Calisma sonuclarina gore ATO/PROG kombinasyonunun oksidatif stres
tizerinde hicbir etkisi olmaksizin insan lenfositlerine kars1 yalnizca zayif sito/genotoksik potansiyel
sergilemistir. Zarar verici etkilerin kilit kisminin S9 metabolik aktivasyonundan sonra indiiklendigi
g6z Oniine alindiginda, PROG'un ana metaboliti olan sikloguanil'in en biiyiik etkiye sahip oldugu
varsayilabilecegi belirtilmistir (Dinter ve ark.,, 2015). Yine proguanilin in vitro insan
lenfositlerinde canlilik ve DNA biitiinliigii iizerine etkisinin degerlendirildigi ¢alismada plazma
konsantrasyonlarindan elde edilen iki farkli proguanil konsantrasyonu (130 ng/mL veya 520ng/mL)
metabolik aktivasyon varliginda veya yoklugunda kullanilmistir. Lenfositlerin canlilig1 zamanla ve
doza bagli olarak azaldig1 ve kuyruklu yildiz tahlil parametreleri de benzer etkiler gosterdigi rapor
edilmistir. Ancak kardes kromatid degisimlerinin sikligi, kontrol 6rneklerinden anlaml bir sapma

gostermemistir (Gajski ve ark., 2010).

2.4. Lumefantrine ile Yapilmis Genotoksisite ve Sitotoksisite Calismalari

Diinya ¢apinda sitmaya karsi kombinasyon terapilerinde kullanilan artemisinin bazli bir
aril-amino alkol antimalaryal ila¢ olan Ilumefantrine (LF), 60, 80 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda DNA kirilmalarinin sayis1 ve niikleer tomurcuklarm sikligini énemli 6lgiide
artirmistir. Mikronukleus olusumunun siklig1 da LF islemlerinden sonra artmis, ancak bu sadece 80

ve 100 ug/mL konsantrasyonlarinda 6nemli bulunmustur. Bununla birlikte LF, niikkleoplazmik
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kopriilerin frekansimi veya niikleer boliinme indeksini 6nemli seviyede etkilememistir. In silico 3D
analizi, LF'nin -7.2 kcal/mol'liikk tahmini bir baglanma afinite enerjisiyle DNA kii¢iik oluk yiizeyi
ile kovalent olmayan bir sekilde etkilesime girebilecegini gdstermis olup in vitro olarak insan

lenfositlerinde klastojenik etkilere sahip oldugunu gostermistir (de Lucca ve ark., 2015).

2.5. Mefloquine ile Yapilmis Genotoksisite ve Sitotoksisite Calismalari

Antimalarial ajan Mefloquine (Meflokin) mutajenitesinin saptanmasi amaciyla Salmonella
typhimurium pKMI101 plazmiti iceren suslari ile pEBO17 ve pKMI101 plazmitlerini igeren
Escherichia coli WP, trp ve WP, uvrA test suslari kullanilarak yapilan ¢alismanin sonuglaria gore
pEBO17 ve pKM101 plazmitlerinin varligi, meflokinin mutajenitesinin saptanmasini artirmistir.
Mikrozomal enzimler ile aktive olan meflokin, tartigmasiz bir sekilde baz cifti siibstitiisyonu
mutajenitesini ortaya ¢ikarmistir. Bakteriyel genotoksisite testlerine gore meflokinin genel olarak
genotoksik olmadigir ancak klorokin fosfat ile ayni potansiyel mutajenik etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (Akerele ve Obaseiki-Ebor, 2002). Farkli bir ¢alismada meflokin’in sitotoksik ve
genotoksik etkilerini arastirmak amaciyla erkek farelerle yapilan ¢aligmada; mitotik indeks, hiicre
dongiisii kinetigi ve kemik iligi hiicrelerinde kromozomal hasarlarm sikligi, spermatositlerde
translokasyon sikligt  ve spermde bas ve kuyruk anormallikleri gibi parametreler
degerlendirilmistir. Calismanin ¢iktilar1 yliksek dozda meflokin mitotik indekste azalmaya neden
olarak doz-yanit iligkisini diisiindiirmektedir. Muameleden sonraki birinci ve ii¢lincii haftada,
mitotik aktivitede, kontroliin mitotik indeksine yaklasan kayda deger bir iyilesme goézlenmistir.
Kromozom gaplar1 (bosluklari), kirilmalar ve fragmentler dahil olmak iizere kromozomal
anormallikler yiiksek meflokin dozu ile artmistir. Spermatidler ve sekonder spermatositler ajana
orta derecede duyarliyken birincil spermatositler daha duyarli oldugu ve spermatogonianin,
meflokin'nin her iki dozuna da oldukg¢a duyarli oldugu saptanmistir (El-Habit ve Al-Khamash,
2012).

2.6. Piperaquine ile Yapilmis Genotoksisite ve Sitotoksisite Calismalar:

2020 yili diinya saglik orgiitii (WHO) verilerine gore; piperakin ve dihidroartemisinin, in
vitro ve in vivo testlere gore genotoksik/klastojenik degildir. Herhangi bir karsinojenisite ¢caligmasi
yapilmamistir. Piperaquine, si¢anlarda ve tavsanlarda malformasyona neden olmamistir. 80 mg/kg
ile tedavi edilen disi siganlarda yapilan bir perinatal ve postnatal gelisim calismasinda bazi
hayvanlarda yenidogan oOliimlerine neden olan bir dogum gecikmesi olmustur. Normal dogum
yapan disilerde, hayatta kalan neslin gelisimi, davranig1 ve biiylimesi, rahimde veya siit yoluyla
maruz kalmanin ardindan normal oldugu bulunmustur. Dihidroartemisinin ve piperakin
kombinasyonu ile iireme toksisitesi caligmasi1 yapiimanustir (WHO, 2020). Avrupa ilag Ajansi’nin
(EMA) resmi web sitesi tarafindan piperaquine’in, in vitro ve in vivo testlere dayanarak

genotoksik/klastojenik olmadigi raporlanmigtir. Ancak karsinojenite ¢aligmalari yapilmadig: igin
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bu maddenin kansere neden olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir. Ayrica piperaquin, siganlarda
ve tavsanlarda malformasyona neden olmamustir. Perinatal ve postnatal gelisim c¢alismasinda
(segment IIT) 80 mg/kg ile tedavi edilen disi siganlarin bazilarinda yavru 6liimiine yol agan dogum
gecikmesi goriilmiistiir. Normal dogum yapan disilerde ise yavrularin gelisimi, davranist ve
biiylimesi, rahim i¢i veya siit yoluyla maruz kaldiklarinda normal diizeyde oldugu godzlenmistir
(CHMP, 2011). Sican ve tavsanda embriyofetal etkinin arastirildigi bir ¢alismada piperaquine
fosfatin, fetal maruziyet varliginda bile tolere edilen maksimum dozda teratojenik olmadigi
belirtilmistir. Benzer sekilde piperaquine fosfatin hamilelikte siit verme islevini ve yavru gelisimini
etkilemedigi ancak nedeni bilinmiyen dogum gecikmesine neden olabilecegi ifade edilmistir. Baska
sitma ilaglaryla karsilastirildiginda, sadece meflokin’in piperaquine’e benzer sonuglar verdigi

yoniinde goriis bildirilmistir (Longo ve ark., 2012).

2.7. Primaquine ile Yapilmis Genotoksisite ve Sitotoksisite Calismalar:

FDA verilerine goére primaquine ile hicbir karsinojenite ve dogurganlik calismasi
yapilmamustir. Primaquine literatiirde zayif bir genotoksik ajan olarak bildirilmis olup hem gen
mutasyonlarina, hem kromozomal hasara hem de DNA zincir kiriklarina neden oldugu
aciklanmistir. Yaymlar, bakteriler kullanilarak yapilan in vitro reversiyon mutasyon testlerinde
(Ames testi) ve kemirgenler kullanilarak yapilan in vivo ¢alismalarda (fare kemik iligi hiicresi
kardes kromatid degisimi, fare kemik iligi hiicresi kromozom anormalligi vb) elde edilen
genotoksisite verileri, insanlarda primaquine uygulamasiyla ortaya c¢ikan genotoksisite riskine
isaret etmektedir. Ureme toksikolojisi ile ilgili literatiir verilerinde, ajanin neden oldugu embriyo-
fetal gelisim toksisitesi tanimlanmistir. Siganlarda yapilan ¢aligmalarda fetiis iizerinde teratojenik
etkiler gozlenmistir. Yiiksek doz seviyeleri hemen hemen tiim vakalarda gebe disilerin 6liimiine
neden olurken, daha diisiik doz seviyeleri maternal toksisiteye neden olmustur. Uygulanan sezaryen
sirasinda, orta doz seviyesinde embriyo resorbsiyonu (erimesi), fetiisiin hayatta kalma orani ve
viicut biiyiikliigiinde azalma, i¢ organlarda anormallikler (hidrosefali, organlarin yer degistirmesi
gibi) ve iskelet farkliliklarinda artislar goriilmiistir (FDA ve cder, 2017). Iginde primaquine
(primakin)'in oldugu tii¢ farkli sitma oOnleyici ilacin karsilastirmali mutajenik ve genotoksik
etkilerinin degerlendirildigi bir ¢calismada yapilan Ames mutajenite testi (TA97a, TA100, TA102
ve TA104 suslarinda) ve farelerin kemik iligi hiicrelerinde in vivo kardes kromatid degisimi (KKD)
ve kromozom aberasyonu (KA) bulgular1 irdelenmistir. Bakteriyel mutajenite deneylerinin
sonuglart, Salmonella suglart TA97a ve TA100'de hem S9 karigimi ile hem de S9 karigimi
olmaksizin ve TA104'te sadece S9 karisimu ile primakin’in ¢ok zay1f bir mutajenik etkisi oldugunu
gostermistir. Ayrica in vivo KKD ve KA deneylerinin sonuglari, bu ii¢ ilacin farelerin kemik iligi

hiicrelerinde genotoksik oldugunu gdstermektedir (Chatterjee ve ark., 1998).
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2.8. Chloroquine ve Hydroxychloroquine ile Yapilmis Genotoksisite Calismalari

HCQ’in memeli iizerindeki sitogenotoksik ve mutajenik etkilerinin arastirildigi bir
caligmada oncelikle HCQ ile uzun siireli tedavi géren romatoid artrit (RA) hastalarinin kanindaki
HCQ diizeyinin 0.75 mg/L (yaklasik olarak 2.23 uMol/L) seviyesine ulasabilecegi ifade edilmigtir
(Cunha ve ark., 2018). Sonuglarmin enzim baglantili immiinosorbent deneyi (ELISA) ile
belirlendigi bir ¢alismada 5 ve 25 uM konsantrasyonlarda HCQ ile muamele edilen primer fare
embriyonik fibroblastlarinda (MEF'ler) oksidatif DNA hasarimin bir gostergesi olan 8-oxodG
dretiminin 6nemli dl¢lide indiiklendigi (sirastyla P=0.020 ve P=0.029) gosterilmistir. Ayrica yine
bu ilacin 25 pM dozuyla muamele edilen primer veya kendiliginden 6liimstiizlestirilmis Big Blue®
MEF'lerde sirasiyla 2,2 veya 1,8 kat artiglara sebep olarak HCQ'nun 6nemli mutajenitesini ortaya
cikamistir (Besaratinia ve ark., 2021).

Chatterjee ve ark. (1998), klorokin (CQ) dahil ii¢ farkli antimalaryal ajanin mutajenik ve
genotoksik etkilerini  karsilagtirmislardir.  Yapilan Ames mutajenite testinde CQ farkli
konsantrasyonlarda (0,1, 1, 10, 100, 1000, 5000 veya 10000 pg/petri) olmak {izere TA97a ve
TA100 suslarina uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gére CQ hem metabolik aktivasyon (S9+)
varliginda hem de metabolik aktivasyon olmaksizin (S9-) revertant koloni sayisim1 zayif ama
onemli oranda arttirdigin1 ancak S9+ ortaminda mutajenik etkinin daha az oldugu rapor edilmistir.
TA102 susunda S9 olsun ya olmasm CQ ile test edilen konsantrasyonlarin tamaminda revertant
koloni sayisinda énemli bir degisiklik gozlenmedigi ancak TA104 susu ile yapilan deneyde ise S9+
ortamda revertant koloni sayisinda zayif ama Onemli bir artis gozlendigini bildirmislerdir
(Chatterjee ve ark., 1998). CQ’in genotoksisitesini arastirmak i¢in Salmonella typhimurium TA97
ve TA102 suslart ile yapilan bir ¢alismada, TA97 susunda 25 veya 50 pg/ml konsantrasyonlarinda
revertant koloni sayisinda artisa neden oldugu, dolayisiyla CQ’in ¢erceve kaymasi mutasyonuna
aracilik ettigi ancak TA102 susunda ise etkili olmadig1 bildirilmistir (Obaseiki-Ebor ve Obasi,
1986). Farkli bir calismada Salmonella typhimurium suslart TA100 ve TA98, CQ’in 10, 100, 500,
1000 veya 5000 pg/petri dozlar1 ile muamele edilmistir. Deney sonuglarina gére CQ TA100
iizerinde S9(-) ortamda zayif mutajenik etki gosterdigi ancak TA98 susu {izerinde ise S9 varliginda
veya yoklugunda herhangi bir mutajenik etki gostermedigi bildirilmistir (Kumar ve ark., 2013).
Benzer bir ¢alismada klorokin difosfat ile Plasmodium falciparumun CQ direngli suslarina karsi
etkili bir aminokinolin antimalaryal ilag olan AQ-13 ([N1-(7-kloro-kinolin-4il)-3-(N3,N3-
dietilamino)propilamin] dihidrokloriir trihidrat) ajani, Salmonella typhimurium ve Escherichia
coli’de bakteriyel mutagenez ve L5178Y fare lenfoma mutagenezi ile sican kemik iliginde
mikronukleus indiiksiyonu agisindan degerlendirilmistir. Belirlenen sonucglara gére CQ, TA98’de
S9- ortamda, AQ-13 ise TA1537 susunda hem S9+ ve hem de S9- ortamda revertant koloni
sayisinda kiiciik ama istatistiksel artislara neden olmustur. Ote yandan hem CQ hem de AQ-13
ajanlar1 L5178Y hiicrelerinde metabolik aktivasyondan bagimsiz sekilde revertant koloni sayisinda

artis saglamadigi degerlendirilmigtir. Sigcan kemik iligi ile yapilan deneyler sonucunda ise CQ
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verilen erkek ve disi sicanlarda ve AQ-13 verilen disilerde polikromatik eritrositlerin (PCE) kirmizi
kan hiicrelerine (RBC) oraninda istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif diisiisler gézlenmistir.
Ayrica CQ veya AQ-13"in herhangi bir doz seviyesinde mikronukleuslu PCE sikliginda artisa yol
agmadigr rapor edilmistir (Riccio ve ark.,, 2001). Oral yolla 4 giin boyunca 15 mg/kg
konsantrasyonunda CQ alan CD1 erkek farelerindeki ortalama mikronukleus sayisinin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide arttigi (P < 0.05) saptanmistir (Rivera ve ark., 2014).

Chloroquine’in (CQ) DNA’da tek veya ¢ift iplik kiriklar1 olugturmasi {izerinden genotoksik
etki potansiyeli sigan karaciger hiicrelerinde kuyrukluyildiz deneyi ile arastirilmistir. Deneyin
sonucunda 0-1000 pmol/L. CQ, sican karaciger hiicrelerinde doza bagli olarak DNA zinciri
kirilmalarina neden oldugu ve kirilmanin doza bagli olarak onemli Ol¢lide arttigi bildirilmistir.
flaveten 100-500 pumol/L CQ ile muamele edilen sican karaciger hiicrelerindeki piirin ve
pirimidinlerde oksidasyonun indiiklendigine dair kanitlar bulunmustur. Bununla birlikte hiicre ici
reaktif oksijen tiirleri (ROS) temizleyicisi olan N-asetilsistein ve yerlesik bir demir selator olan
deferoksamin ile muamelesi, sirastyla CQ kaynakli iplik kirilmalarini ve baz oksidasyonunu dnemli
Olciide azaltmistir (Farombi, 2006). Benzer bir calismada (Giovanella ve ark., 2015) Wistar
sicanlarinda CQ ve primaquin'in 7, 14 ve 21 giinliik uygulamasi sonrasinda beyin, karaciger ve
bobrek iizerindeki oksidatif DNA hasar olgulari arastirilmistir. Sicanlara anilan siire boyunca
intraperitoneal yoldan 10 mg/kg konsantrasyondaki CQ soliisyonundan verilmistir. Muamele siiresi
sonunda CQ’in 7 ve 14 giin uygulamasinin bobrekte, 14 ve 21 giin uygulamasinin ise karacigerde
DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir. Cin hamsteri akciger fibroblasti (V79) hiicre hatti ile
yapilan bir in vitro ¢aligmada klastojenite kaynakli MN olusumundaki aksiyon modu irdelemesinde
topoizomeraz II aktivasyonu arastirtlmistir. Bu c¢alismanin sonuglarina gore CQ’in DNA
topoizomeraz II enzimini inhibe ederek DNA interkalasyonuna sebep olabilecegi bildirilmistir
(Snyder ve Arnone, 2002).

Farkli bir in vivo ¢alismada CQ’in 12,5, 25 ve 50 mg/kg konsantrasyonlarina maruz
birakilan farelerin kemik iligi hiicrelerinde 6nemli diizeyde KKD frekansi saptanmasina ragmen
KA vyiizdesinde artis sadece 100 mg/kg dozda saptanmustir. Mitotik Indekste (MI) tespit edilen
azalmanin (sitotoksisitenin) ise sadece en yliksek konsantrasyonda oldugu rapor edilmistir
(Chatterjee ve ark., 1998). Farkl bir calismada CQ'nun genotoksik etkisi beyaz fareler in vivo KA,
MN ve sperm basi anormallik parametreleri kullanilarak degerlendirmistir. CQ farelere 10, 20 ve
30 mg/kg konsantrasyon olacak sekilde akut doz ve bir kez de 3x10 mg/kg (toplam 30 mg/kg)
subakut doz seklinde intraperitoneal olarak verilmistir. CQ, belirli kosullarda kemik iligi
hiicrelerinde hem MN hem de KA’y1 indiiklemis, ayrica CQ uygulamasini takip eden 24. saatte ve
21. giinde sperm bagi anormallik sikliginda 6nemli bir artisa neden olmustur. Ayrica 6n muamele
olarak yapilan C vitamini, CQ tarafindan indiiklenen KA, MN ve sperm bags1 anormallik sikligini
azaltmistir. CQ ile birlikte radyasyon etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmada, uygulanma oOncesi

veya sonrasi diisiik radyasyon dozlarina (0.5 Gy) maruz kalmanin somatik hiicrelerde ¢ok az
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mutajenik etkiye neden oldugu veya hi¢ olmadigi ortaya ¢ikmistir. Buna karsin CQ tedavisi ile
birlikte radyasyona maruz kalan grupta tedavinin 21. giiniinde sadece CQ verilen gruplara kiyasla
sperm bast anormallik sikliginda Onemli bir artisa neden oldugu bildirilmistir. Sonugta
aragtirmacilar tarafindan CQ’in, memeli hiicrelerinde genotoksisiteyi indiikleme potansiyeli
oldugu, ve esey hiicrelerinin, somatik hiicrelere gore daha duyarli olabilecegi rapor edilmistir (Das
Roy ve ark., 2008).

Fare merkezi sinir sistemindeki immiin hiicreler olan mikroglial BV-2 hiicre hatt1 {izerinde
hem FBS (Fetal Bovine Serum) varliginda, hem de yoklugunda CQ ve HCQ, sitotoksisite ve ROS
etkileri agisindan degerlendirilmistir. Calismada DMEM (Dulbecco's modified Eagle medium)
ortaminda 24 saat boyunca hem FBS varliginda, hem de yoklugunda 5 pM, 10 pM ve 25 uM
konsantrasyonlarda CQ ve HCQ’e maruz birakilan murin mikroglial BV-2 hiicrelerinin
canliliklarinda diislis gozlendigi, bu diisiisiin FBS igermeyen ortamda daha yiiksek oldugu, bu
nedenle test maddelerinin FBS icermeyen ortamda koruyucu etkisinin olmadigi rapor edilmistir.
CQ ve HCQ’in etkileri birbiri ile karsilagtirildiginda ise murin mikroglial BV-2 hiicreleri iizerinde
FBS yoklugunda CQ’in HCQ’e gore daha yiiksek sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir. Yapilan
ileri tetkiklerde, 10 pM CQ’in FBS yoklugunda erken apoptozu arttirdigi, her iki test maddesinin
25 uM konsantrasyonlari tarafindan ise erken apoptozun indiiklendigi bildirilmistir (Rackova ve
Csekes, 2022). Farkli bir derleme ¢alismada, CQ'nun mutajenik, genotoksik ve DNA hasarlarina
neden oldugu ve bu durumun genomik kararsizhigi indiikledigi ancak HCQ'in genotoksisitesi
tizerine yeterli ¢aligma olmamasi nedeniyle HCQmun mutajenik ve genotoksik etkilerinin yeterince
bilinmedigi ifade edilmistir (Giri ve ark., 2020).

Michael ve Williams (1974) kiiltiire alinmig sigan karaciger hiicrelerinde metil
metansiilfonat (MMS)’1in neden oldugu DNA hasar onariminin CQ tarafindan onemli Olciide
azaltildigi, bu sayede MMS oldiiriiciiliigiiniin artirildigi ortaya ¢ikmistir. Bu etkinin ise protein
sentez inhibisyonundan kaynaklanmayabilecegi belirtilmistir (Michael ve Williams, 1974).
Shalumashvili ve Sigidin (1976), insan lenfositleriyle yaptiklar1 ¢alismada, G1 veya G2 evrelerinde
kiiltire eklenen 15 pg/mL konsantrasyonunda CQ’nun kromozom aberasyon diizeyine etki
etmedigini, buna karsin 60 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda hiicrelerin mitotik aktivitesinin
neredeyse tamamen baskilandigini bildirmislerdir. Bununla birlikte G2 asamasinda 100 pg/mL
konsantrasyonda kromozom sapmalarini yiiksek diizeyde artirdig1 rapor edilmistir (Shalumashvili
ve Sigidin Ya., 1976). Cogu interkalasyona neden olan sekiz mutajen madde ile Cin hamsteri
yumurtalik hiicreleri {izerinde yapilan bir arastirmada CQ’nun kullanim dozu arttikga MN ve KKD
frekansini arttirdigi bildirilmistir (Sudharsan Raj ve Heddle, 1980). Benzer bir ¢alismada CQ’nun
antimalaryal dozunun sigan karaciger hiicrelerinde DNA hasarini ve p53 ile iliskili olarak apoptozu
indiikleyip indiiklemediginin arastirildigi ¢alismada CQ'in DNA hasarma yol agtifi ve sican
karaciger hiicrelerinin apoptozunu zamana bagli bir sekilde indiikledigi rapor edilmistir. Bu

caligmada CQ uygulamasindan sonra p53 ekspresyonunun zamana bagl olarak arttigi, dolayisiyla
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ajanin antimalaryal dozunun si¢an karaciger hiicrelerinde DNA hasarini ve buna bagli apoptozu
indiikledigi bildirilmistir (Mohamed, 2005).

CQ tedavisinden sonra aplastik anemi gelistiren {i¢ hastanin incelendigi bir ¢aligmada
hastalardan ikisinin uzun siire yiiksek dozda CQ tedavisi aldig1 ve sonrasinda hastalardan birinin
akut miyeloblastik 16semi gelistirdigi, liclincii hastanin ise sadece kiiciik bir doz CQ aldig1 ve ilacin
alinmasindan ii¢ hafta sonra aplazi ile pansitopeni gelistirdigi raporlanmistir (Nagaratnam ve ark.,
1978). Malarya tedavisinde yaygin olarak kullanilan ajanlarin deoksiriboniikleik aside giiclii
sekilde baglanarak mutagenezi 6nledigini kabul eden ¢alismalar mevcuttur. Béyle bir ¢alismada
Wistar siganlarinda transplasental uygulanan etilnitrozoiire sayesinde indiiklenen sinir sisteminin
karsinogenezi iizerindeki antimalaryal ajanlarin olasi kemoprotektif etkisi incelenmistir. Deney
grubu, dogum 6ncesi prenatal etilnitrozoiire maruziyetinden sonra kronik olarak klorokin ile tedavi
edilen siganlardan olugmustur. Kontrollerle karsilastirildiginda, tiimor insidansinda anlamli bir fark
gozlenmemis ancak klorokin ile muamele edilen siganlarda (P < 0.02) erken tiimor biiyiimesi
gozlenmistir. Bu farkliliklar ¢ogunlukla omuriligin ependimomalarinin  hizli gelisiminden
kaynaklanmistir. Sonuglar, klorokinin uzun vadede sinir sisteminde yiiksek neoplazm insidansina
yol agan etilnitrozolire tarafindan DNA'da indiiklenen yapisal degisiklikleri ©nlemedigini
gostermektedir. Tersine bu ¢alismada incelenen CQ, etilnitrozoiirenin ependimal hiicreler
tizerindeki kanserojen etkileri azaltma yerine tesvik ettigi yoniinde emareler mevcuttur (Reyes ve
ark., 2001). Benzer bir ¢alismada CQ verilen Misir kurbagalarinin (Bufo regularis) % 14’inde ve
primaquin verilenlerin % 19'unda timdr olusumu tespit edilmistir. CQ ve primaquin birlikte
uygulandiginda tiimor insidansinin % 23.5' yiikseldigi bildirilmigtir. Tiimor olusumunun CQ
uygulanan kurbagalarda karacigerde (lenfosarkom) ve primaquin uygulananlarda ise bdbrekte
(histiyositik sarkom) oldugu tespit edilmistir. Her iki ilacin birlikte uygulandig: kurbagalarda ise
karaciger, akciger, bobrek ve mesanede tiimor gelistigi ve tiim tiimorlere histiyositik sarkom teshisi

konuldugu bildirilmistir (EI-Mofty ve ark., 1992).
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3. MATERYAL VE METOT

Tamami1 in vitro kosullarda yapilan bu c¢alismada test maddesi olarak tipta
immiinmodiilatér olarak tedavi amaciyla kullanilan %98 safliktaki HCQ (Acros Organics CAS:
747-36-4) deneyde kullanilmak iizere ticari olarak temin edilmistir. MN testi i¢in goniillii olarak
dondr olmay1 kabul eden, 18-22 yaslar1 arasinda, sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan saglikli iki
kadin ve iki erkekten, komet testinde aynmi Ozelliklere sahip bir kadin ve bir erkekten alinan
heparinize edilmis periferik kan kullanilmistir. Ames testi i¢in Salmonella typhimurium LT2 atasal
(prototrof) susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis oksotrof TA98 ve TA100 suslari
kullanilmigtir. DNA hasarlayic1 veya koruyucu (radikal/antiradikal) aktivite testi i¢in ticari olarak
satin alinan pBR322 plazmid DNA’s1, TOK ve TAY deneyleri i¢in MN deneyinde inkiibasyon
stiresi (68 saat) sonunda yapilan birinci santrifiij isleminden sonra alinan siipernatant kullanilmustir.
Calismada kurgulanan deneysel calismalarm tamami Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulunun 06.10.2020 tarih, 105 no’lu toplanti ve 59 no’lu

karart ile alinan onay gercevesinde gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Hydroxychloroquine Sulfate (HCQ) (Test Maddesi)

Bu caligmada test maddesi olarak kullanilan %98 safliktaki HCQ bilesigi Acros Organics
firmasindan (AC263010250 barkotlu, CAS: 747-36-4) ticari temin yoluyla alinmistir. Kinin (Sekil
3.1), CQ (Sekil 3.2.a) ve HCQ (Sekil 3.2.b) molekiillerinin her {i¢iinde de kinolin halkas1 (Sekil
3.2.c) bulunmaktadir (Bebitoglu ve ark., 2020). Kinolin, bir benzen ve bir piridin halkasimnin
birlesmesi ile sentezlenmistir. HCQ molekiilii, hetero halkali bir bilesik olan kinolinin tlirevidir
(Bayram, 2015; Bebitoglu ve ark., 2020). HCQ’in sentez basamaklar1 Sekil 3.3’te gosterilmistir.

HCQ’in bagirsaktan emiliminin oldukc¢a hizli oldugu bildirilmistir (Collins ve ark., 2018).
HCQ yaklagik 1-2 aylik bir yarilanma omriine ve 1300 saat civarinda ortalama kalis siiresine
sahiptir (Cutler ve ark., 1988). CQ’den daha polar ve daha az lipofilik olan HCQ’in hiicre
membranlarina difiizyonunun daha zor oldugu bildirilmistir (Bebitoglu ve ark., 2020). Viicuda
alman HCQ’in yaklasik olarak %601 degismeden kalirken yaklasik %401 ise karacigerde sitokrom
P450 (CYP) enzimlerinin etkisiyle desetilklorokin ve bisdesetilklorokin adi verilen iki metabolite
dontstirilmektedir (Giri ve ark., 2020).

Katalog bilgilerine gore; HCQ kristal formda, PBS’de ~5 mg/ml (pH 7.2) ve EtOH, DMSO
ve DMF’de eser miktarda ¢dziinen kati bir maddedir (Cayman Chemical - Hydroxychloroquine,

2023).

19



Formiil adi: 2-[[4-[(7-chloro-4-quinolinyl)amino]pentyl]ethylamino]-ethanol, monosulfate
Molekiil formiilii:C,3sH,sCIN;O*H,SO,

Molekiil agirhgi: 434 g/mol

Molekiil yapisi: Kati, kristal

Coziiniirliikk: PBS’de ~5 mg/ml (pH 7.2) ve EtOH, DMSO ve DMF’de eser miktarda

Diinyada ticari olarak satilan birgok formu bulunan HCQ, Tiirkiye Sosyal Giivenlik Kurumu
geri 6deme kapsaminda bulunan ilaclar listesinde mevcuttur.Etken maddesi HCQ olan Plaquenil
adli preparat Sanofi firmasi tarafindan iiretilerek receteli sekilde eczanelerde satilmaktadir

(titck.gov.tr, 2023).

H .4"\-._ : M ! |
T HN™ 7 ™~ " OH
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Sekil 3.2. a: Klorokin (Cayman Chemical - Chloroquinine, 2023), b: Hydoxychloroquine (Ni ve
ark., 2022), c: Kinolin halkasi (Bayram, 2015).
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Sekil 3.3. HCQ’in sentez asamalar1 (https://gpatindia.com, t.y.)
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Agaroz jel (%1)

Test maddesinin neden oldugu DNA hasarlayici-koruyucu (radikal-antiradikal) aktivite
deneylerinde elektroforez iglemi sirasinda DNA molekiiliiniin (pBR322 plazmidi) yiiriitildigi
(kosturuldugu) hareket ortamu olarak kullanilmustir. 1 gr agaroz, 100 mL 1X Tris-Asetik asit-EDTA
(TAE) tampon iginde ¢oziinene kadar 1sitilmig ve 60-70°C sicakliga gelince 5 uL
SafeView™Classic (Cat#G108) DNA boyasi eklenmistir. Hazirlanmis jel elle tutulur sicakliga
gelince taraklar1 yerlestirilmis tanka dokiilmiis ve jelin donmasi beklendikten sonra taraklar

cikartilmastir.

Ampisilin Cozeltisi (%0.8 Ampisilin / 0.02 N NaOH)

Ames testinde Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin ampisiline direnglilik
davranisi test suslarinin kontrolii amaciyla kullanilmustir.

0.02 N NaOH Hazirlanisi:

250 mL i¢in;

0.2 g NaOH distile su ile 250 mL’ye tamamlanir.

Hazirlanisi:

100 mL icin Ampisilin soliisyonu i¢in;
Ampisilin Trihidrat 08¢
0.02 N NaOH 100 mL

0,8 g Ampisilin Trihidrat, 0.02 N NaOH soliisyonu igerisinde ¢6zdiiriilmiis ve sterilizasyon
icin 0.22 um ¢apli membran filtreden gecirilmistir. Ampisilin soliisyonu filtre yontemi ile steril
edildiginden deneye baglamadan Once soliisyonun saklanacagi kap (beher ya da mavi kapakli sise)

otoklavda steril edilmis ve hazirlanan soliisyon +4°C’de saklanmustir.

Biyotin Cézeltisi (%0.13)

Genotip kontrolii ve histidin-biyotin agar (HBA) plaklarin hazirlanmasinda kullanilmigtir.

Hazirlanisi:

100 mL i¢in
D-Biyotin 0.13 g
Distile Su 100 mL

D-Biyotin 100 mL suda kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢6ziilmiis, otoklavda 121°C’de
15 dk steril edilerek +4°C’de saklanmugtir.
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Bromofenol Boyast
Jel yiikleme boyasi olarak kullanilmaktadir. Plazmid DNA’nin agaroz jeldeki hareketi bu

boyanin varliginda anlagilir.

Colchicine (CAS: 64-86-8)

Ticari olarak temin edilen Colchicine mitotik indeks testinde ig ipliklerinin olusumunu
engelleyerek hiicre boliinmesini metafaz evresinde durduran mitotik bir zehir olarak kullanilmistir.
Colchicine eriyigi, steril saf su i¢erisinde hazirlanmig ve kromozom mediumun her mL’sinde 0.06

ng olacak sekilde (0.06 ng/mL) 2.7 mL’lik kromozom mediumu igerisindeki hiicre kiiltiiriine ilave

edilmistir.
Kimyasal Ad1 : Colchicine CH»
Kapal Formiilii : CuHpsNOg HsCo.., OH CH
Molekiil Agirhg: :3994 H 2 "L, ¥ °
Etil Asetat Icerigi : %3.4
Kloroform ig:erigi : < %0.1 HN O ==
Sigma No : C-9754 O (9] OH

Sekil 3.4. Colchicine’in acik formiilii

Cytochalasin-B (CAS: 14930-96-2)

Mikronukleus (MN) testinde sitokinezi engellemek ve iki veya daha fazla nukleuslu
hiicrelerin meydana gelmesini saglamak amaci ile kullanilmigtir. Cytochalasin-B soliisyonu,
¢Ozeltinin konsantrasyonu 6 pg/mL olacak sekilde 9%50’lik alkol igerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlanmigtir. 5 mg Cytochalasin-B, yaklagik 6173 puL %50°lik etanol ¢ozeltisinde ¢ozdiiriilerek,
her bir tiipe (2.7 mL) 20 pL verilir. Boylece her bir tiipiin 1 mL’sine 6 pg Cytochalasin-B verilmis

olur.

Kimyasal Adi : Cytochalasin-B

Kapali Formiilii : C,9H37NOs

Molekiil Agirhg: :479.61 g/mol

Erime Noktasi :218-223°C

Kaynama Noktasi :218-223°C OCHj3
Saflik Diizeyi : %98

Sekil 3.5.Cytochalasin-B’nin agik formiilii
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Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (CAS: 67-68-5)

Ames testinde TA98 susu igin pozitif kontrol olarak kullanilan 4-Nitro-o-
phenylenediamine (4-NPD) hazirlanmasinda ¢oziicii olarak dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma
Cat. No: 8418) kullanilmistir. Ayrica komet deneyinde lysing ¢ozeltisinin bileseni olarak da

kullanilmugtir.
Kimyasal Adi : Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
Saflik Diizeyi :>%99,9
Kapal Formiilii : C,HgSO

Elektroforez Tamponu

Komet deneyinde elektroforez islemini gerceklestirmek icin kullanilan elektroforez
tamponu 10 M NaOH ve 0.2 M EDTA bilesenlerinden olusmustur. Bu kimyasallar uygun oranlarda
tartildiktan sonra iizerine 1350 mL saf su ilave edilmistir. Bir giin 6nceden hazirlanarak +4°C’de

saklanmuistir.

Entellan (CAS: 25608-33-7, Cat No: 7961)

Lam ile lamelin birbirine daimi olarak yapistirilmasinda kullanilan bir tutkaldir. Regine
kokenli ve toliien solventli, ksilen ile ¢6ziilebilen, kuruduktan sonra hava kabarcigi olusturmayan,
iyl kapama saglayan seffaf ve akici bir sividir. Hazirlanan lam preparatlarini daimi hale getirmek

icin kullanilmigtir.

Etidium Bromid (EtBr) (Cas: 1239-45-8)11.
Bir floresan boya olan EtBr komet testinde DNA’nin boyanmasi amaciyla kullanilmistir.
Bunun i¢in EtBr’den 1 mg alinip {izerine 10 mL saf su ilave edilerek son konsantrasyon 100 pg/mL

olacak sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Etil Alkol (CAS. 64-17-5)
Deneylerin bircok asamasinda ylizey ve arag-gereclerin dezenfeksiyonu igin %70’lik etil

alkol kullanilmastir.

Fiksatif
Mitotik indeks testi yapilan preparasyonda, 1 hacim glasial asetik asidin 3 hacim metanol
ile karigtirilmasi sonucu hazirlanmis olan alkol bazli Carnoy fiksatifi kullanilmigtir.

MN incelemek i¢in yapilan preparasyonda ise iki farkli fiksatif kullanilmigtir:
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1. Fiksatif 1: 1 hacim glasial asetik asit, 5 hacim metanol ve 6 hacim %0,9 NaCl
(1/5/6=glasial asetik asit / metanol / %0,9’luk NaCl) karistirilarak hazirlanmigtir.

2. Fiksatif 2: 1 hacim glasial asetik asit ve 5 hacim metanol’iin (1/5=glasial asetik
asit/metanol) karistirilmasi ile elde edilmistir. Fiksatifler kullanilmadan iki saat Once
hazirlanmig ve kapali cam bir sisede +4°C’de muhafaza edilmistir. Preparat yapim

isleminden iki saat 6nce taze olarak hazirlanip kullanilmustir.

Fosfat Tamponu (Phosphate Buffer Saline, PBS)

Komet testinde hiicre kiiltiirii igin PBS tamponu kullanilmistir.

Giemsa (Merck)

Ik defa Alman mikrobiyolog Gustov Giemsa tarafindan kesfedilmis olup hiicrelerin
renklendirilmesini saglamak amaci ile kullanilmigtir. Giemsa boyasi, adenin-timin yogunlugunun
yiiksek oldugu DNA bdlgelerine baglanir.

Sorensen tamponu igerisinde %5’lik olacak sekilde ve filtre edilerek hazirlanan boya
eriyigi, Mitotik indeks deneyinde kromozomlar1 ve MN testinde nukleuslar1 boyamak igin

kullanilmastir.

Glasiyal Asetik asit (CAS No: 64-19-7)
Mitotik indeks ve MN testinde fiksatif hazirlamak i¢in kullanilmistir.

Glikoz Cozeltisi (%20)
Ames deneyinde Minimal agarli ortamlarda karbon kaynagi olarak kullanilmustir.
20 g glikoz tartilip 100 mL distile su eklenerek hazirlanan karisim berraklasana kadar

manyetik karigtiricida karistirilmis ve +4°C’de saklanmustir.

Hidrojen Peroksit (H,0,, CAS: 7722-84-1)

Komet ve DNA hasarlayici/koruyucu aktivite deneylerinde hidrojen peroksit pozitif kontrol
olarak kullanilmigtir. Komet deneyi i¢in % 0,21 H,O, kullanilmaktadir. H,O, nin bekletilmesinden
dogabilecek olumsuz etkileri 6nlemek amaciyla her komet testinde taze olarak hazirlanmistir. DNA

koruyucu aktivite deneyinde ise pozitif kontrol olarak H,O,’in %10’luk ¢ozeltisi kullanilmistir.

Hipotonik Eriyik

Mikronukleus deneyinde hipotonik eriyik olarak %0,4’lik KCI kullanilmistir. Eriyik
bidistile su igerisinde stok halinde hazirlanarak kapali cam bir kap igerisinde +4°C’de saklanmistir.
Her preparasyon isleminden yaklasik 3 saat once yeterli miktarda hipotonik eriyik alinarak

37+1°C’lik inkiibatorde istenilen sicaklik olan 37°C’ye kadar bekletilip kullanilmustir.
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Histidin/Biyotin Plaklari (HB Agar)

Ames testinde kullanilan suglarin histidin gereksinimi kontroliinde kullanilmustir.

Hazirlanisi:
1000 mL i¢in
Agar 15¢
%20 Glikoz 100 mL
50xVB Tuzu 20 mL
Histidin HCI.H,O 10 mL
0.5 mM Biyotin 6 mL
Distile Su ile 1000 mL’ye tamamlanir

Agar ve su karnistirildiktan sonra otoklavda 121°C ve 1,2 atm basing altinda 15 dk steril
edilmistir. 45°C’ye kadar sogutulup (yaklasik 20-30 dk) %20 glikoz, 50xVB tuzu ve histidin
cozeltileri eklenmistir. Soliisyonun biraz daha sogumasi beklendikten sonra biyotin eklenerek
karigtinlmistir. Her birinde 25 mL olacak sekilde petri kutularina dokiilerek kendi halinde donmast

beklenmis ve +4°C’de saklanmustir.

Histidin/Biyotin (HB) Soliisyonu (0.5 mM)

Oksotrof TA98 ve TA100 bakteri suslar histidin eksikliginde tireyemediklerinden ortama
konan c¢ok az miktardaki Histidin/Biyotin soliisyonu bakteri suslarmin birka¢g boliinme
gecirmelerine imké&n tanir ve boylece kullanacagimiz bakterilerin his™ mutasyonunu tasiyip
tasimadiginin anlagilmasia olanak saglar. Ames mutajenite deneyinde 2 mL top agara 0.2 mL

Histidin/Biyotin soliisyonu eklenerek kullanilmistir.

Hazirlanisi:
250 mL igin
D-Biyotin (F.W. 247.3) 0.0309 g
L-Histidin-HCI (F.W. 191.7) 0.024 ¢
Distile Su ile 250 mL’ye tamamlanir

Belirlenen miktar ve hacimdeki biyotin soliisyonu suyun kaynama noktasina kadar
isitilarak ¢Ozdiirtildiikten sonra histidin ilave edilerek otoklavda 121°C’de 15 dk veya 0.22 pm

membran filtre ile steril edilmis ve +4°C’de saklanmustir.
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Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklari (HBA)
Ames deneyinde sus kontrolii amaciyla yapilan ampisiline direnglilik testi ve master plak

hazirlanmasinda kullanilmstir,

Hazirlanisi:
1000 mL i¢in
Agar 15¢
50xVB Tuzu 20 mL
%20 Glikoz 100 mL
Histidin HCI.H,O 10 mL
0.5 mM Biyotin 6 mL
(%0,8/0.02 N NaOH) Ampisilin 3150 uL
Distile Su ile 1000 mL’ye tamamlanir

Agar ve su otoklavlanarak 45°C’ye kadar sogutulup %20 glikoz, 50xVB tuzlar1 ve histidin
bu sicak soliisyona eklenip karigtirilmis, daha sonra biyotin ve ampisilin de eklenerek her petri
kabinda 25 mL olacak sekilde aktarilmistir. Bu plaklarda bakteriler +4°C’de 2 ay

saklanabilmektedir.

Histidin Cozeltisi (%0,5)

Ames deneyinde genotip kontrolii ve master plaklarin hazirlanmasinda kullanilmstir.

Hazirlanisi:

100 mL i¢in
L-Histidin-HCI (F.W.191.7) 05¢g
Distile Su ile 100 mL’ye tamamlanir

Karistirilarak ¢ozdiiriildiikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmis ve +4°C’de

saklanmugtir.

HMA (High Melting Agar, CAS: 9012-36-6)

HMA komet testinde lamlarin kaplanmasi1 amaciyla kullanilmistir. Deneyden bir giin 6nce
0,65 gr HMA, 100 mL distile suda isitilarak ¢oziilmiistiir. Deneyde kullanilacak olan rodajli
(etiketli) lamlarin tek tarafi hazirlanan HMA agarla kaplanmigs ve dogal bir sekilde kurumasi

beklendikten sonra bu islem ikinci defa tekrarlanmistir.

Kromozom Mediumu (Gibco PB Max, Cas. No. 12557-013)
Hiicre kiiltiirii i¢cin Gibco firmasmin irettigi kromozom mediumu kullanilmistir. Bu
medium her tiipe 2.5 mL olacak sekilde paylastirilmistir. Enjektdre 1/10 oraninda heparin ¢ekilerek

istenilen miktarda kan alinmis ve mediuma ilave edilmistir.
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Lizis Cozeltisi

Bu ¢o6zelti komet testinde lysing soliisyonunun bir bileseni olarak kullanilmastir.

Lizis soliisyonu;

- 2.5 M NaCl (Merck CAS No: 1.06404)

- 10 uM EDTA (Sigma CAS No: 6381-92-6)

- 10 mM Tris (Merck CAS No: 77-86-1)

Bilesenlerinden olusmustur. Bu kimyasallar uygun oranlarda tartildiktan sonra iizerine 270
mL saf su konup bir erlen icerisinde 1sitilarak ¢oziilmiis ve soguma islemi gerceklestikten sonra

10M NaOH ile pH’1 10’a ayarlanmistir. Kullanilmak tizere oda sicakliginda saklanmistir.

LMA (Low Melting Agar, CAS: 39346-81-1)

LMA komet testinde hiicrelerin sandvic modeli gibi agara gomiilmesi amaciyla
kullanilmigtir. Bunun i¢cin LMA agardan 0.065 gr tartilip 10 mL saf su igerisinde kaynatilmistir.
Hiicrelerin agarla karistirilmast isleminde agarim el yakmayacak sicaklikta olmasina 6zen

gosterilmistir.

Lysing Cozeltisi

Bu c¢ozelti komet testinde niikleer DNA’daki hasar boyutunu belirlemek i¢in ¢iplak
DNA’nin elde edilmesi isleminde kullanilmistir.

Lysing soliisyonu;

- 3 mL Triton X (Merck CAS No: 9036-19-5)

- 30 mL DMSO (Carlo ERBA CAS No: 67-68-5)

- 267 mL lizis ¢ozeltisi kullanilarak son hacmi 300 mL olacak sekilde hazirlanmigtir. Bir

giin 6nceden hazirlanarak + 4 °C’de saklanmustir.

Metanol (CAS: 67-56-1)

Mikronukleus deneyinde fiksatif hazirlamak i¢in kullanilan bilesenlerden birisidir.

Minimal Glikoz Agar Plaklari (MGA)
Mutajenite deneylerinde kullanilan bakteri suslarmin kendiliginden geri donen koloni

sayilarinin saptanmasi amaci ile kullanilmistir.

Hazirlanis::
1000 mL i¢in
Agar 15¢
50xVB tuzlart 20 mL
%20 Glikoz 100 mL
Distile Su ile 1000 mL’ye tamamlanir
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Yukarida yazildiklar sira ile distile suya ilave edilerek son hacimlerine tamamlanmis ve
hazirlanan karisim otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir. 45°C’ye kadar sogutulan bu karigim
petri kaplarina 25 mL olacak sekilde dagitilmistir.

Mpytomycin-C (CAS: 50-07-7)

Mytomycin-C (MMC), mitotik indeks ve mikronukleus testlerinde pozitif kontrol olarak
kullanilmustir. Stok ¢ozelti; 2 mg Mytomycin-C, 30 mL steril destile su icerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlanmigtir. Her bir tiipe son konsantrasyonu 0.25 pg/mL olacak sekilde 10 pL igerisinde

verilmistir.

Kimyasal Ad1 : 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-hexahydro-8-(hydroxymethyl)-8amethoxy-5-
methyl-azirino [2',3":3,4] pyrrolo[1,2-a] indole-4,7-dione carbamate (ester)

Kapali Formiilii : C;sH sN4Os
Molekiil Agirhg: : 334.33 g/mol
Erime Noktasi : >360°C
/l?\
0~ “NH.
: ) 1 H
HaC . NH
@ “H

Sekil 3.6. Mytomycin-C’nin ag¢ik formiilii

Nitrik Asit (HNO; Cas. No. 7997-37-2)
Kuvvetli bir asit olan nitrik asit sitogenetik ¢aligmalarda lamlar1 temizlemek amaci ile 1 N

¢ozelti olarak hazirlanmaktadir. Kapali plastik bir kapta saklanarak, tekrar tekrar kullanilmistir.

4-Nitro-o-phenylenediamine (4-NPD, CAS: 99-56-9)
Ames testinde TA98 bakteri susu i¢in metabolik aktivasyon yoklugunda pozitif kontrol

olarak 20 pg/petri konsantrasyonunda kullanilmigtir.

Hazirlanisi:
10 mL i¢in
4-NPD 0.02¢g
DMSO ile 10 mL’ye tamamlanir
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DMSO’da ¢ozdiiriilerek, oda sicakliginda ve karanlik ortamda saklanmistir. Deneyde
kullanilan pozitif kontrol (4-NPD) 1/10 oraninda seyreltilmistir. Bu seyreltilen ¢dzeltiden petri
basina 100 pL ilave edilmistir.

Nétralizasyon Tamponu
Komet testinde elektroforezden ¢ikan preparatlarda pH dengesini saglamak amaciyla
kullanilmustir. 0.4 M Tris (CAS: 77-86- 1) alinip iizerine 300 mL saf su eklenmistir. Daha sonra

HCl ile ¢ozeltinin pH’1 7.5’ ayarlanmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

Nutrient Broth St Kiiltiir Ortami (NB)

Test suslarinin gecelik kiiltiirde iireyebilmeleri i¢cin kullanilmistir.

Hazirlanisi:
200 mL i¢in
Oxoid Nutrient Broth no:2 S5g
Distile su ile 200 mL’ye tamamlanir

Toz halinde bulunan Nutrient Broth distile su ile iyice ¢dziiliinceye kadar elle
karigtirtlmistir. Karisim otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek oda sicakhiginda karanlikta

saklanmistir.

PBR322 Plazmidi (172 ng/ul) (Thermo Scientific, REF:SD0041)
Ticari olarak satin alinan pBR322 plazmidinden 34,4 pL alinip ve distile su ile 100 pL’ye

tamamlanarak hazirlanmistir.

SafeView™Classic (Cat#G108) DNA Boyasi
pBR322 plazmid DNA’smm1 boyamak amaciyla %]1°lik agaroz jel igine konularak

kullanilmstir.

Serum Fizyolojik (%0,9)

Fiksatif 1 hazirlamak igin bilesenlerden biri olarak kullanilmistir.

Hazirlanisi:
1000 mL i¢in
NaCl 9¢
Distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir

Sodyum Azid Cozeltisi (SA, CAS No. 26628-22-8)
Ames testinde TA100 bakteri susu i¢in metabolik aktivasyon yoklugunda pozitif kontrol

olarak 1 pg/petri konsantrasyonunda kullanilmistir.
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Hazirlanisi:

100 mL i¢in
Sodyum azid 001g
Distile su ile 100 mL’ye tamamlanir

Distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek, +4°°C’de ve aliiminyum folyoya sarihi olarak
saklanmistir. Deneyde kullanilan pozitif kontrol (SA) 1/10 oraninda seyreltilmistir. Bu seyreltilen

¢Ozeltiden petri basina 100 pL ilave edilmistir.

Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Sorensen tamponu ilk olarak Danimarkali biyokimyaci Soren Sorensen tarafindan
kullanildig1 i¢in bu ismi almistir. %5’lik Giemsa boyasi hazirlanirken tampon A ve tampon B
olmak iizere farkli iki sekilde hazirlanan stok c¢ozeltiler ortamin pH degerini ayarlamak icin
kullanilmistir.

Hazirlanisi:

Tampon A: 11.34 gr KH,PO,4 250 mL saf su icerisinde eritilmistir (pH=4.8).

Tampon B: 14.83 gr Na,HPO,.12H,0 250 mL saf su igerisinde eritilmistir (pH=9.3).

Top Agar
Mutajenite deneylerinde kullanilmustir.
Hazirlanisi:
1000 mL i¢in
Agar 6g
NaCI 5¢
Histidin/biyotin soliisyonu 100 mL
Distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir

Agar, su ve tuz karisimi manyetik karistiricida 1sitilarak ve karistirilarak ¢oziilmiis

sonrasinda otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

IXTAE Tamponu

DNA hasarlayici-koruyucu (radikal-antiradikal) aktivite deneylerinde elektroforez
amaciyla tankin doldurulmasi i¢cin 1XTAE tamponu kullanilmigtir. Ayrica DNA molekiiliiniin
(pBR322 plazmidi) yiiriitiilecegi hareket ortami olan agaroz jel hazirlanirken de 1XTAE tamponu

kullanilmstir.
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Hazirlanisi:

50XTAE Soliisyonu (stok)

100 mL i¢in
Tris Base 242 ¢
Glacial Asetik asit 5,71 mL
Na,EDTA 372 ¢
Distile su ile ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlanir

pH:8.0-8.5 ayarlanir

1XTAE Tamponu hazirlamak icin;
20 mL 50XTAE stok soliisyonuna 995 mL distile su eklenir ve karistirilir.

Tripan Blue (CAS: 72-57-1)

Komet testi yapilirken izole lenfositlerin canlilik oranini belirlemek amaciyla tripan blue
boyast kullanilmistir. Stok tripan blue hazirlamak ic¢in % 0.4’lik tripan blue boyasindan 4 mL
alinip tizerine 1 mL saf su eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan stok tripan blue ¢ozeltisinden 10 pl
alinip tizerine 10 pl stok lenfosit ilave edilip canlilik testine bakilmistir. Canli hiicreler seffaf, o6lii

hiicreler ise mavi renkte goriilmustiir.

Vogel-Bonner-E Ortami (50xVBE Tuzlary
Minimal glikoz agar (MGA) plaklarinin tuzu olarak kullanilmistir.

Hazirlanisi:
1000 mL i¢in
Magnezyum siilfat (MgSO,.7H,0) 10g
Sitrik asit monohidrat 100 g
Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,) 500 g
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH,PO,.4H,0) 175 g
Distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir

Maddeler yukarida yazildiklar1 sira ile distile suya ilave edilerek son hacimlerine
tamamlanip maddelerin tamamen ¢oziilmesi i¢cin manyetik karigtiricida karistirtlmigtir. Daha sonra

otoklavda steril edilerek hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda karanlikta saklanmastir.
3.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlar:

Buzdolabi

+4 C’de saklanmasi gereken deney sarflarinin muhafazasi i¢in kullanilmistir
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Elektroforez Tanki

Komet deneyinde DNA 6rneklerinin elektroforez tamponunda yiiriitmek amaciyla Cleaver
Scientific marka, CSL-COM20 seri numarali, 27,5 x 25 x 5,5 cm 0lgiilerinde komet deneyi i¢in
0zel olarak dizayn edilmis olan siyah renkli elektroforez tanki kullanilmstir.

DNA Koruyucu Aktivite deneyinde DNA 6rneklerinin elektroforez tamponunda yiiriitmek
amaciyla Thermo Scientific marka, model no: B2, 14 x 21,5 x 5 cm dlgiilerinde elektroforez tanki

kullanilmugtir.

Elektroforez Gii¢c Kaynag

Komet deneyinde DNA Orneklerini jelde yiirlitmek amaciyla elektroforez tankina
baglanabilen Cleaver nanoPAC-300 mA’lik gii¢ kaynagi kullanilmistir.

DNA Koruyucu Aktivite deneyinde ise Thermo Scientific marka, model no: EC300XL2
giic kaynagi kullanilmistir.

Ependorf Tiipleri
Komet deneyinde inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin siipernatanttan ayristirilmast amaci

ile sogutmal1 santrifiij cihazinda santrifiij etmek i¢in kullanilmistir.

Hassas Terazi
Hava akimina kars1 6zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 g hassasiyetindeki Gec Avery

marka terazi, kat1 kimyasal maddelerin tartilmasinda kullanilmistir.

Inkiibator
Deneyler sirasinda kullanilan eriyiklerin ve kan kiiltiirlerinin istenilen sicaklikta tutulmasi

amaci ile Incucell marka, 0°C-100°C’ye kadar ayarlanabilir inkiibat6r kullanilmustir.

Kiiltiir Tiipleri (Greiner Bio-One Cat No. 164 160)
Mitotik indeks ve mikronukleus deneylerinde hiicrelerin kromozom mediumunda inkiibe
edilmesi igin, steril olarak temin edilen ve santrifiij cihazina uygun yuvarlak taban, kirmiz1 standart

vidal1 kapak, seffaf, cellstar markali kiiltiir tiipleri kullanilmastir.
Manyetik Karisaricili Isttict

Ames testinde kimyasal maddeleri hazirlamak igin Chiltern Hotplate HS31 marka

karistirma devri ve 1sitma sicakligi ayarlanabilir manyetik karistiricili 1sitici tabla kullanilmistir.
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Mikropipet
Deneyler yapilirken istenen miktarda ¢ozelti aktarabilmek igin 2-20 pL ve 0.1-1000 pL
araliginda Gl¢lim yapabilen Thermo Scientific marka ve 20-200 pL araliginda 6l¢iim yapabilen

Nichipet EXII marka mikropipetler kullanilmistir.

Mikroskop
Preparat incelemeleri sirasinda koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan Olympus
marka binokiiler 151k mikroskobu kullanilmistir. Tezde bulunan fotograflar ise yine ayni marka

mikroskopta dijital olarak ¢ekilmistir.

Otoklav
Deneylerde kullanilan ekipmanlarin ve eriyiklerin sterilizasyonu amaciyla Hirayama marka
otoklav kullanilmigtir. Sterilizasyon, 121°C sicaklik ve 1.2 atm basingta 15 dk siire ile

gerceklestirilmistir.

Petri Kutular

Ames testi icin Firatmed tarafindan tiretilen ve bir paketi 28 adetten olusan petri kutular
kullanilmigtir. Her bir petri kutusu 8,5 cm ¢apa sahip olup toplam hacim; 25 mL MGA besiyeri +
2000 pL top agar + 100 pL organizma kiiltiirii + 100 pL test maddesinden olugmaktadir.

PH Metre
Hazirlanan ¢ozeltilerin PH degerlerini saptamak i¢in Thermo Fischer marka pH metre

kullanilmugtr.

Santrifiij
Deneysel calismalarda ¢oktiirme icin rotor ¢apt 21 c¢cm olan ve 4000 devir/dk’ya (rpm)
kadar yiikselebilen devir hizi, 99 dk’lik zaman ayarlayici, agilabilir bagliga sahip ve 28 tiip

kapasiteli Hettich Universal marka santrifiij kullanilmistir.

Sogutmali Santrifiij
Komet deneyinde ependorf tiiplerindeki DNA oOrneklerini santrifiij etmek amaciyla Vwr
Micro Star 17 R marka sogutmali santrifiij cihazi (24 x 2.2-1,5 mL rotor i¢in maksimum 9.000 rpm

hiza erigebilen) kullanilmistir

Steril Kabin (Flow Kabin)
Hiicre kiiltlirii tiiplerine kromozom mediumu konulmasi, kan ekiminin yapilmasi, test

eriyiklerinin ve kiltiir tliplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir ortam olarak, %99,9 partikiil
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tutma Szellikli filtreye sahip, 1500 m*/h emis kapasiteli, UV ve floresan ampul eklentisi olan

Labormed marka flow kabin kullanilmistir.

Vorteks
Ornekleri karistirmak amaci ile iki farkli hiz kademesine sahip Velp Scientifica marka

vorteks cihazi kullanilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Lamlarin Temizlenmesi

MN deneyi yapilmadan iki giin evvel lamlar saleye dizilerek iizerlerini tamamen Ortecek
sekilde 1 N HNO; konulmus ve salenin kapag1 kapatilarak 24 saat bekletilmistir. Siire bitiminde
lamlar yaklagik yarim saat akan ¢esme suyu altinda iyice yikanmis, ardindan 3-4 defa saf sudan
gecirildikten sonra sale saf su ile doldurularak buzdolabinda (+4°C) saklanmustir. Deney esnasinda

soguk olarak kullanilmistir.

3.2.2. Sterilizasyon

Deneyler yapilirken kullanilan biitlin cam malzemeler, pipet uglari, ependorf tiipler ve
diger tiim arag-gerecler aliiminyum folyoya sarilarak, besiyerleri agz1 pamuk ve aliiminyum folyo
ile kapatilmis erlen icerisinde, HCQ igin ¢dziicii olarak kullanilan distile su ise kapakli cam bir sise
icerisinde steril edilmistir. Sterilizasyon, 121°C sicaklik ve 1.2 atm basingta 15 dk siire ile

gercgeklestirilmistir.

3.2.3. Ames/Salmonella/Mikrozom (Bakteriyel Geri Mutasyon) Testi
Ames Testi’nin Yapilis Amact

Deneyin bilimsel esasi, ¢cogalmasi i¢in histidin amino asidine gereksinim duyan Salmonella
typhimurium mutant oksotrofik suslarin, mutajenik etkiler ile tekrar histidin sentezleyebilir atasal
(prototrof) forma doniigmesi temeline dayanmaktadir. Bu yolla test maddelerinin neden olacagi geri
mutasyonlarin frekansi saptanabilecektir. TA98 susu gerceve kaymasi, TA100 susu ise baz ¢ifti
degisimi tipindeki gen mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmigtir. Ames testine metabolik
aktivasyon olmaksizin g¢aligilmigtir. Planlanan caligma ile test maddesi hidroxychloroquine’in
(HCQ) mutajenik etkisi Ames/Salmonella/Mikrozom test yontemi ile arastirilmistir.
Salmonella typhimurium Test Sugslari ve Ozellikleri

Maron ve Ames (1983) tarafindan deneysel mutasyonlarla gelistirilen TA98 ve TA100
suslar1 bagis olarak temin edilip kullanilmistir (Maron ve Ames, 1983).

Standart test suglar tiirleri, TA97, TA98, TA100 ve TA102 R-faktér plazmidi pKM101°1

icerir. Bu R-faktorii suslari, R-faktorii olmayan ana suslarla zayif bir sekilde algilanan veya hig

saptanmayan bir dizi mutajen tarafindan geri dondiiriiliir (Levin ve ark., 1982; McCann ve ark.,
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1975). Hem Escherichia coli hem de Salmonella typhimurium’da pKM101 plazmidi normalde bu
organizmalarda mevcut olan hata egilimli bir DNA onarim sistemini gelistirerek kimyasal ve
spontan mutagenezi artiritr (McCann ve ark., 1975; Shanabruch ve Walker, 1980; Walker ve
Dobson, 1979).

TA100’deki hisG46 mutasyonu, histidin biyosentezinin ilk enzimini kodlayan hisG
geninde bulunur (Ames, 1971). DNA dizi analizi ile belirlenen bu mutasyon, yabani tip
organizmadaki -GAG-, -CTC- (I16sin) yerine -CCC-, -GGG- (prolin) gecer (Oliveira-Ramos ve
ark., 2021). TA1535 ve bunun R-faktorii tiirevi TA100, temel olarak bu G-C ciftlerinden birinde
baz ciftine neden olan mutajenleri tespit eder. TA1538 ve TA98’deki his3030 mutasyonu,
histidinol dehidrogenaz1 kodlayan his genidir. TA1538 ve R-faktorii tiirevi olan TA98, ¢esitli
cerceve kaymasina neden olan mutajenleri tespit eder. Cerceve kaymasini uyaran mutajenler,
DNA’nin tekrarlayan dizilerinde veya ‘hot spots (sicak noktalarinda)’ meydana gelen degisen
eslesmeyi stabilize edebilir, bu da histidin sentezi i¢in dogru okuma gercevesini geri yiikleyen
(diizelten) bir gerceve kaymasi mutasyonuna yol acar. HisD3052 mutasyonu, hisD geninde bir
cerceve kaymasi mutasyonu yerine yakin -GCGCGCGC-, -CGCGCGCG- 8 tekrarlayan -GC-
dizisine sahiptir (Isono ve Yourno, 1974; Maron ve Ames, 1983)

Genel mutajenite testleri i¢in 6ncelikle TA97, TA98, TA100 ve TA102 onerilir (Maron ve
Ames, 1983).

Salmonella Suslarinin Kiiltiirlerinde Canlilik Belirlenmesi

Derin dondurucuda (-80°C) saklanan TA98 ve TA100 suslarindan erimeden bir 4ze
yardimi ile kazint1 alinarak Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) plaklarina ¢izgi ekimleri yapilmis ve
37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda iyi izole olmus bir koloni segilip, 2 mL
Nutrient Broth (NB) ortami i¢inde siispanse edilmis ve 16 saat 37°C’de ¢alkalamali inkiibatorde
140 rpm’de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra platin &ze ile bir 6ze dolusu sivi kiiltiir
almip tekrar yeni HBA {izerine ¢izgi ekim yapilmis ve yeterli tiremenin gozlenebilmesi igin plaklar
37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu plaklar aliminyum folyoya sarilarak +4°C’de iki ay siire ile

saklanabilmekte ve pasajlar yapilabilmektedir.

Bakteri Suslarinin Dondurulmast ve Saklanmasi

Test suglarmin canliliklarint ve mutant 6zelliklerini uzun siire koruyabilmek amaci ile
dondurulmus ornekler hazirlanmistir. Bunun i¢in oOnceden gecelik kiiltiirli hazirlanan NB
ortamimdan 500 pL bakteri steril edilmis olan ependorf tiiplerine alinarak, iizerine bakteri/glisin
orani 1:1 oraninda olacak sekilde (500 pL) glisin eklenerek iyice karigtirilmigtir. -20°C’de bir gece
bekletildikten sonra tekrar kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmigtir. Test suslarinin genetik

ozellikleri bozulmadan bu sekilde 3 y1l saklanabildigi rapor edilmektedir.
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Calismada Kullanilacak Test Suslarinin Genetik Kontrolii (Histidin Gereksinimi Kontrolii)
Bakterilerin MGA iizerine ekilmeleri sonucu his- bakteriler his* suglardan ayirt edilir. Bu
amagcla besiyerinden gecelik kiiltiir hazirlanir. NB’da bir gece iiretilen bakterilerden sabah MGA ve
histidin/biyotin (HB) plaklarina ¢izgi ekim yapilir. 37°C’de 48-72 saat inkiibasyondan sonra HB
plaklarinda tireme gozlenirken MGA plaklarinda iireme goézlenmemistir. Bdylece kullanacagimiz

bakterilerin his’ mutasyonunu tasidigi anlasilir.

Gecelik Kiiltiiriin Hazirlanmasi
Onceden hazirlanan ve -80”de saklanan sus stoklar eritilmis ve igerisinden 500 pL alinip
hazirlanan 50 mL NB ortamina ilave edilmistir. 37°C’lik inkiibatérde 16 saat siire ile liremeye

brrakilmistir.

Test Maddesinin Dozlarinin Belirlenmesi

MN ve komet testinde pg/mL olarak kullanilan dozlar, Ames testi i¢in pg/petri olarak
hesaplanip kullanilmistir. Ames testinde, MN deneyindeki dozlardan farkli olarak iki doz daha
eklenerek bes doz seklinde kullamilmstir (5, 10, 20, 40 ve 80 ug/petri). 8.5 cm ¢apa sahip petri
kaplaria her dozdan ayr1 ayr1 100’er pL eklenmistir.

Pozitif Mutajenler
Suslarin pozitif kontrollerini saglamak amaci ile mutajen olduklar1 daha 6nceden tespit
edilen kimyasal maddeler kullanilmistir. Pozitif mutajen olarak S. typhimurium TA98 i¢in 4-Nitro-

o-Fenilendiamine (4-NPD) ve S. typhimurium TA100 i¢in Sodyum Azid (SA) kullanilmustir.

Ames Testinin Yapilisi

e Hazirlanan top agar otoklavda steril edilerek 45°C’ye kadar sogumaya birakilmgtir.
Bakterilerin yliksek sicaklikta 6lmelerini engellemek i¢in sicakliga dikkat edilmistir.

e  Steril ortamda yapilan deneyde 2 mL top agardan (histidinli) alinarak steril edilen tiipe
aktarilmig devaminda gecelik kiiltiir olarak hazirlanan NB ortamindaki bakterilerden 100
uL alinarak {izerine eklenmistir.

e  Test maddesinin daha 6nceden belirlenen dozlarindan (5, 10, 20, 40 ve 80 pg/petri) 100 pL
almarak tiiplere aktarilmis ve 6nceden hazirlanan MGA’l1 plaklara dokiilmiistiir.

e  Top agarin petri kabi iizerinde homojen dagilmasini saglamak i¢in hizli bir sekilde zeminde
8 isareti yapilmistir.

e  Petri kaplarindaki top agarlarin yogunlagsmasi i¢in 15 dk bekletildikten sonra petri kutulari
ters ¢evrilerek 37°C’lik inkiibatorde 72 saat siire ile inkiibasyona birakilmustir.

e Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki gozle goriiliir koloniler sayilmustir.
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Elde edilecek sonuglarin degerlendirilmesi i¢in de kontrol gruplari kullanilmigtir. Kontrol
olarak 100 uL steril distile su, pozitif kontrol olarak; TA98 susu i¢in 100 uL. 4-NPD,
TA100 susu i¢in ise 100 uL SA top agar ve bakteri iizerine eklenmistir.

Her test konsantrasyonu 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Sekil 3.8. Salmonella typhimurium TA100 susunun kontrol koloni gériiniimii.
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3.2.4. Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforez Testi / Kuyruklu Yildiz Testi)
Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmast ve Preparatlarin Hazirlanmast

Komet testinin uygulamasinda preparatlarin hazirlanmas1 ve gerekli diger islemler icin
Singh ve arkadaglariin (Singh ve ark., 1988) kullandiklari metot laboratuvar kosullarimiza uyacak
sekilde modifiye edilerek kullanilmistir. Testin bilimsel temeli, jel elektroforezinde hasarli DNA
parcaciklarinin negatif yiikleri nedeniyle nukleusdan uzaklasarak anota dogru hareket etmesi

esasina dayanir.

e Saglikli ve sigara igmeyen yaslari birbirine yakin bir erkek ve bir kadindan alinan kandan
lenfosit hiicreleri izole edilmistir.

e Izole edilen lenfosit drneklerinden her bir ependorf tiipiine 100’er uL eklenmis ve iizerine
1000 uL PBS (Fosfat Tamponu) eklenerek lenfositler siispanse edilmistir.

e Bu asamadan sonra yapilacak tiim islemler 1518§in DNA {izerinde neden olabilecegi tiim
etkileri engellemek amaciyla karanlikta gergeklestirilmistir.

e Daha sonra tiipler bekletilmeden +4 °C, 1000 devir/dakikada (rpm) 3 dakika santrifiij
edilmistir. Daha sonra tiipler buz lizerine konulmus ve lenfositlerin bulutsu bir yapi
olusturarak ara katmanda toplanmasi saglanmistir.

e Ara katmandan (lenfositler) 100 pL alinip stok lenfosit olusturmak iizere ayr1 bir ependorf
tiipline aktarilmigtir.

e lzole edilmis lenfositlerden 10 pL alnip, 10 pL seyreltiimis boya (tripanblue) ile
karigtirilarak bir lamin {izerine konulmus ve lamel ile kapatilarak lenfositlerin canlilik orani
incelenmistir. Seffaf gorlinen hiicreler canli, mavi renge boyali olarak goriinen hiicreler ise
cansiz kabul edilmistir (Deneye devam edebilmek i¢in canlilik alt sinirinin > 90 olmasina
dikkat edilmistir.).

e  Canlilik testinin ardindan daha 6nceden belirlenen dozlardaki test maddesi (HCQ) son
konsantrasyonu 10, 20, 40 pg/mL olacak sekilde 100 pL igerisinde stok lenfositlere
eklenerek hiicrelerin test maddesiyle muamele olmasi saglanmistir.

e  Pozitif kontrol olarak H,O,’den (%35°lik hidrojen peroksitten 6puL, tizerine 9994 mL distile
su) 100 pL, kontrol olarak ise distile su 100 uL kullaniimistir.

e Etiketlenen tiiplere test maddesi, pozitif kontrol ve kontrol olarak da distile su ilave
edildikten sonra hiicreler 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyon sonunda tiipler +4 °C ve 3000 devir/dk’da 5 dk santrifiij edilmis ve santrifiij
sonrasinda siipernatant atilmastir.

e Kalan Ienfositlerin iizerine 100 uL. PBS tamponu ilave edilerek tiipler dikkatlice

karigtirilmustir.
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e Daha onceden hazirlanan LMA (Low Melting Agar) agardan 75 pL alinip ependorf
tiiplerinde bulunan 100 uL lenfosit ile hizlica karistirilmig ve bu karigimdan 150 pL alinip
bir giin 6nceden hazirlanan HMA (High Melting Agar) agar kullanilarak kaplanmis olan
lama yayilarak lamel ile kapatilmustir.

e Kapatilan preparatlar kapali kutu igerisinde 20-25 dk +4 °C’de bekletilmis, siirenin
sonunda lam iizerindeki lameller tek hamlede yana dogru g¢ekilerek ¢ikarilmis ve lamlar
icerisinde Lysing soliisyonu bulunan sale igerisine yerlestirilmistir. Bu sekilde preparatlar
buzdolabinda 16 saat (En az 1, en fazla 16 saat) bekletilmistir.

e Lizis isleminden sonra lamlar bir giin 6nceden +4 °C’de bekletilen elektroforez tankinda
bulunan tampon ¢o6zelti icerisine konulmus, kapagi kapatilarak {izerine buz akiileri
yerlestirilmis ve 20-25 dk siire boyunca bekletilmistir. Ardindan 25 V ve 300 mA’de 20 dk
stireyle elektroforezde DNA iplik pargalarinin yiiriitme islemi yapilmistir.

e  Yiritme islemi tamamlandiktan sonra lamlar elektroforez tamponundan dikkatli bir
sekilde alinarak igerisinde bir giin 6nceden hazirlanip +4 °C’de bekletilen noétralizasyon
tamponu bulunan sale icerisine konulmus ve yine +4 °C’de 5 dk bekletilmistir. Bu islem iki
defa tekrarlanmstir.

e Notralizasyon isleminden sonra ilgili tampondan ¢ikarilan her bir lama 50 pL Etidyum
Bromid (EtBr) (100 pg/mL) ilave edilerek hiicrelerin boyanmasi saglanmis ve lamel ile
kapatilarak, preparatlar kapali kutu igerisinde 15-20 dakika buzdolabinda bekletilmistir.

e  Siire sonunda fazla boyanm u¢masmi saglamak amaciyla lamlar karanlik bir ortamda ve

oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir.

Bu sekilde elde edilen preparatlarda EtBr’nin ucucu etkisinden dolayr goriintii kalitesinin

bozulmamasi i¢in mikroskobik inceleme ayni giin igerisinde yapilmistir.

Mikroskobik Inceleme

Etidyum bromid ile boyanmis preparatlar Olympus (CX31RTSF, 7.1 Megapixel) marka
floresan mikroskop (546 nm eksitasyon ve 590 nm bariyer filtre) altinda 400x biiyilitmede
incelenmigtir. Kullanilan test maddelerinin etkisini belirleyebilmek amaciyla her bir kisiye ait
preparatlarda, her muamele grubu ve kontrollerinde rastgele secilmis 100’er hiicre incelenmis ve
fotograflar1 ¢ekilerek goriintiileri kaydedilmistir. Mikroskobik incelemeler sirasinda nukleustan
disar1 dogru gd¢ etmis DNA parcalari, nukleusa bagli bir kuyruk halinde (kuyruklu yildiza benzer
bir goriiniim) goriiliir. Bu nukleuslarda DNA hasarinin meydana geldigi anlasilir (Sekil 3.9.). Daha
sonra nukleustaki DNA hasar1 gozle degerlendirilmistir. Bu yontemde hiicreler, hasarsiz olmalar1

ve hasar diizeylerine gore 0’dan 4’e kadar skorlanmaktadir.
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Diinyada uygulanan komet test tekniginin genel basamaklar1 (Sekil 3.10.) gosterilmis ve

asagida 6zetlenmistir (Cavas ve Konen, 2007, 2008; Tice ve ark., 2000):

1. Hiicrelerin izolasyonu: Lenfositlerin tam kandan ayrilmasi islemidir.

2. Preparasyon Asamasi: Hiicrelerin agar ile karigtirilarak lam iizerine yayilmasini i¢eren
sathadir.

3. Lizis: Agara gomiilii halde lam {izerine yayilmis olan hiicrelerin hiicre zarlarinin ve
proteinlerinin yikiminin gergeklestigi asamadir. Bu asamanin sonunda ¢iplak DNA elde
edilir. Lizis islemini gergeklestirmek icin dnceden hazirlanan ve +4°C’de sogutularak
saklanan lizis soliisyonu kullanilmaktadir. Lizis c¢ozeltisinin bileseninde bulunan tuz
proteinlerin hiicre ile olan baglarint ve RNA yapisin1 bozarken, deterjanlar ise hiicre
membran yapisini bozmaktadir. Boylece lizis islemi sonrasinda hiicre yapisindaki
membran, proteinler, RNA, sitoplazmik ve niikleer bilesenler parcalanmaktadir. Sonugta
niikleoid olarak adlandirilan ve komet olusumunun goézlenebilecegi DNA yumagimin
kalmasi saglanmaktadir.

4. DNA Sarmalmin Coéziilme Asamasi: Lizis isleminden ¢ikan preparatlar soguk
elektroforez soliisyonu iceren (pH>13) tanka yerlestirilir ve burada 20 dakika siireyle
bekletilir. Bu asamada DNA zincirlerinin ayrilarak tek iplikli hale gegmesi saglanir.

5. Elektroforez Asamasi: DNA sarmali ¢oziildiikten sonra ayni tank ve soliisyon igerisinde
elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi gergeklestirilir. Bu islem sonucunda tek
iplikli DNA molekiilinde bulunan kirik fragmentler ve kirilma sonucu olusan DNA
ilmekleri negatif (-) yiiklii olduklari i¢in boyutlarina bagli olarak degisen hizlarda anoda (+
uca) dogru hareket etmektedir.

6. Notralizasyon Asamasi: Elektroforez isleminden sonra tanktan g¢ikarilan preparatlar pH
ayarlamasini saglamak icin nétralizasyon islemine tabi tutulur. Bu islem igin preparatlar
onceden hazirlanarak +4°C’de bekletilen soguk ndtralizasyon tamponu igeren salelere
alarak 30 dakika stireyle bekletilir.

7. Boyama Asamasi: Notralizasyon tamponundan ¢ikarilan preparatlar 2 kez soguk distile
sudan gecirilerek boyama islemine tabi tutulur. Bu islem i¢in en yaygin olarak kullanilan
floresan boya Etidyum bromiddir (EtBr). Ancak EtBr oldukg¢a iyi sonu¢ vermesine ragmen
yiiksek oranda genotoksik etkiye sahip oldugu icin bu boyaya alternatif olarak komet
testinde akridin oranj, DAPI, YOYO-1 veya propidyum iyodit gibi secenekler tavsiye
edilebilir.

8. Degerlendirme Asamasi: Komet Olgiimlerinde kullanilmak iizere birgok parametre
gelistirilmis olmakla birlikte kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA
ylizdesi en yaygin olarak kullanilan parametrelerdir. Komet test teknigi kullanilarak

DNA’da olusabilecek hasarlarin kantitatif olarak tayin edilmesinde gozle degerlendirmeye
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dayali 6lgtimler kullanilabilecegi gibi en garantili yontem olarak bilgisayarli komet analiz

programlar1 da kullanilmaktadir. Komet yapisi igerisinde belirli bir bélgede bulunan DNA

miktar1 ile o bolgede bulunan floresan yogunlugu arasinda dogru oranti bulunmaktadir. Bu

Ozellikten faydalanilarak dijital goriintii sistemleri ve bilgisayar yazilim programlarinda

kullanilan gesitli tayin yontemleri gelistirilmistir. Bunlar;

e Kuyruk Uzunlugu: Cekirdek bas bolge dis kismindan itibaren go¢ eden DNA
uzunlugunun 6l¢timiidiir.

e Merkezden Kuyruk Uzunlugu: Kuyruk uzunlugu + Bas ¢ap1/2

¢ Kuyruktaki DNA %/’si: Kuyrukta bulunan DNA’nin hiicrede bulunan toplam DNA’ya
olan yiizdesidir

e Kuyruk Momenti: Kuyrukta bulunan toplam DNA yiizdesi ile bas bdlgesinin
merkezinden itibaren kuyrugun merkez kismina kadar olan mesafenin ortak olarak

hesaplanmasidir.

Kuyruk uzunlugu X Kuyruktaki DNA yogunlugu
100

Kuyruk momenti =

Tail Moment Length

Sekil 3.9. DNA hasarina ugramis hiicrede bas ve kuyruk olusumu.
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Niikleustaki DNA hasarinin diger bir degerlendirme yontemi manuel (gozle) degerlendirme

adi1 verilen skorlama metodudur. Bu yontemde hiicreler hasarsiz olmalar1 ve hasar diizeylerine gore

Sekil 3.10. Komet teknigi genel agamalar1 (Fidan, 2008).

0’dan 4’e kadar siniflandirilmaktadir (Sekil 3.11.). Bu skorlamada;

Tip 0
Tip 1
Tip 2
Tip 3
Tip 4

kuyrugun hi¢ olmadigini (Sekil 3.12)
kuyruk uzunlugunun ¢ok az oldugunu
kuyruk uzunlugunun az oldugunu

kuyruk uzunlugunun ¢ok oldugunu Sekil 3.13)

bbbl

(Bandyopadhyaya ve ark., 2008; Cavas ve Konen, 2007, 2008).

Skorlama sonucunda hiicrelerdeki kuyruk verileri kullamlarak Genetik Hasar Indeksi

(GHI) ve % Hasarli Hiicre (HHO) hesaplanmaktadir (Zorlu, 2010).

CHi = (1xXTip1) + (2x).Tip2) + (3xX.Tip3) + (4x).Tip4)
~ (ZTip0 + Y Tip1 + Y Tip2 + Y Tip3 + Y Tip4)
% Hasarli Hicre (HHO) = Y Tip2 + }'Tip3 + ). Tip4
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Tip 3 Tip 4

Sekil 3.11. Komet testi ile farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin goriintiileri.

Sekil 3.12. DNA’s1 go¢ etmemis (kuyruksuz=a) niikleuslar (X400).
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Sekil 3.13. DNA’s1 gb¢ etmis (kuyruklu=b) niikleuslar (X400).

3.2.5. DNA Hasarlayici-Koruyucu (Radikal-Antiradikal) Aktivite Testi

Bu ¢aligmada, test maddesinin dogrudan DNA hasarini uyarmasi veya tersine uyarilmig
DNA hasarlarma karsi koruma aktivitesini belirlemek i¢in pBR322 plazmid DNA (Thermo
Scientific, REF:SD0041) kullanilmistir. Dogrudan HCQ konsantrasyonlarina veya HCQ varliginda
H,0, ve UV uygulamasina maruz birakilan plazmid DNA hasar diizeylerinin belirlenmesi i¢in
Russo ve arkadaglart (Russo ve ark., 2000) tarafindan belirlenen metot modifiye edilerek

kullanilmgtir,

e 1X Tris Asetik asit EDTA (TAE) elektroforez tamponu hazirlanmistir (20 mL 50XTAE
tlizerine 995 mL distile su).

e % 1’lik agoroz jel hazirlanmistir: 1 gr agaroz 100 mL 1XTAE tamponun i¢inde ¢dziinene
kadar 1sitilmig ve 60-70 °C sicakliga kadar sogumasi beklenmistir.

e 60-70°C sicaklik araliginda gelince 5 pL SafeView™Classic (Cat#G108) DNA boyasi
agaroz jelin i¢ine eklenerek iyice karistirilmistir.

e FElle tutulur sicakliga gelince taraklari yerlestirilmis jel tankina dokiilmiis ve jel donduktan
sonra taraklar yavasca ¢ikartilmistir.

e Jel tanki, elektroforez yiiriitme tankina yerlestirilmis ve elektroforez yiiriitme tanki 1XTAE
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tamponu ile doldurulmustur.

pBR322 plazmidi (172 ng/uL) hazirlanmistir (34,4 pL pBR322 distile suyla 100 pL’e
tamamlanmis).

Test edilecek Ornekler hazirlanmistir (MN testinde kullanilan HCQ konsantrasyonlarinin

aynisi (10, 20, 40 ug/mL), pozitif kontrol olarak ise H,O, ve UV kullanmustir):

1. Kontrol : DNA(S5 pL) + saf su (8 puL)

2. Kontrol : DNA (5 pL) +safsu (8 uL) + UV

3. Kontrol : DNA (5 pL) +saf su (5 uL) + H,O, (3 puL)

4. Kontrol : DNA (5 puL) + saf su (5 uL) + UV + H,0, (3 uL)

e

D(dozl) : DNA (5 pL) +1.doz (5 uL) + saf su (3 puL)
6. D(doz2) : DNA (5 uL) +2.doz (5 uL) + saf su (3 uL)
7. D(doz3) : DNA (5 uL) + 3.doz (5 pL) + saf su(3 pL)

8. D(UV):DNA (5 uL) +1.doz (5 uL) + saf su (3 pL) + UV
9. D(UV):DNA (5 pL) +2.doz (5 pL) + saf su (3 uL) + UV
10. D(UV) : DNA (5 pL) + 3.doz (5 pL) + saf su(3 uL) + UV

11. D(H,0,): DNA (5 uL) +1.doz (5 pL) + H,O, (3 pL)
12. D(H,0,): DNA (5 pL) +2.doz (5 pL) + H,O, (3 pL)
13. D(H,0,): DNA (5 uL) +3.doz (5 puL) + H,0; (3 uL)

14. D(2Pk) : DNA (5 puL) +1.doz (5 pL) + UV + H,0; (3 pL)
15. D(2Pk) : DNA (5 puL) +2.doz (5 pL) + UV + H,0; (3 pL)
16. D(2Pk) : DNA (5 puL) +3.doz (5 pL) + UV + H,0, (3 pL)

UV uygulanmasi gereken tiipler bir ultraviyole 11k kaynagi (UV lambasi Camag, civa
tiiplii 8000 pw’lik 302 nm kisa dalga boyu) altinda 5-10 dk. UV 1s18a maruz birakilmistir.
Birinci tlipten 10 pL alinip 3 pL jel yiikleme boyasi ile (Bromofenol boyasi) karistirilmig
ve bu karigimdan 10 pL almarak agaroz jeldeki birinci kuyucuga yiikleme yapilmistir.

Bu islem sirayla biitiin tiipler (16 tiip) igin tekrarlanmis ve sonunda agaroz jelde 16 adet
kuyucuga yiikleme yapilmistir.

Tankin kapagi kapatilarak, 100 V’ta 120 dk yiiriitiilmiistiir (elektrik akimi1 uygulandiginda
molekiiller porlarin igerisinden gegerek hareket etmeye baslarlar).

Siirenin sonunda agaroz jel tanktan cikarilarak jelde yliriiyen DNA UV i1sik altinda
gorilintiilenmis ve fotografi ¢ekilmistir (Sekil 3.14.).
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Sekil 3.14. DNA hasarlayici-koruyucu aktivite testi jel goriintiisii

Niikleik asitler, fosfat gruplarina bagli olarak negatif yiiklii oldugu i¢in pozitif (anod) kutba

dogru hareket ederler. Molekiillerin elektriksel alan boyunca hareket oranlari uygulanan akimin

siddetine, molekiillerin biyiiklik ve sekline baglidir. Burada elde edilen goriintli kontrol

guruplariyla karsilastirarak degerlendirilmistir.

3.2.6. Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi,

Hiicrelerin Hasati, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler

Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmast ve Preparatlarin Hazirlanmas: (Hiicre Hasad)

In vitro mikronukleus testinde Rothfuss ve ark. (Rothfuss ve ark., 2000) gelistirdikleri

yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu yonteme gore;

Saglikli ve sigara igmeyen 19-22 yasg araliginda iki erkek ve iki kadindan alinan 1/10
oraninda heparinize edilmis kan 6rnekleri kromozom mediumlarina steril sartlarda 6 damla
(0.2 mL) ekilmis ve hiicreler 37+=1°C’de 68 saat inkiibe edilmistir.

Calismada kullanilan test maddesi HCQ’1n etkilerini belirlemek igin kiiltiir ortamina son
konsantrasyonlar1 10, 20 veya 40 pg/mL olacak sekilde, kiiltliriin baglangicindan 20 veya
44 saat sonra (kiiltiir sliresinin tamamlanmasindan 48 veya 24 saat once) ilave edilmistir.
Ayrica her deneyin bir muamelesiz kontrol ve bir de pozitif kontrol grubu vardir. Test
maddesi HCQ sitotoksik olmayan konsantrasyonlar1 6n c¢aligmalarla saptanmistir. En
yiiksek konsantrasyon olarak hiicre boliinmesini %50 civarinda azaltan doz segilmistir.
Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra (son 24 saat) her tiipe son konsantrasyonu 6
pug/mL olacak sekilde Cytochalasin-B maddesi ilave edilmis ve boylece boliinen hiicrelerde

sitokinez engellenmistir.
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e  Inkiibasyonun sonunda, kiiltiir tiipleri 2000 devir/dk’da 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant
alinmis ve hiicrelerin bulundugu tiiplere hipotonik eriyik (%0,4 KCI, 37°C) yavas¢a ve
pipetaj yapilarak ilave edildikten sonra tiipler inkiibasyon yapmaksizin direkt olarak
santrifiije alinmustir.

e Kiiltiir tlipleri 1200 devir/dk.’da 10 dk santrifiij edilmis ve silipernatant atilarak daha
onceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen birinci fiksatif (FIX1) (1/5/6 = glasiyal asetik
asit/ metanol/%0,9 NaCl) ilave edilmis ve tiiplerdeki hiicreler bu fiksatif ile oda
sicakliginda, agizlari kapali olarak 20 dk boyunca bekletilerek muamele edilmistir.

e  Muameleden sonra 1200 devir/dk’da 10 dk. daha santrifiij edilerek siipernatant atilmistir.

e Ikinci ve iiglincii fiksatif muamelesi, 1 kisim glasiyal asetik asit ile 5 kisim metanol (1/5)
karistirilarak hazirlanmis olan ikinci fiksatif (FIX2) ile yapilmustir. Hiicreler ikinci ve
iclincii fiksatif muamelesinden sonra 10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

e Her fiksatif muamelesinden sonra tiiplerdeki hiicre siispansiyonu 10 dk. 1200 devir/dk
santrifiij edilmis ve slipernatant atilmistir. Kiiltiir tiiplerinin dibinde toplanmis olan hiicreler
reslispanse edilerek homojen hale getirilmistir.

e Daha sonra hiicre siispansiyonu soguk ve temiz lamlar tizerine 10 cm yiikseklikten

damlatilarak preparatlar hazirlanmustir.

Preparatlarin Boyanmast

Hazirlanan preparatlar bir giin sonra Sorensen tamponunda hazirlanmis %5’°lik Giemsa
boyasi ile 5-7 dakika boyanmis ve boyanmis preparatlardaki fazla boyanin alinmasi igin li¢ ayr
kapta bulunan saf sudan gecirilerek kurumaya birakilmigtir. Kuruma isleminden sonra preparatlara

entellan ile lamel kapatilarak incelenmeye hazir daimi preparat haline getirilmistir.

Mikronukleus (MN) Testi Icin Hazirlanan Preparatlarda Mikroskobik Inceleme
Hazirlanan daimi mikronukleus preparatlart Olympus marka 151tk mikroskobunda

(10x40=400 biiyiitmede) incelenmistir.

Mikronukleus Sayist ve Nukleus Béliinme Indeksinin (NBI) Saptanmasi

Mikronukleus sayisini belirlemek amactyla her bir kisiye ait daimi preparatlarda her kisinin
her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip (biniikleer) toplam 1000 hiicre incelenmis,
(4 kisi x 1000=4000 hiicre) ve bu biniikleer hiicreler igerisinden mikronukleuslu olanlar
saptanmistir. Bundan mikronukleuslu biniikleer hiicre %o’si hesaplanmustir. Ayrica incelenen
hiicrelerde toplam mikronukleus sayis1 belirlenmistir. Toplam mikronukleus sayisindan MN %o’si

hesaplanmustir.
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Biniikleer hiicre ve mikronukleus ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997) ve Fenech

(2000)’in belirledigi o6zelliklere gore yapilmistir (Fenech, 2000; Titenko-Holland ve ark., 1997).

e Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da oval goriinlime sahip olmalidir.

e Benzer olarak niikleuslar belirgin niikleus zariyla ¢evrili yuvarlak ya da oval olmalidir.
e Icerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir niikleus boliinmesi geciren hiicrelerdir.

e MN’lar sadece ana niikleusun 1/3’1i ya da daha kii¢iik olduklarinda hesaba katilmalidir.
e MN’lar ana niikleus gibi boyanmalidir.

e MN’lar ana niikleustan acik bir sekilde ayrilmis olmalidir.

Sitokinez bloklama yodnteminin en Onemli yarari, boliinen hiicre popiilasyonunda nukleus
boliinmesinin ilerleyisini ve ¢ogalmasini belirleyecek imkani vermesidir. Bu durum, Cytochalasin-
B ilavesinin ardindan olusan bir nukleuslu, iki nukleuslu, multinukleuslu (>2) hiicrelerin
sayilmasiyla yapilir. Nukleus boliinme indeksi Eastmond ve Tucker tarafindan onerilen formiile

gore hesaplanmistir (Eastmond ve Tucker, 1989).

(1xM1) + (2xM2) + (3xM3) + (4xM4)

NBI =
N

Formiile gore, M1 bir niikleuslu (Sekil 3.15.), M2 iki niikleuslu (Sekil 3.16.), M3 ii¢
niikleuslu (Sekil 3.17.), M4 dort niikleuslu (Sekil 3.18.) hiicrelerin sayisini, N ise toplam hiicre
sayisin1  gostermektedir. MN bakimindan incelenen preparatlar daha sonra nukleus boliinme
indeksini (NBI) belirlemek icin tekrar incelenmistir. Bu ¢alismada NBI icin, her bir kisinin
preparatlarindan tesadiifi secilmis alanlarda toplam 1000 hiicre (4 kiside toplam 4000 hiicre)
incelenmistir. NBI’nin hesaplanmasi kimyasal maddenin veya fiziksel bir etkenin sitotoksik

etkisini gdstermede dnemli bilgiler saglar (Fenech, 1997).
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Sekil 3.15. Bir nukleuslu hiicreler (X400).

Sekil 3.16. iki nukleuslu hiicreler (X400).
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Sekil 3.17. Ug nukleuslu hiicre (X400).

Sekil 3.18. Dort nukleuslu hiicre (X400).

3.2.7. Toplam Oksidan Kapasite (TOK) ve Total Antioksidan Yamt (TAY) Ol¢iimii

TOK ve TAY deneyleri, ticari olarak temin edilen Elabscience marka biyokimyasal 6l¢iim
kitleri (TOK i¢in Cat no: E-BC-K802-M ve TAY i¢in Cat no: E-BC-K801-M) kullanilarak
yaptlmistir. Olgiimler Thermo Scientific marka Multiskan GO spektrofotometre (Seri no: 1510-
03360C) kullanilarak yapilmistir. Her iki test i¢in de materyal olarak MN testi i¢in 68 saat inkiibe
(24 veya 48 saat muamele) edilmis hiicre kiiltiirlerinin ilk santrifiijiinden sonra alinan ve -20 °C’de
saklanan siipernatantlar kullanilmistir.

TOK degerlerinin 6l¢iimii, numune igindeki oksidanlarin, Fe** iyonunu (ferrous iyon) Fe*
iyonuna (ferric iyon) okside etme esasina dayanmaktadir. Ferrik iyon asidik bir mediumda bulunan

kromojenle etkilesmekte ve Ornekte var olan oksidanlarin miktariyla orantili olarak renkli bir
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kompleks olusturmaktadir. Olusan bu renkli kompleksin renk yogunlugu testin sonunda 590 nm’de
spektrofotometrik olarak Olciilmektedir. Testin kalibrasyonu hidrojen peroksit ile yapilmakta ve
sonuglar litrede mikromolar hidrojen peroksite esdeger (umol esdegeri H,O,/L) seklinde ifade
edilmektedir (Erel, 2005).

TAY degerlerinin belirlenmesi ise oldukga kararli bir yapisi olan ABTS (2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-siilfonik asit)) radikal katyonunun sahip oldugu karakteristik rengin
materyalin i¢inde bulunan antioksidanlar tarafindan agartilmasi esasina dayanmaktadir. Sonugta
olusan renk 660 nm’de spektrofotometre ile Olciilmektedir. Sonuglar mmol Trolox esdegeri/L
olarak ifade edilmektedir (Erel, 2004).

Oksidatif stres indeksi (OSI) ise su sekilde hesaplanmaktadir: OSI (rastgele iinit) = TOK
(umol H,0O, esdeger/L) / TAY (mmol Trolox esdeger/L) (Harma ve ark., 2003; Kosecik ve ark.,
2005; Yumru ve ark., 2009).

3.2.8. In silico Molekiiler Kenetlenme Analizi

Sitogenotoksik etkinin sebebini tespit edebilmek icin in silico molekiiler kenetlenme
simiilasyon analizi {icretsiz agik kaynak kodlu AutoDock vina paket programi kullanilarak
yapilmigtir. Ligand molekiil olarak kullanilan test maddesinin (HCQ) ii¢ boyutlu yapis1 PubChem
veritabanindan, reseptdr proteininin DNA polimeraz delta holoenzimi (6TNY) ti¢ boyutlu yapist ise
Protein Data Bank (PDB) veritabanindan indirilmistir. Ligandin (HCQ) reseptdr proteinine
baglanma bolgesi Discovery Studio programu ile tanimlanmistir. Ligand molekiillerinin, DNA
polimeraz delta’ya en uygun baglanma (kenetlenme) modlar1 ve serbest baglanma enerjisi
(kcal/mol cinsinden Gibbs enerjisi) AutoDock Vina programinin skorlama fonksiyonu ile
hesaplanmigtir. Bu analizde hedef protein (reseptdr) olan DNA polimeraz delta iizerinde secilen
bolgeler ii¢ boyutlu X, Y, Z merkezli 1zgara kutucuk koordinatlari; center x = 154.198, center y =
159.785 ve center z = 174.375, 1zgara kutusu boyutu (npts) 48 122 104 (size x =48, size y = 122 ve
size z = 104) olarak, 1zgara kutusunun her bir 1zgara noktasi arasindaki mesafe ise 1 angstrom (A)

olarak ayarlanmistir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Lenfositlerin mikroskobik incelenmesi sonucunda elde edilen MN, NBI, komet, DNA
hasarlayici-koruyucu aktivite testi sonucunda elde veriler, total oksidan kapasite ile total oksidan
yanit testi yapilarak elde edilen spektrofotometrik absorbans verileri ve Ames testi sonucunda elde
edilen koloni verileri degerlendirilmistir. Bunun i¢in her bir muameleli gruptan belirlenen bulgu
ortalamalart ile kontrol gruplarinin ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi IBM SPSS
Statistics 25 programi kullanilarak One-Way Anova (ANOVA) analizi ile LSD testinde kontrol
edilmis ve P<0.05 diizeyi anlaml1 olarak kabul edilmistir. Konsantrasyon-etki iliskisini tespit etmek
amaciyla regresyon ve korelasyon analizleri yapilmis, regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi

(r) bulunmus ve regresyon dogrusu ¢izilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Ames/Salmonella Gen Mutasyonu Bulgular:

Farkl1 konsantrasyonda (0, 5, 10, 20, 40, 80 ug/petri) HCQ’e maruz birakilmis Salmonella
typhimurium’un oksotrofik TA98 ve TA100 suslar1 maruziyeti takiben kati besiyerinde farkli
sayida koloni olusturmustur. Bir cerceve kaymasi mutanti olan TA98 susuna uygulanan test
maddesinin biitiin konsantrasyonlar1 kontrol grubu (0 pg/petri) diizeyinde bir revertant (prototrof)
koloni sayist olusturmustur. Olast sitotoksisite kaynakli olan koloni sayisindaki kismi azalmalar
dikkat ¢ekse de gozlenen 6nemsiz dalgalanmalar seklinde olup giiven aralig1 iginde kalmistir. Bu
sonug, test maddesinin TA98 susunda cerceve kaymasi tipi reversiyon (geri) mutasyonu
uyarmadigi anlamina gelmektedir (P>0.05). Bununla birlikte pozitif kontrol olarak kullanilan ve
cergeve kaymasi mutajeni olan 4-Nitro-o-phenylenediamine (4-NPD) maddesi revertant koloni

sayisin1 ¢ok yiliksek miktarda (<1754 adet/petri) artirdigi i¢in HCQ’nun neden oldugu koloni

sayilartyla arasinda ¢ok anlamli farkliliklar ¢ikmistir (P<0.001) (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Bes Farkli Konsantrasyonda HCQ ile Metabolik Aktivasyon Yoklugunda Muamele
Edilen Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 Suslarindaki Revertant Koloni

Sayisi Ortalamalart*

TA9S8 TA100
. Kons. Koloni sayis1 (Adet/Petri) Koloni sayis1 (Adet/Petri)
Test Maddesi (ng/petri)
HePp RKSAO+SH
PK (4-NPD) 20 ug/petri 1754,67+175,18 --
PK (SA) 1 pg/petri -- 422.334+28,75
0 70,67+5,04 344,33+9,83
5 71,33+11,83 b; 288,67+9,20 a;bs
10 64,67+2,90 bs 288,67+14,38 a;bs
HCQ
20 75,33+5,66 bs 283,33+16,49 a;bs
40 57,67+12,01 b; 281,334+23,13 a;bs
80 58,00+2,08 bs 286,004+4,58 a;b;

*. Her bir test grubu 3 tekrarli olarak sayilmistir.

a: Kontrole (0 pg/petri) gore fark 6nemli; b: Pozitif kontrole (4-NPD ve SA) gore fark onemlidir.

a1b1§ 005, azbzf 001, a3b3§ 0.001.
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Niikleotid degisim mutanti olan TA100 susunda, test edilen HCQ

konsantrasyonlariin tamamu revertant koloni sayisi, kontrol (0 pg/petri) grubundaki koloni (=344

deneyde

adet/petri) sayisindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (P<0.05). Burada test maddesinin
TA100 susu iizerine olan muhtemel sitogenetik etki dikkat ¢ekicidir. Yine pozitif kontrol ile test

maddesi koloni sayilar1 arasindaki anlamli fark oldukg¢a yiiksek seviyede bulunmustur (P<0.001)

(Cizelge 4.1.).

4.1.2. Komet (Kuyruklu Yildiz) Bulgular:

Ug farkli konsantrasyonda (10, 20 veya 40 ug/mL) HCQ ile 1 saat muamele edilen insan
periferal kan lenfositlerinde DNA hasarina bagli olarak ortaya c¢ikan kuyruklu yildiz goriintiileri
skorlanarak elde edilen verilere gore hasarli hiicre oran1 (HHO) ve genetik hasar indeksi (GHI)
verileri muamelesiz kontrol diizeyinde kalmistir (P>0.05). Ote yandan aymi degerler pozitif
kontrolden (H,0,) ¢ok 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur (P<0.001) (Cizelge 4.2.). Bu deneyin

sonuglara gére HCQ’ nun DNA iizerine belirgin bir zarar verici potansiyeli saptanmamustir.

Cizelge 4.2. Ug Farkli Konsantrasyonda HCQ ile 1 saat Muamele Edilen Insan Periferal Kan
Lenfositlerinde Komet Testi Kapsaminda Saptanan DNA Hasar Oranlari

Muamele Bulgu
Test
Maddesi ) Hiicre Tipleri % Hasarl Genetik
Siire | Kons Hiicre Hasar
(saat) (ng/mL) |Tip 0 | Tip1 |Tip 2 |Tip 3 | Tip 4 indeksi
(HHO)=SH | oy som
PK 1100 uM 7450£5.50 | 2,620,16
(H,0,) B 15 36 32 | 45 | 72 , ) , ;
0 188 2 ) 4 4 5,00+0,00 0,1740,00
10 191 2 2 3 2 3,50+0,50 bs | 0,12+0,02 bs
HCQ 1
20 190 2 2 3 3 4,00+£0,00 b; | 0,14+0,00 bs
40 192 2 2 2 o) 3,00+0,00 b; | 0,10+0,00 b;

*: Toplam 200 hiicre degerlendirilmistir. a: Kontrol (0 pg/mL) gore fark 6nemli; b: Pozitif kontrole (H,0O,)

gore fark 6nemlidir. a;b; <0.05, a,b, <0.01, azb3<0.001.
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4.1.3. DNA Hasarlayici-Koruyucu (Radikal-Antiradikal) Aktivite Bulgulari

Test maddesinin radikal veya antiradikal etkilerini belirlemek i¢in ticari olarak temin edilen
saf plazmit (pBR322) DNA ile yapilan ¢alismada HCQ’nun DNA iizerindeki tek/¢ift iplik kirict
etkileri aragtirilmigtir. HCQ’nun dogrudan DNA hasarlayici etkisini belirlemek i¢in muamelesiz
kontrol olan 1 nolu 6rnegin bant deseni ile test maddesinin 5, 6 ve 7 nolu (sirasiyla 10, 20 ve 40
pg/mL  konsantrasyonlarmma maruz birakilmig) varyantlarin bant desenleri karsilastirilmistir.
Muamelesiz kontrol olan 1 nolu 6rnekte ilk bant belirgin, digeri ise belirsiz bir bulanik bant (smear)
seklinde goziikmektedir. Kargilagtirilan 5 ve 6 nolu ornekteki ilk bantin ¢ok az bir farkla geride
kaldig1 gdzlenmistir. Ik bantta gdzlenen bu durum &rnekteki DNA konsantrasyon farklihigindan
ve/veya DNA molekiillerinin diizenli sarmal yapisinin bozulmus olmasindan kaynaklanabilecegi
degerlendirilmektedir. En yliksek HCQ uygulanan 7 numarali 6rnekte ise ilk bant tamamen
kaybolmus, smear seklindeki diger bant ise belirgin olarak geride kalmistir (Sekil 4.1.). Gozlenen
bu sonu¢ HCQ ajaninin oOzellikle yiiksek konsantrasyonda olasi klastojenik potansiyeli ile
agiklanabilir.

Test maddesinin UV etkisine karst DNA koruyucu potansiyelini ortaya ¢ikarmak icin 2
nolu kontrol ile 8, 9 ve 10 numarali (10, 20 ve 40 pg/mL) elektroforez yolu karsilagtirilmistir. Her
iic omekte de ilk bantlar kontrol bantiyla ayn1 mesafeye ilerlemis ancak 10 numarali 6rnekte (40
pg/mL) bantin yogunlugu gorlinlir olarak azalmistir. Bu durum test maddesinin yiiksek
konsantrasyonundan kaynaklanmis olabilir. Ayn1 grupta diger bantlar jelde bir miktar ilerleyerek
smear gorintiisii olusturmustur. UV kontrolde (2 nolu 6rnek) goziikkmeyen belirsiz ve bulanik
bantlar ajanin olas1 koruyucu etkisinin kanit1 sayilabilir.

Caligmadaki H,O, etkisine karst HCQ’nun koruyucu etkisini anlamak i¢in 3 nolu kontrol
ile 11, 12 ve 13 nolu &rneklerin elektroforez yolu karsilastirilmigtir. Burada kontroldeki bant
motifleri ile test maddesi (11, 12 ve 13 numarali) 6rneklerindeki motifler ayni ¢ikmistir (Sekil 4.1.).
Ayrica bu c¢alismada muhtemel bir deneysel artefakt sebebiyle H,O,’nin DNA bant desenleri
iizerine herhangi bir bariz etki gostermedigi dolayisiyla da koruyucu etkinin olup olmadigi konusu
belirsiz kalmistir.

UV+ H,0, etkisine karst HCQ’nun koruyucu etkisini anlamak i¢in 4 nolu kontrol ile 14, 15
ve 16 nolu 6rnekler karsilagtirilmistir. Kontrolde acik sekilde iki bant gézlenmis olup 14 nolu 6rnek
(10 pg/mL), kontrole benzer ¢ikmis yani test maddesinin herhangi bir koruyucu etkisi
gozlenmemistir. Oysa diger konsantrasyonlarda (15 ve 16 nolu 6rnekler) H,O, kaynakli ikinci bant
gozden kaybolmustur (Sekil 4.1.). Dolayisiyla bu 6rneklerde (20 ve 40 ug/mL) olast koruyucu etki
ortaya ¢gikmugtir.
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Sekil 4.1. HCQ’nun pBR322 plazmid DNA’s1 iizerine olan zarar verici-koruyucu etkileri.

1. Kontrol : DNA + saf su

2. Kontrol : DNA + saf su + UV

3. Kontrol : DNA + saf su + H,0,

4. Kontrol : DNA + saf su + UV + H,0,

5. D(dozl) : DNA +10 pg/mL + saf su

6. D(doz2) : DNA +20 pg/mL + saf su

7. D(doz3) : DNA + 40 pg/mL + saf su

8. D(UV) : DNA +10 pg/mL+ saf su + UV
9. D(UV) : DNA +20 pg/mL+ saf su + UV
10. D(UV) : DNA + 40 pg/mL+ saf su+ UV
11. D(H202): DNA +10 ug/mL+ H,0,

12. D(H202): DNA +20 pg/mL+ H,0,

13. D(H202): DNA +40 pg/mL+ H,0,

14. D(2Pk) : DNA +10 pg/mL+ UV + H,0,
15. D(2Pk) : DNA +20 pg/mL+ UV + H,0,
16. D(2Pk) : DNA +40 pg/mL+ UV + H,0,

4.1.4. Mikronukleus Bulgular

Farkli konsantrasyon ve siirelerde HCQ’ya maruz birakilan insan periferal kan
lenfositlerinde ajanin klastojenik ve/veya andjenik etkilerinden kaynaklanan iki nukleuslu
(binukleer) hiicrelerdeki toplam mikronukleus (MN) sayilar1 kiiglik dalgalanmalarla birlikte
muamelesiz kontrol diizeyinde kalmistir (P>0.05). Bu Onemsiz dalgalanmalar 24 saatlik
muamelede yukar1 yonlii, 48 saatlik muamelede ise asag1 yonlii olmustur. Ote yandan saptanan bu
MN oranlart pozitif kontrol mitomycin C (MMC)’nin sebep oldugu MN oranlar1 ile
karsilastirildiginda oldukga 6nemli farkliliklar saptanmistir (P<0.001) (Cizelge 4.3.). Deneyde MN
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iceren binukleer hiicre oranlar1 toplam MN oranlariyla biiyiik 6l¢iide benzerlik gdstermektedir

(Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.). Bu durum belirlenen MN olugsumlarinin her birinin bir hiicrede olduguna

isaret etmektedir.

Cizelge 4.3. Farkli Konsantrasyonlarda HCQ ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis Olan Insan '
Periferal Kan Lenfositlerinde Hiicre Basina Diisen Toplam MN %o 'si,'MN iceren Iki
Nukleuslu Hiicre Orani (% MNBH) ve Niikleer Boliinme Indeksi (NBI) Degerleri*

Nukleus Sayisina Gore
Muamele . %o MN . Hiicrelerin Dagilim
Test Toplam iceren iki
maddesi | Siire | Kons | %0 MN+SH nukleuslu .
(saat) | (ug/mL) hiicre +SH 1 2 3 4 NBI+SH
PK 0,25
(MMC) 24 uL/mL 25,50£1,75 24,00+£1,58 | 2782|1118 | 70 30 1,337+0,04
0 8,00+0,40 7,7540,47 | 2161|1432 221 | 186 | 1,608+0,04
10 9,50+0,64 b; | 9,00+£0,70 by | 2584 | 1220 | 131 | 65 | 1,419+0,03 a,
HCQ | oy
20 9,75£0,85 b3 | 9,00£1,22 by | 2711 | 1140 | 116 | 33 | 1,368+0,04 a3
40 9,75¢1,10 b; | 9,75+1,10 by | 2801 | 1112 | 73 14 | 1,325+0,04 a;
PK 0,25
(MMC) 48 uL/mL 147,5043,40 | 134,7544,38 | 3278 | 632 | 78 12 1,206+0,02
0 8,00+0,40 7,75£0,47 | 2161 | 1432 | 221 | 186 1,608+0,04
10 8,00+£0,70 by | 8,00+0,70 b3 | 2344 | 1399 | 182 | 75 | 1,497+0,04 b,
HCQ | 44
20 6,25+0,47 b; | 6,25+0,47b; {2653 | 1189 | 119 | 39 [1,386+0,05 aszb,
40 4,00+0,57 b3t | 4,00£0,57 byt | 3063 | 783 | 130 | 24 | 1,279+0,02 a3

*: Her bir dondrden 1000, toplam 4000 hiicre iizerinden hesaplanmistir. 7: Toplam 3000 hiicre iizerinden
hesaplanmistir. a: Kontrole gore fark dnemli; b: Pozitif kontrole (MMC) gore fark 6nemlidir. a,;b;< 0.05,
a,b,< 0.01, a3b5<0.001.

HCQ’nun sitotoksik etkisini belirlemek i¢in yapilan nukleus boliinme indeksi (NBI)
verileri incelendiginde O6zellikle 24 saatlik muamele grubunda biitiin konsantrasyonlarda bariz
sitotoksik/sitostatik etki saptanmistir (P<0.001). HCQ bu muamele siiresinde pozitif kontrol MMC
kadar sitotoksik etki gostermistir. Ote yandan 48 saatlik HCQ uygulamasinda yiiksek iki
konsantrasyonda kontrole gore anlamli NBI azalmalar1 saptanmis hatta bu azalma en yiiksek
konsatrasyonda (40 pg/mL) pozitif kontrole benzer ¢ikmustir. Bu periyotta en diisik dozda
saptanan NBI azalmasi kontrole gore anlamli bulunmamistir (P>0.05) (Cizelge 4.3.).

Ozetle, mikronukleus deneyinde test maddesi HCQ, test edilen konsantrasyonlarda kiiltiire

alimmus periferal kan lenfositlerinde bariz sitotoksik etki gostermistir.
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Ayrica 48 saatlik HCQ uygulamasinin neden oldugu konsantrasyona bagli NBI azalmasi
anlamli bulunmustur (P=0.019) (Sekil 4.4).

Sekil 4.2. Bir mikronukleuslu biniikleer hiicre (10 pg/mL HCQ, 24 saat inkiibasyon) (X400).

Sekil 4.3. Tki mikronukleuslu biniikleer hiicre (20 pg/mL HCQ, 24 saat inkiibasyon) (X400).
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Sekil 4.4. HCQ ile 48 saat muamele edilen hiicrelerde saptanan niikleus boliinme indeksi (NBI)
verilerinde anlamli konsantrasyon-etki 1iligkisini gdsteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayist.

4.1.5. Oksidatif Stres Bulgular:

Oksidatif stresi belirlemek icin kullanilan materyal, MN deneyindeki 68 saatlik
kiiltiirlerden alinan hiicresiz siipernatant sivisidir. Kontroller ve 24 veya 48 saat muamele edilen
kiiltiirlerden alinan sivilardaki total oksidan kapasite (TOK) degerleri farkli bir egilim gostermistir.
Genel anlamda TOK seviyesinde kontrole gore bir azalma saptanmakla birlikte 24 saatte 10 ve 20
pg/mL, 48 saatte ise 20 ve 40 pg/mL konsantrasyonlardaki TOK azalmas1 kontrole gore anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur (P<0.05). Bununla birlikte pozitif kontrole gore farklilik
saptanmamistir.

Total antioksidan yanit (TAY) verileri yoniinden higbir varyantta her iki kontrole gore
onemli farkliliklar gbzlenmemistir.

Olgiilen TOK ve TAY degerlerinden hesaplanan oksidatif stres indeksi (OSI) verileri analiz
edildiginde sadece 48 saatlik, 20 ve 40 pg/mL uygulamalarindaki saptanan degerler muamelesiz
kontrole gére anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (Cizelge 4.4.).

Bu sonuglara gore 48 saat yiiksek dozda HCQ uygulamasi oksidatif stresi baskilamaktadir.
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Cizelge 4.4. Farkli Konsantrasyonlarda HCQ ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis Olan insan
Periferal Kan Lenfositlerinde Toplam Oksidan Kapasite (TOK), Toplam Antioksidan
Yanit (TAY) ve Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Test Muamele TOK o« . rﬁﬁzl OSi
maddesi - Kons. | tmolesdegeri | qoseri | (TOK/TAY)
Siire (saat) (ng/mL) H,0,/L. Trolox/L
Kontrol 24 0.0908+0.003 | 0.488+0.008 | 0,1864-0,009
PK (MMC) 24 u%/ile 0.0848£0,004 | 0.497£0,005 | 0.1705£0,06
10 | 0.082820,003 al | 0.48350.016 | 0.172£0,010
HCQ 24 20 | 0.0826:0,001 al | 0.49120,007 | 0.1684+0,004
40 0.0853£0,002 | 0.4921£0,008 | 0.1735+0,006
Kontrol 48 - 0,0908£0,003 | 0,488+0,008 | 0.1864-0,009
PK (MMC) 48 0.25 | 086920002 | 0,5066£0,010 | 0,1719+0,006
uL/mL
10 0.084+0.002 | 0.501740,007 | 0.1676+0,006
HCQ 48 20 | 0.082+0,002al | 0.5029+0.003 | 0.163£0,004 al
40 | 0,0827+0,002 al | 0,5099£0,005 | 0.1623£0,005 al

a: Kontrole gore fark 6nemli; b: Pozitif kontrole (MMC) gore fark 6nemlidir.
a]b1 < 005, a2b2§ 001, a3b3 < 0.001.

4.1.6. In Silico (Dijital Simiilasyonla) Molekiiler Kenetlenme Analizi

Calismamizda yapilan deneylerin tamaminda test maddesi HCQ’nun belirgin genotoksik
etkisine ulasmadik ancak bariz sitotoksik etkinin varlig1 dikkat gekicidir. Sitotoksik etkinin DNA
sentez (replikasyon) handikabiyla iligkili olup olmadigini saptamak igin insan prosesif DNA
polimeraz delta (6TNY) ile HCQ molekiilleri arasindaki in silico kenetlenme analizi (Autodock
vina paket programi) yapilmustir. Bu islemde spacing 1 A ve X, Y, Z boyutundaki nokta sayisi
strastyla 48, 122, 104 ilaveten X, Y, Z merkezli 1zgara kutu koordinatlar1 ise 154.198, 159.785,
174.375 olarak belirlenmistir. Ligand HCQ’nun reseptor olarak segilen DNA polimeraz deltaya ait
aminoasit residiileriyle yaptig1 etkilesim Sekil 4.5’te gosterilmistir. In silico analizlerden elde
edilen ¢iktilara gore molekiillerin birbirine olan afinitesinin gostergesi olan en diisiik Gibbs serbest
baglanma enerjisi (AG), yani reaksiyondaki entalpi degisimi -5.6 kcal/mol olarak bulunmustur. Bu
serbest baglanma enerjisi spontan olarak gerceklesen ve disariya 1s1 veren ekzotermik bir
reaksiyona isaret etmekte olup reseptdr (DNA pol.) ile ligand (HCQ) arasinda ¢ok gii¢lii olmayan
bir afinitenin oldugunu gostermektedir. Literatiirde aktif ve giicli kenetlenme enerjisinin <-6
kcal/mol smur1 belirlenmis (Shityakov ve Forster, 2014) olsa da bizim analiz ettigimiz molekiillerin
kenetlenme enerjisi bu degere yakin bulunmustur. Bu sonug sitotoksisite bulgusuyla kismen

iligkilidir.
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Sekil 4.5. HCQ’nun DNA polimeraz Delta aminoasit residiileriyle yaptig1 etkilesim.

4.2. Tartisma

Bulgular kisminda genis kapsamli ve ayrmtili olarak ele alindigi gibi test maddesi
hydroxycloroquine sulfate (HCQ) ile yapilan in vitro deneylerde belirgin bir genotoksik ve
mutajenik etki saptanmamistir. Ayrica ajan ilimli antioksidan (antiradikal) potansiyele sahiptir.
Bununla birlikte gii¢lii sitotoksik etki oldukga belirgindir. Hydroxychloroquine (HCQ) ve DNA
polimeraz delta ile yaptigimiz molekiiler kenetlenme simiilasyon analizine gore etkilesimin ¢ok
kuvvetli olmadigi (Gibbs enerjisi = -5.6 kcal/mol) ortaya ¢ikmistir. Ancak farkli bir ¢aligmada
HCQ’nun insan topoisomerase III-beta enziminin aktif bolgesine baglandigi ve baglanma
enerjisinin -6.1 kcal/mol oldugu raporlanmistir (Navya ve Hosur, 2021). Bulunan bu sitotoksik
etkinin sebeplerini tartismaya gegmeden 6nce HCQ’nun tarihgesi ile ilgili 6zet bir bilgi asagidadir.

Cinchona (Kinakina) agacinin kabugunda bulunan ve aci bir alkaloid olan kinin sitma
hastalig1 tedavisinde ylizyillardir kullanilmaktadir. Sitmay1 tedavi etmek i¢in kinin kullanimi dair
ilk veriler 1600'lerde Giiney Amerika'daki Cizvit misyonerler tarafindan kaydedilmistir. Bdlgenin
yerli halkinin yiiksek atesi tedavi etmek icin kinakina aga¢ kabugu kullandiklarina dair gézlemin
ardindan kinakina kabugu Avrupa'ya getirilmistir. Zamanla saflastirilan kinin hizla sitma igin
standart tedavi haline gelmis ve 200 yildan fazla bir siiredir dyle kalmistir. 1900'lerin basinda
sentetik sitma Onleyici ilaglar gelistirilmesiyle kinin daha az siklikla kullanilmaya baglamustir.

Bununla birlikte 6zellikle sentetik sitma onleyici ilaglara direncin yiiksek oldugu bdlgelerde, sitma
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icin kinin hala 6nemli bir tedavi edicidir. Ayrica bacak kramplarini tedavi etmek, hareket
hastaligint onlemek ve atesi azaltmak gibi baska amaglar i¢in de kinin kullanilmaktadir. Ayni
zamanda kinin popiiler bir alkolsiiz i¢ecek olan tonik igeceginin bir bilesenidir (Achan ve ark.,
2011; Menakuru ve ark., 2021).

Klorokin (CQ) ajani sitma, romatoid artrit, lupus ve diger otoimmiin hastaliklar1 tedavi
etmek igin kullanilan bir ilagtir. Ilk olarak 1934 yilinda Alman bilim adamlar1 tarafindan
sentezlenmis ve 1940'larda tibbi kullanima sunulmustur. Kinin'den sentetik olarak tiiretilmis olan
klorokin, kinine kiyasla daha az yan etkiye sahiptir. Her ikisi de antimalaryal ila¢ olan bu
ajanlardan klorokin, kininden daha gii¢liidiir. Kinin genellikle dogal olarak kinakina agacindan elde
edilirken klorokin sentetik olarak tretilir (Kouznetsov ve Amado Torres, 2008; Krafts ve ark.,
2012).

HCQ, klorokin molekiiliine bir hidroksil grubu eklenmesiyle elde edilen bir tiirev olup her
ikisi de 4-aminokinolin yapisinda bilesiklerdir. Bu ajanlarin antimalaryal, antienflamatuar ve
immiin modiilatér &zellikleri vardir. Ik olarak 1955 yilinda kesfedilmis ve tedavi amach
kullanilmaya baslanmistir. HCQ, malarya tedavisinde etkili oldugu gibi romatoid artrit ve lupus
gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. HCQ, klorokine kiyasla
daha az toksik oldugu i¢in tercih edilmektedir (Ben-Zvi ve ark., 2012; Ducharme ve Farinotti,
1996).

HCQ’in yapisinda klorokinden farkli olarak bir hidroksil grubu bulunur. Hidroksil grubu,
HCQ’i klorokinden daha az lipofilik (yagda ¢Oziliniir) hale getirir, bu da molekiiliin
farmakodinamik ve farmakokinetik karakterine farkli katkida bulunabilir. Sonug¢ olarak HCQ’in
yan etkileri ve siddeti klorokinden daha az iken yar1 dmrii daha uzundur. HCQ’in biyoyararlanimi
da klorokinden daha yiiksektir. Bu nedenle HCQ’in dozu klorokinden daha diisiiktiir (Stokkermans
ve ark., 2022).

Bir derleme ¢alismada, immiinomodiilator etkilere sahip oldugu bilinen CQ’nun ¢oklu test
sistemlerinde mutajenik ve genotoksik etkilere neden olabilecegine dair verilerin bulundugu
bununla birlikte, HCQ i¢in mutajenik ve genotoksik etkileri degerlendirmek icin yeterli verinin
heniiz mevcut olmadig: belirtilmektedir (Giri ve ark., 2020).

Hiicrelerin hasarli veya gereksiz protein ve organellerinin pargaladig1 biyolojik bir siire¢
olan otofaji, hiicre saglig1 agisindan hayati bir rol oynar. Bu 6zelligi ile kanser hiicrelerinde otofaji
beklenenin aksine tiimdr bilylimesini ve metastazi tesvik etmeye yardimci olabilir. Dolayisiyla yeni
antikanser rejimlerinin tasarimi i¢in otofaji makinesi cazip bir hedef haline gelmistir. Buna gore
klorokin ve HCQ dahil olmak {izere otofaji inhibitdrlerinin 6zellikle kemo- veya radyoterapotik
miidahalelerle birlestirildiginde, preklinik modellerde 6nemli antineoplastik etkilerin ortaya
cikmasma aracilik ettigi ifade edilmistir (Manic ve ark., 2014). Cesitli insan hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan CQ ve HCQ hem kanser hiicreleri hem de tiimoér mikro ortami iizerinde

birtakim etkiler gosterir. CQ ve HCQ'nun en ¢ok c¢aligilan anti-kanser etkisi olan otofajik akis
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inhibisyonuna ek olarak kanser hiicrelerinde Toll benzeri reseptor 9, p53 ve bir kemokin reseptorii
ve ligandi olan CXCR4-CXCLI12 yolunu etkiler. Burada CQ'nun tiimdr stromasinda, timor
vaskiilatliriinii (yeni damar olusumu), kanserle iligkili fibroblastlari ve bagisiklik sistemini
etkiledigi gosterilmistir (Verbaanderd ve ark., 2017).

Lizozomotropik bir amin olan HCQ’nun hem pH gradyaninda azalmaya bagli lizozomal
membran gecirgenligiyle baglantili kaspaz aktivasyonu yoluyla, hem de mitokondrial zara HCQ
kaynaklt Bax eklenmesi ve konformasyon degisikligini takiben mitokondri membran
permeabilitesine neden olarak sitokrom C salinimi yoluyla apoptozu uyardigi ifade edilmistir.
Burada HCQ hem lizozomal hem de mitokondriyal yolu kullanarak sitotoksisiteyi (apoptozu)
indiiklemektedir (Boya ve ark., 2003). Farkli bir ¢alismada HCQ klinik konsantrasyonu; bir tiir
beyaz kan hiicresi olan CD4 T- hiicrelerinde mitokondriyal siliperoksitin artmasina, otofaji
etkinliginin bozulmasia ve CD4 T- hiicrelerinde proliferasyonun azalmasina yol agmistir (Kim ve
ark., 2021). HCQ muamelesi, bobrek karsinom hiicrelerinde mitokondriyal oksijen tiiketimini
inhibe ederek, glikoliz oran1 ve apoptozu tesvik eder, bu sonug biiylimeyi inhibe etmektedir (Lee ve
ark., 2015) .

HCQ’nun 8 ve 5 pM konsantrasyonlar1 ile muamele edilen primer fare embriyonik
fibroblastlarindaki (MEF'ler) oksidatif DNA hasarinda (8-oksodG) anlamli indiiksiyonunun varligi
enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) ile gosterilmistir. Ayrica bu ajanin 25 uM dozuyla
tedavi edilen primer ve kendiliginden oliimsiizlestirilmis Big Blue MEF'lerde kanser genetigini
incelemek i¢in degerli bir ara¢ olan cll mutant frekansinda sirasiyla 2.2 ve 1.8 kat goreceli artiglar
ortaya ¢ikmigtir (Besaratinia ve ark., 2021).

Birkag istisna hari¢ yukarida alintilanan ¢aligmalarin genelinde ve bizim g¢aligmamizda
HCQ icin yeterli genotoksisite verilerine ulagilamamis ancak bizim c¢aligmamiz dahil tamamina
yakininda belirgin sitotoksik etki teyit edilmistir. Sitotoksisiteye neden olan molekiiler degisikligin
olagan dogasi net olarak agiklanmasa da HCQ’nun demir atomu ile olan etkilesimi sitotoksisite
olgusuna kritik ipuglar1 saglayabilir. Cok sayida hiicresel mekanizmay1 diizenleyen demir temel bir
mikro elementtir ve bircok metabolik yolda kofaktér olarak islev goren onemli bir redoks
elementidir. Demirin 6nemli fizyolojik rolleri arasinda oksidatif fosforilasyon (ATP {iretimi),
embriyonik noronal gelisim, demir-kiikiirt kiimelerinin olusumu ve ¢oklu DNA onarim enzimleri
(helikazlar, niikleazlar, glikozilazlar, demetilazlar) ve riboniikleotid rediiktaz dahil olmak iizere
DNA metabolizmasindaki kritik enzimler, demiri islev gormek icin vazgecilmez bir kofaktor olarak
kullanir. Son zamanlardaki ¢arpici sonuglar, DNA polimerazlarin katalitik alt biriminin, kararli ve
aktif komplekslerin olusumu igin gerekli olan demir-kiikiirt (Fe-S) kiimelerini baglayan korunmus
sistein bakimindan zengin motifler igerdigini ortaya koymustur. Buna paralel olarak, DNA
sentezi/onariminda rol oynayan ve demir gerektiren enzimlere yerlesecek olan Fe/S kiimesinin
biyogenez veya eklenmesindeki kritik hatalar mitokondriyal ve sitoplazmik defektlere, niikleer

DNA hasarina ve genom instabilitesine yol agmaktadir (Puig ve ark., 2017). Ayrica hiicredeki
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fizyolojik ve patolojik 6nemi nedeniyle demir alimi, taginmast ve depolanmasi siki bir sekilde
diizenlenerek homeostazin saglanmasi gerekir. Endolizozomlar, demir ve diger metaller dahil
olmak iizere cesitli katyonlar1 kolayca salabilen asidik depo organellerdir. Ancak demir (Fe**)
seviyesi artiglari, Fenton kimya reaksiyonlar1 yoluyla reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretebilir ve bu
artislar, mitokondri ve genomik DNA'ya zarar vermenin yani sira karsinojenezi tesvik edebilir.
Klorokin’in (CQ) dahil oldugu bir grup ilacin (fluoksetin, imipramin, dimebon, tamoksifen,
rotenon, klorpromazin, amitriptilin ve verapamil), endolizozom liimeninin asiditesini azaltabilecegi
ve buna bagli olarak endolizozomal kalsiyumun sitozole salinabilecegi ifade edilmistir (Halcrow ve
ark., 2021; Lu ve ark., 2017; Mader ve ark., 2012; Styrt ve Klempner, 1988).

Yaslanan hiicreler 1sinlama, replikatif veya onkojenik uyaranlara bakilmaksizin, demir
homeostaz proteinlerinin seviyelerinde eslik eden degisikliklerle birlikte cok miktarda hiicre igi
demir (30 katina kadar) biriktirir. Yaglanan hiicrelerde demir birikimi, ferritin degradasyonunu ve
ferroptozu tesvik eden bir lizozomal siire¢ olan bozulmus ferﬁtinofaji1 tarafindan
yonlendirilmektedir (Masaldan ve ark., 2018).

Bununla birlikte literatiirde HCQ’nun hiicredeki demir homeostazi {izerine olumsuz etkisi
net olarak vurgulanmaktadir (Drakesmith ve Prentice, 2008). Demir kisitlamasi olan diyetlerin,
mitokondriyal sitrat sentezi inhibisyonunun veya demir selasyonunun bazi tiimorler i¢in lizozomal
pH inhibitérleri ile kombinasyon halinde hedeflenip hedeflenemeyeceginin belirlenmesi
arastiricilar tarafindan 6nemsenmektedir. Bu konuda yapilan deneyler, lizozomal disfonksiyonun,
demir tiikenmesinden dolay1 mitokondriyal metabolizmay1 ve kanser gelisiminde bir transkripsiyon
faktorii olan HIF (Hipoksi-indiiklenebilir Faktdr) sinyalini énemli &lgiide degistirdigi ortaya
konmustur. Mevcut bulgular hiicre proliferasyonu ve lizozomal asitligin anahtar islevi i¢in demir
homeostazinin belirleyici olabilecegini 6nermistir (Weber ve ark., 2020). Bu baglamda HCQ gibi
lizozomal pH'1 bozan ilaglar, cesitli kanser tiirleri i¢in klinik deneylerde etkinlik gdstermektedir.
Etkilerin bir kismi, bazi tiimorlerin makropinositoz ve otofaji gibi katabolik yolaklara bagli
olmasina atfedilirken, demirin kanser hiicreleri i¢in sinirlayici bir metal olma olasilig1 artmaktadir.
Gergekten de fare pankreas kanseri modelinde demir selasyonu ve klorokin muamelesi deneysel
olarak oldiiriicii etki gostermigtir. Benzer sekilde demir homeostazi hedeflenerek tiimor
mikrogevresinde lizozomal asitligi bozabilecek konsantrasyonlarda toksik amonyak birikebilir
(Spinelli ve ark., 2017). Lizozomal asidite artisi, konak¢i hiicreler tarafindan demir alimini
engelleyebilir. Fe’™'in transferrinden ayrismasi ve demirin endozom liimeninden sitozole
cikarilmasi gibi hiicresel demir alimindaki adimlarin ¢ogu organel pH'ina baglidir ve bu CQ ve
HCQ tarafindan bozulabildigi dnerilmektedir. Kiiltiirlenmis embriyonik fibroblastlarda, 100 pM

CQ'nun transferrin alimini engelledigi gosterilmistir. Bu nedenle CQ ve HCQ, hiicresel demir

' Ferritinofaji, viicutta demir depolayan ve ferritin adi verilen bir proteinin otofaji yoluyla
par¢alanmasi ve demirin salinmasi siirecidir.,
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aclhigim tetikleyebilecegi ve bagisiklig1 azaltabilecegi ifade edilmistir (Altulea ve ark., 2021;
Octave ve ark., 1982; Quiros Roldan ve ark., 2020).

Okaryotik hiicreler, demir-kiikiirt (Fe-S) kiime proteinleri, hemoproteinler ve riboniikleotit
rediiktazlar (RNR'ler) gibi ¢ok sayida demir gerektiren protein igerir. Bu proteinler demiri bir
kofaktor olarak kullanir ve DNA replikasyonu, DNA onarimi, metabolik kataliz, demir regiilasyonu
ve hiicre dongiisii ilerlemesinde kilit roller iistlenir. Demir homeostazinin bozulmasi, her zaman bu
demir gerektiren proteinlerin islevlerini bozar ve genetik olarak, memelilerde DNA onarim
kusurlart ile karakterize edilen hastaliklarla iligkilidir (Zhang, 2014). Benzer sekilde demir,
translasyon da dahil olmak iizere temel hiicresel islevlerde yer alan bir¢cok enzim icin kofaktor
gorevi gordiiglinden tiim Okaryotlarda temel bir elementtir. Memeli demir diizenleyici
protein/demire duyarli element (IRP/IRE) sistemi, yiiksek okaryotlarda translasyonel diizenlemenin
ilk orneklerinden biri olarak ortaya ¢cikmistir. Saccharomyces cerevisiae mayasinda baglangic
adiminda amino asit eksikligi, oksidatif stres, hipoksi, demir eksikligi gibi ¢esitli stres faktorlerine
karst hiicreleri korumak i¢in mRNA c¢evirisini diizenleyen Gen2-elF20 yolunun aracilik ettigi
global bir translasyon bozukluguna neden olur. Transkripsiyon sonrast mayalarda RNA baglayici
bir protein olan Cth2 demir eksikligi sinyalini algilar ve demir igeren proteinleri kodlayan
mRNA’lan parcalar. Bu durum hiicrenin hayatta kalmasini ve yaslanmasimi etkiler. Demir eksikligi
durumunda Cth2, demirle iliskili transkriptlerin bir alt grubunun translasyonunu spesifik olarak
baskilar. Ek olarak translasyon igleminin baglama, uzama ve sonlanma gibi birkag¢ aktif agamasi
demir iceren enzimlere baglidir. Bunlar iginde translasyon uzatma faktorlerinin ve transfer
RNA'larin (tRNA'lar) 6zel modifikasyonlart ile ATP baglayict kaset ailesi {iyesi olan maya
hiicrelerinde ribozom biyogenezi ve translasyonu baglatma/sonlandirma gibi islevlere sahip bir
demir-kiikiirt (Fe-S) proteini olarak da bilinen Rlil (insanlarda ABCE1) ve prolil hidroksilaz Tpal
sayilabilir (Romero ve ark., 2021).

Bizim deneyimizde en yiiksek iki konsantrasyonun (20 ve 40 pg/mL) 48 saat uygulandigi
hiicre kiiltliriinde oksidatif stres muamelesiz kontrole gore anlamli oranda azalmistir. Bu sonug test
maddesinin demir baglama (selasyon) etkinliginden kaynaklanmis olabilir. Ciinkii hiicredeki demir
oksidatif stresin dnemli sebeplerinden biridir. Hiicrelerde ve dokularda fazla miktarda demir
bulundugunda, redoks homeostazi bozularak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yayilmasini katalize
eder, bu da oksidatif strese yol acar. ROS, fizyolojik sinyal yollari i¢in kritiktir, ancak oksidatif
stres, doku yaralanmasi ve bir¢ok hastalikla iligkilidir. Hiicresel diizeyde, oksidatif stres, demire

bagimli bir hiicre 6liimii sekli olan ferroptoza yol acabilir (Galaris ve ark., 2019).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Halk sagligi alaninda antimalaryal, antiinflamatuvar ve romatoid artrit, sistemik lupus
eritematozis, kronik juvenil artrit, ankilozan spondilit, psoriatik artrit, palindromik romatizma,
eozinofilik fasiit, juvenil dermatomiyozit, Sjégren sendromu, erozif osteoartrit, kalsiyum pirofosfat
depo hastaligi, porfiria kutanea tarda, kronik {ilseratif stomatit, dermatomiyozit, sarkoidoz,
polimorfik 1s1k eriipsiyOnii, generalize granuloma annulare gibi bircok bag doku hastaliginin
tedavisinde kullanilan ve bu ¢alismada test maddesi olan Hydoxychloroquine Sulfate (HCQ) 1n in

vitro genotoksik/sitotoksik etki potansiyeli modellenmistir.

5.1. Sonuglar
1. Ames Salmonella testi bulgularina gére HCQ bir ¢erceve kaymasi mutanti1 olan TA98
susuna belirgin bir mutajenik etki gdstermemistir. Ancak niikleotid degisim mutanti
olan TAI100 susunda muhtemelen test maddesinin neden  oldugu
bakteriostatik/bakterisidal etkiden dolay1 koloni sayisinda kontrole gére 6nemli azalma
ortaya ¢ikmustir.

2- Test maddesinin klastojen/andjen etkisini arastirmak igin yapilan komet (kuyruklu
yildiz) ve mikronukleus test sonuglari birbirine benzer olup muamelesiz kontrol ile
deney grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir.

3- Ozellikle yiiksek konsantrasyonda HCQ oksidatif stresi azaltict yonde etki gdstermistir.

4- Test maddesi belirgin ve dikkat ¢ekici sitotoksik etkiler gdstermistir.

5- DNA hasarlayici/koruyucu aktivite testi bulgularina gore test maddesi HCQ, 20 ve 40
ug/mL konsantrasyonlarda UV+ H,0, etkisine karsi olas1 bir koruyucu etki gostermistir.

6- In silico molekiiler yerlestirme analizine gére HCQ, DNA polimeraz gama holoenzimi

iizerine gliclii olmayan bir kenetlenme aktivitesi gostermistir.

5.2. Oneriler

Yukarida sayilan bir¢ok insan hastalifinda tedavi edici olarak kullanilan ajan bizim
yaptigimiz calisma setinde genotoksik aktivite gostermemisken sitotoksik etkisi acik olarak
ortadadir. Mevcut sitotoksisitenin genotoksik etki kaynakli olmadigimmi degerlendirmekteyiz.
Sitotoksik etkinin, protein ve/veya DNA sentez/onarim yolundaki aksamalardan kaynaklandigi
yoniinde bir goriise sahibiz. Kaynak taramasinda ajanin demir iyonuyla olan etkilesimine dikkat
cekilmektedir. Tartisma kisminda vurgulandigi gibi demir bir¢ok biyokimyasal reaksiyonda gorev
alan kilit enzimlerin kofaktoriidiir. Ayrica hiicrede demirin tutulmasi, Fenton kimya reaksiyonunu
engelleyerek oksidatif stresin azalmasi ve genotoksik etkinin engellenmesine sebep olmasi
muhtemeldir. Ote yandan hiicresel demir veya demir depolarinin muhtemelen HCQ tarafindan

olumsuz etkilenmesi ¢ok sayida enzimatik tepkimeyi yavaslatmakta veya engellemektedir.
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Bu baglamda test ajaninin demir metabolizmasi {izerine olan etkisi sofistike deney
teknikler kullanilarak hiicredeki mevcut aksiyon modu ortaya ¢ikarilabilir ve mevcut etki optimize
edilebilir. Bu sayede ilag herhangi bir genotoksik etki gdstermeksizin insanda goriilen ¢ok sayida
rahatsizhiga karst kapsamli bir savunma enstriimani olabilir. Ayrica kontrolsiiz hiicre
boliinmesinden kaynaklanan ¢agimiz hastaligi kansere karst HCQ’nun sitotoksik etkisi yeni bir
alternatif olarak kemoterapi protokoliine eklenebilir.

HCQ ile yapilan ¢ok sayida bilimsel g¢aligmalara ragmen hiicredeki demir ile olan
etkilesimi ve buna bagli metabolik etkilerin daha kapsamli yenilik¢i deneysel prosediirlerle test

edilmesiyle alanina yeni metodolojik cerceveler saglamas1 miimkiindiir.
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