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“Yeni sentezlenen bazi ilag adayi etken maddelerinin sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin arastirilmasi” baslikli yiiksek lisans tezimde hocam Prof. Dr. Yalgin
DUYDU damgmanliginda Ankara Universitesi Farmasétik Kimya Anabilim Dali
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Caligmalarim sirasinda her tiirli olanagi saglayan, destek ve yardimlarini
esirgemeyen Anabilim Dalimiz Ogretim Uyesi hocalarima saygilarimi sunar,
tesekkiir ederim.

Tezim swrasinda benden yardim ve hosgorisiinii  esirgemeyen Dr.  Aylin
USTUNDAGA a ve her tiirlii yardimlar1 i¢in arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisansa devam etmem konusunda benden maddi ve manevi desteklerini
esirgemeyen Osman ATAMER’e, sevgili aileme ve esim Zafer ERZURUM’a
tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Insanlar giinliik hayatlarinda birgok kimyasala bilerek ya da bilmeyerek maruz
kalmaktadirlar. Tiim ilaglar, temizlik ve kozmetik maddeleri, pestisitler, besin katki
maddeleri ve sanayide kullanildiginda insanlarin maruz kalabilecegi kimyasal
maddeler, kullanima sunulmadan O6nce toksik potansiyelleri yoniinden
degerlendirilirler. Muhtemel toksik etkiler in vivo kosullarda deney hayvanlarinda, in

vitro kosullarda hiicre kiiltlirlerinde aragtirilir.

Toksisite testleri, sadece kimyasal maddelerin canli organizmalar {izerindeki zararh
etkilerini agiklamak i¢in yapilmaz. Bu maddelerin toksik etkilerinin goriilmeyecegi

doz degerlerini saptamak i¢in de yapilir (Saygi, 2003).

Yeni gelistirilen bir ilag etken maddesinin etkisi bilgisayar ortaminda teorik olarak
hesaplanmis olsa dahi bu bilesik sentezlendikten sonra bazi testlerden gegirilmelidir.

Bu testlerden bir tanesi de toksisite testidir.

Bu calisma ile béliim 1. 5.’de anlatildig1 gibi Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Kimya Anabilim Dali tarafindan antibakteriel ve antifungal etkili olacagi
diisiiniilerek sentezlenmis olan ilag aday adaylarmin sitotoksik etki gostermedigi
konsantrasyonlarda  genotoksik  etkilerinin olup olmadiginin  arastirilmasi
amaglanmistir. Bu ilag aday aday1 olarak sentezlenmis bir kimyasal maddenin ilag

aday1 olabilmesi siirecinde 6nemli bir kriterdir.

Toksisite testleri test siiresinin uzunluguna gore akut toksisite testleri, subakut
toksisite testleri, subkronik toksisite testleri, kronik toksisite testleri olarak
siniflandirilmaktadir. Buradaki her bir test bir sonraki basamaga gecis icin temel

olusturmaktadir.

Bu testler in vivo sartlarda deney hayvanlarinda yapilabilecegi gibi in vitro sartlarda

hiicre kiiltiirlerinde de yapilabilmektedir. In vitro kosullarda yapilan deneyler in vivo



kosullarin yerini tutmasa dahi daha sonra yapilacak olan c¢alismalara 11k tutmasi
agisindan vazgegilemezdir. In vitro testlerde insan hiicre kiiltiirlerinin kullanilmast ile

tiir farklilig1 ortadan kalkmaktadir.

Toksik oldugu diisiiniilen maddenin, uygun hiicre kiiltiiriinde, hiicre bilyiime oran1 ve
hiicre tahribati iizerindeki etkisi dikkate alinarak degerlendirme yapilan testlere

sitotoksisite testleri denir.

DNA ile toksik kimyasal maddelerin (genotoksinler) etkilesmesi sonucunda DNA
molekiilii izerinde ortaya ¢ikan olumsuz etkilere genel olarak genotoksik etki denir.

Kimyasallarin genotoksik etkileri ¢esitli testlerle incelenmektedir.

Yeni bir kimyasal maddenin kullanima sunulmadan 6nce toksik agidan arastirilmasi

gereklidir.

Bir kimyasalin ilag¢ olarak kullanilabilmesi i¢in kimyalin sentezlenme asamasinda ve
sentezlenmesinden sonra cesitli boliimlerin bir arada c¢alismasi gerekmektedir.
Bilgisayarda yapilan yap1 — aktivite g¢alismalarinda bilesigin etkili ¢ikmasinin
ardindan kimyasal sentezlenir. Sentezlenen bilesigin teorikte olan etkisinin yaninda
pratikte de etkili olup olmadig test edilmelidir. Bilesigin pratikte de etkili ¢ikmasi
onun gergekten etkili oldugunu gostermek icin yeterli degildir. Etkili ¢iktig1 dozun,

ilac1 kullanacak olan canli iizerinde toksik etkisinin de olmamasi gereklidir.

1.1. Yeni Ila¢ Gelistirilmesi

Yeni ilag gelistirilmesi, uzun, zahmetli ve oldukg¢a yliksek harcamalar1 gerektiren bir
stirectir. Son zamanlarda yapilan bir hesaplamaya gore, yeni ilag gelistirilmesi
yaklagik 12 - 15 yil1 ve 500 - 800 milyon USD harcamay1 gerektirmektedir. Siirecin
bu kadar uzun olmasi, yeni ilag gelistirilmesinin zorlugu hakkinda ipucu

vermektedir.



Yeni ilaglarin gelistirilme siireci ii¢ béliimde incelenmektedir:

» Etkin maddenin bulunmasi
» Preklinik gelistirme
» Klinik gelistirme

Etkin Maddenin Bulunmasi

Hedef se¢imi

[laglarin hedefleri (baz1 istisnalar disinda) reseptdrler, enzimler, transport proteinleri
gibi fonksiyonel proteinlerdir. Ge¢miste, ilag gelistirme programlar1 genellikle in
vivo yanitin Ol¢ililmesi temeline dayaniyordu; ancak giiniimiizde hedef proteinleri
belirlemeden ilag gelistirme programina baslanmasi nadirdir. Bunun i¢in de,

biyolojik yanit mekanizmasinin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.

Etkin maddenin bulunmasi

Biyokimyasal hedef belirlendikten sonraki basamak etkin bilesenin bulunmasidir.
Bunun i¢in ilk yaklagim hedef proteinin klonlanmasi, daha sonra hedef proteinin
fonksiyonel aktivitesini Olcecek testlerin gelistirilmesidir. Bu testlerin hizli ve
ekonomik olmasi bakimindan otomatize olmasi gerekir. Yeni etkin bilesen bilinen
molekiillerin modifikasyonu ile, dogal kaynaklarin rasgele taranmasi ile, biyolojik
mekanizmalarin ve kimyasal yapinin anlagilmasi ile, biyoteknoloji ve peptid/protein
olusturan genlerin klonlanmasi ile bulunur. Ancak, gilinlimiiz farmasotik
endiistrisinde kombinatoryal kimya teknolojisi kullanimi egilimi artmaktadir. Bu
teknoloji, reaksiyon ortamina konan ¢ok sayida farkli kimyasal maddenin
karistirilarak rastgele kombine olmalar1 sonucu, ¢ok sayida (binlerce) yeni kimyasal
maddenin sentez edilmesidir. Kombinatoryal kimya; yiiksek girip c¢iktili tarama

yontemleri (high throughput) ile birlikte kullanilmaktadir. Bu yontem maddelerin



otomatize tarama sistemleri kullanilarak farmakolojik etki taramalarindan

gecirilmesidir.

Etkin maddenin optimizasyonu

Buradaki amag rastgele tarama yontemi ile bulunmus olan etkin maddenin, hedef
tizerindeki potensini arttirmaktir. Ayrica etkin maddenin selektivite, metabolik

stabilite gibi 6zelliklerini de en elverisli hale getirmektir.

Preklinik Gelistirme

Elde edilmis olan etkin kimyasal maddelerin, klinik denemeler yapilmadan 6nce
mutlaka klinik olmayan degerlendirme agamalarindan gecirilmeleri gerekmektedir.
Klinik 6ncesi giivenlik degerlendirmeleri hedef organlarda toksik etkilerin
tanimlanmasi, doza bagimliligi, maruz kalim siiresi ile iligkisi ve geri doniisiimlii
olup olmadiginin aragtirilmasini igermektedir. Bu bilgiler, insanlara uygulanacak ilk
dozu ve yan etkilerin takibinde kullanilacak parametreleri belirleme agisindan

Onemlidir.

Preklinik ¢alismalar dort baslik altinda incelenmektedir:

1) Farmakolojik testler: Tarama testlerinde istenen etkiyi gosteren maddelerin
in vivo farmakolojik deneylerle etkisi, yan etkileri, toksik etkileri incelenir.

2) Farmakokinetik incelemeler: Hayvanlarda yapilan emilim, dagilim,
eliminasyon caligsmalarini igermektedir.

3) Toksisite deneyleri:

Akut toksisite deneyleri: Tek dozda verilen etkin maddeye bagl olarak ortaya c¢ikan
toksisiteyi ve bundan en fazla etkilenen organlar1 saptamayi1 amagclar. Etkin madde,

en az iki hayvan tiiriine (si¢an / fare ve kopek), iki farkli uygulama yolundan verilir.



Subakut ve kronik toksisite deneyleri: 1la¢ insanlarda kronik olarak kullanilacaksa
yapilir. Tekrarlanan dozlarda wuygulanan etkin maddenin dayang gosterilen
maksimum dozunu ve toksisite halinde en fazla etkilenen organi belirlemeyi amaglar.
Hayvanlardan biri kemirici olmayacak sekilde 2 memeli tiirii segilir (sigan, kdpek).
[laglarin hayvanlara uygulanma siiresi, klinik arastirmalar ile insanlara uygulanmasi
ongoriilen silire kadar veya daha uzun (subakut, 2 - 4 hafta; kronik 6 - 24 ay) olmak

zorundadir.

4) Kimyasal ve farmasotik gelistirme: Saflastirma, stabilite ve uygun

formiilasyon gelistirme ¢alismalaridir.

Preklinik gelistirme calismalari, iyi laboratuar uygulamalari1 ile belirlenmis olan
kurallara gore yapilir. Bu kurallar ile deneyi yapan kisiye bagl hatalar olabildigince

ortadan kaldirilir ve diizenleyici otoriteler tarafindan verilerin kabuliinii saglar.

Klinik Gelistirme

Preklinik degerlendirme doneminde uygun bulunan etkin maddeler daha sonra klinik

calismalar ile saglikli ve hasta goniilliiler {izerinde belirli protokollere goére incelenir

(Gelal, 2005).

1.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiltlirii, hiicrelerin belirli bir besi ortaminda cogaltilmasidir. Hiicre
kiiltiirlerinde yapilan c¢alismalarinin giiniimiizde 6nemli bir yeri vardir. Cesitli
patolojik durumlarda belli bir maddenin etkisini belirlemek, bir hiicre ya da dokuda
tiretilen belli bir maddenin islevini belirlemek amaciyla belli bir hiicre serisinden

cogaltilan hiicrelerde ¢calismalar yapilarak in vitro sonuclar elde edilebilir.

Gegen 30 yil hiicre kiiltiirii teknolojisinin biiyiik gelisimine sahit olmustur. Bu alan

olduk¢a gelismis ve biyoteknolojinin 6nemli bir parcasi olmustur (Das, 2001).



Gelisimi sirasinda hiicre kiiltiirii teknolojisi hiicre biyolojisi, genetik miihendisligi,
protein kimyasi, genomik ve kimya miihendisligini i¢eren ¢esitli disiplinlerle entegre
olmustur. Hiicre kiiltiirii teknolojisi 6nemli proteinlerin {iretiminde kabul gérmiis bir

metottur.

Hiicre kiiltiirii teknolojisi ve irlinleri kanseri, viral enfeksiyonlari, kalitsal
bozukluklar1 ve ¢esitli kronik hastaliklari Onlemek ve tedavi etmek igin

kullanilmaktadir. Bu tiriinler giivenli, etkili ve ekonomik olmaktadirlar.

Hiicre kiiltiirti teknolojisi baglangi¢ noktasindan ticarilesmeye dogru hizli bir gelisim
gostermektedir. Hiicre kiiltiirii teknolojisi bize in vitro ortamda hiicre ve doku
davranislarini inceleme olanagi vermistir (Griffiths, 2000; Finter ve ark., 1990).
Terapotik amaclarla hiicre kiiltlirlerinin  kullanimi  hiicrelerin as1 iiretimi icin
kullanilmastyla baslamistir. Kiiltiir hiicreleri viriisleri ¢ogaltmada, biiyiik dl¢ekli as1

imalatinda basariyla kullanilmistir.

Hiicre kiiltiirii teknolojisinde daha sonraki biiyiik adim diizenleyici kurumlarin
siirekli hiicre hatlarim1 kabul etmesidir. Siirekli hiicre hatlari devamli olarak
cogalabilmekte, biiylime faktorlerine daha az ihtiya¢ duymakta ve en Onemlisi

siispansiyon i¢inde kiiltiire edilebilmektedirler.

Genetik miihendisligi ve rekombinant DNA teknolojisinin kullanimi hiicre
kiiltiirlinde bir¢ok {iriinlin tretilmesini olanakli kilmustir. Cesitli hiicre serilerinde
birgok vektor, dogal ve modifiye insan proteinlerinin liretiminde kullanilmaktadir.
Hiicre mekanizmasi1 miihendisligi protein iirlinlerinin stabilitesinde, etkinliginde ve
biyolojik  aktivitesinde modifikasyona izin vermektedir. Hiicre kiltiiri

teknolojisindeki gelismeler doku miihendisligi ile sonuglanmistir (Hu, 2006).



1.2.1. Hiicre Kiiltiirii Teknolojisinin Tarihcesi

Hiicre (doku) kiiltiirli caligmalarinin ge¢misi yiiz yili askin bir siireyi kapsamakta ve
kokeni 1885 yilina kadar dayanmaktadir. 1852°de Wilhelm Roux embriyonik tavuk
hiicrelerinin birka¢ giin boyunca viicut disinda, bir tuz ¢dzeltisinde canliliklarini
stirdiirebildigini gostermistir. Daha sonra 1898 yilinda Ljunggren insan dokusunun
kullanildig1 ilk deneyi yaparak, insan derisininin in vitro ortamda asidik sivida
canliligini siirdiirebildigini gostermistir. 1913°te Alexis Carol hiicrelerin diizenli
olarak beslenmeleri halinde kiiltiir ortaminda ¢ogalabildiklerini belirlemistir. Wilton
Earle ve arkadaslari 1943’te L hiicre serisinden izole ettikleri hiicrelerin hiicre
kiltiiriinde klonlar olusturduklarini gozlemlemislerdir. 1951°de George Gay ilk
stirekli insan hiicre serisi olan HeLa hiicre serisini gelistirmistir; ki bugiin bile hala
bu hiicre serisi yaygin olarak kullanilmaktadir. 1950°1i ve 1960’1l yillarda Eagle,
Fischer, Parker, Healy, Morgan, White ve Waymounth adli aragstirmacilarin da i¢inde
bulundugu bir¢ok bilim adamu kiiltiirde bulunan hiicrelerin gelismeleri i¢in gerekli

olan besin maddelerini belirlemislerdir (Langdon 2004).

1.2.2. Hiicre Kiiltiirlerinin Kullanim Alanlar

A\

[la¢ metabolizmasindan sorumlu enzim sisteminin saptanmasi,

A\

[lag metabolize edici enzim aktivitesini etkileyebilecek faktdrlerin
saptanmasi,

fla¢ metabolitleri ve bu maddelerin toksik etki potansiyellerinin saptanmast,
[lacin metabolik yikilma siiresinin saptanmasi,

[laglarin birbirleri iizerine olan etkilesim derecesinin saptanmast,

vV V VY V

[lac metabolizmasinda genetik, yas, c¢evre ve hastalik faktorlerinin
arastirilmast,
» Bireylerin ilag alerjisi potansiyeline sahip olup olmadigmnin ongdriilmesi

amaciyla kullanirlar (Wooster ve ark.,1993).



1.2.3. insan Hiicre Kiiltiirlerinin Toksisite Arastirmalarindaki Avantajlari

» Tir farkliligini ortadan kaldirir.

» Kimyasal maddelerin muhtemel toksik etki yapacagi disiiniilen deri,
karaciger gibi spesifik doku hiicreleri lizerinde arastirma yapilmasini saglar.

» Toksisite mekanizmalarinin hiicreler lizerinde aydinlatilmasina imkan verir.

» Deneyde kullanilan hayvanlarin ac1 ¢ekmesi veya 6lmesi s6z konusu degildir.

1.2.4. insan Hiicre Kiiltiirlerinin Toksisite Arastirmalarindaki Dezavantajlari

Tekli sistemdir. Multifaktoriyel ilag metabolizmasi i¢in uygun degildir.
Teknolojik alt yap1 maliyeti ve deneyimi gerektirir.

In vitro ortamda hiicrelerin yasam siklusu kisadir.

Enzim stabilitesi kisithdir.

Kiiltiir ortaminin penetrasyon kabiliyeti kisithdir.

YV V. V ¥V V V

Ko-faktorlere gereksinim duyar (Gunaratna, 2000).

Giiniimiizde 2300°den fazla insan ve hayvan hiicre kiiltiir modeli mevcuttur. Hiicre
kiiltiirleri ticari olarak firmalardan saglanabildigi gibi, arastirmacilarin kendi 6zel
hiicre kiiltiirlerini goniillillerden veya cerrahi operasyonlardan ¢ikacak doku
orneklerinden yararlanarak olusturmalar1 da miimkiindiir (Eaton ve ark., 1996;

Wooster ve ark., 1993; Crespi ve ark., 1993; Sun ve ark., 1995; Saygi, 2003).

1.2.5. Bashca Hiicre Kiiltiir Tipleri

Cok ¢esitli kaynaklardan saglanan ve dokulardan elde edilen hiicre kiiltiir tiirleri iic

boliimde incelenir (Cigcek ve Bilgig, 2006):

» Primer (birincil) hiicre kiiltiirleri

» Sekonder veya diploid hiicre kiiltiirleri



» Siirekli veya heteroploid hiicre kiiltiirleri

Primer hiicre kiiltiirii: Dokulardan tripsin ile ayristirilarak elde edilen hiicrelerin in
vitro ortamlarda iiretilmeleri ile elde edilen kiiltiirlere denir. In vitro kosullarda
pasajlar1 kisith olup, bir kac¢ pasajdan sonra iireyebilme yeteneklerini kaybederler.
Ormegin: Insan embiryonu bébregi (HEK), insan amniyonu (HAM), Reziis maymun

bobregi (RhMK), yesil maymun bobregi (GMK), tavsan bobregi (RK) vb.

Sekonder hiicre kiiltiirii: Normal kromozom sayisina sahip diploid hiicrelerden elde

edilirler. En fazla 50 kez pasajlar1 yapilabilir. Ornegin: WI-38, MRC-5 vb.

Stirekli hiicre kiiltiirii: Teorik olarak sonsuz sayida pasajlart yapilabilir. Genellikle
habis tiimorlerden elde edilirler. Laboratuvar kosullarinda degisime ugrarlar ve
kromozom sayilar1 sabit degildir. Ornegin: insan larenks epidermoit karsinomu
(Hep-2), insan nazofarenks karsinomu (KB), insan serviks karsinomu (HeLa), yesil

maymun bdbregi (Vero) vb.

1.2.5.1. HeLa Hiicre Serisi

Bu hiicre serisi olduk¢a yaygin kullanilan insan serviks adenokarsinomundan
cikartilmistir (Gey ve ark., 1952). HeLa hiicreleri bilimsel aragtirmalarda kullanilan
Oliimsiiz hiicre serisidir. Bu hiicre serisi en eski ve en sik kullanilan insan hiicre
serisidir (Rahbari ve ark.,2009). Bu seri 1951 yilinda kanserden o6len Henrietta
Lacks’dan alinan servikal kanser hiicrelerinden gelistirilmistir. Bu hiicreler

morfolojik olarak epiteldir.

Hiicreler George Otto Gey tarafindan Lacks’in oliimiinden kisa bir siire Once
yayillmistir. Bu in vitro ortamda basariyla kanitlanmis ilk insan hiicresidir. Bu

hiicreler daha sonra ticarilestirilmistir.
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HeLa hiicreleri laboratuvar hiicre Kkiiltiir plaklarinda, yasamalar1 igin gerekli
bilesenlere sahip oldukca, sinirsiz sayida boliinebildigi icin Oliimsiiz olarak

isimlendirilmistir.

HeLa hiicreleri kolay kiiltiire edilebildikleri i¢in in vitro sistemlerde olduk¢a yaygin
kullanilmaktadir. Bu hiicre serisinin dezavantaji diger hiicre serileriyle yaygin

kontaminasyonudur (Nelson-Rees ve ark., 1981).

HeLa hiicreleri 1950’lerde Jones Salk tarafindan ilk polio asisinin testi ig¢in
kullanilmistir ve o zamandan beri kanser, AIDS, radyasyonun etkileri ve toksik
bilesikler, gen haritasi ve bir¢ok diger bilimsel caligmalar1 i¢eren arastirmalarda

kullanilmislardir.

1.2.6. Hiicre Kiiltiirii Cahlsmalarinda Dikkat Edilmesi Gerekenler

Hiicre kiiltiirlerinde asepsinin saglanmasi ve hiicre hattinin igeriginin korunmasi igin

bazi temel kurallara uyulmasi gerekir (Freshney, 2008),

» Her hiicre hatti igin ayr1 bir vasat ve tripsin gibi reajenler ayr1 olarak
kullanilmahdir.

» Hiicre kiiltiir flasklari, vasatlar1 ve reajen siseleri ayni anda birden fazla hiicre
hatti i¢in agik tutulmamalidir.

» HelLa gibi hizli biiyliyen hiicre hatlar1 yalniz basina isleme alinmali ve
calismalar1 diger hiicre hatlarinin sonrasinda gergeklestirilmelidir.

» Hicbir zaman ayni pipet farkl hiicreler i¢in kullanilmamalidir.

» Hiicre iceren bir flaska sokulan pipet asla vasat siselerine geri
konulmamalidir.

» Her zaman tikach pipetler kullanilmalidir.

Y

Tikacl uglar olmadan pipetleyiciler kullanilmamalidir.
» Subkiiltiir 6ncesinde ve sonrasinda hiicrelerin yapisi degerlendirilmeli,

standart fotograflar ile kiyaslanmalidir.
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» Hiicre hatlar1 mikoplazma kontaminasyonu ag¢isindan kontrol edilmelidir.
» Hiicre hattinin igerigi dondurulmadan dnce ve ¢ozdiiriilmeden 6nce mutlaka

dogrulanmalidir.

1.2.7. Hiicre Kiiltiir Ortaminin Genel Ozellikleri

Ana kurallarla kiiltiir hiicreleri steril bir ¢evreye ve bazi besin &gelerine ihtiyag

duyarlar. Kiiltiir ortam1, pH ve sicaklik bakimindan da kararli olmalidir.

Besi Ortaminin Ana Bilesenleri

Inorganik tuzlar
Karbonhidratlar
Aminoasitler
Vitaminler

Yag asidi ve lipitler

Protein ve peptitler

YV V.V V V VYV VY

Serum

Inorganik tuzlar

Besi ortaminda inorganik tuzlarin bir¢ok goérevi vardir. Sodyum, kalsiyum ve

potasyum iyonlart ile hiicrenin osmatik basincini saglarlar.

Tampon Sistemleri

Hiicrelerin ¢ogu 7,2 - 7,4 pH araliginda gelisebilirler. Fibroblastlar daha yiiksek
pH’ya, stirekli doniisen hiicreler ise daha asidik ortama ihtiya¢ duyarlar. Yeni kiiltiir

olusturulmasi sirasinda pH ¢ok 6nemlidir ve iki ayr sistemle dengelenir. Bunlar;
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» Dogal tampon sistemi CO; gaz1 CO3; / HCOj ile dengelenir,

» Yine HEPES adi1 verilen 6zel bir kimyasal tamponu ile dengelenebilir.

Dogal bikarbonat (HCO;) - CO, tampon sisitemleri CO; inkiibatoriinde %5 - 10°luk
CO, atmosfer ile birlikte kullanilir. Bikarbonat - CO, maliyetsizdir ve hiicreler igin
toksik degildir. HEPES ise, ¢ok yiiksek tampon kapasitesine sahip olmasina ragmen
7,2 - 7,4 pH degerindedir ve yiiksek konsantrasyonlar1 toksik etki yapabilir. Bu

tampon sisteminde, ayrica gaz atmosfere gerek yoktur.

Karbonhidratlar

Karbonhidratlardan agiga ¢ikan enerji genellikle sekerlerden meydana gelir. Ana
sekerler glukoz ve galaktozdur; ancak besi ortaminda maltoz ve fruktoz da
bulunabilir. Bazal seker, besi ortaminda 1 g/ 1 ve daha karmasik besi ortaminda 4,5 g
/1 konsantrasyona kadar c¢ikabilir. Yiiksek seker konsantrasyonu daha genis

araliktaki hiicre tiplerinin gelismesine olanak saglar.

Aminoasitler

Cizelge 1. 1. Memeli Hiicre Sistemleri i¢in Esansiyel ve Esansiyel Olmayan
Amino Asitler

Esansiyel Amino Asitler  Esansiyel Olmayan Amino Asitler

Glutamin Alanin
Izol&sin Arjinin
Losin Asparajin
Lizin Aspartik asit
Metiyonin Sistin
Fenilalanin Glutamik asit
Tiriptofan Glisin
Valine Histidin
Proline
Serin

Tirozin
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Vitaminler

Serum, hiicre kiiltiiriinde ¢ok dnemli bir vitamin kaynagidir. Cogu besi ortami ¢esitli
besin Ogeleri ile zenginlestirilir. B grubu vitaminler, hiicre gelisiminde c¢ok

onemlidirler. Bazi1 besi ortamlari, A ve E vitamini de gerektirebilirler.

Yag Asitleri ve Lipidler

Protein ve lipid gibi besi 6geleri serum icermeyen ortamlarda ¢cok onemlidirler ve
serum icerisinde de bulunurlar. Kolesterol ve steroidler, 6zellesmis hiicreler icin

gerekli olabilmektedirler.

Proteinler ve Peptitler

Bunlar serum i¢ermeyen besi ortami i¢in gereklidirler. En yaygin protein ve peptitler,
albumin, transferrin, fibronektin ve fetuindir. Bunlar besi ortamina serum ile

eklenirler.

Eser Elementler

Cinko, bakir, selenyum ve trikarboksilik asit gibi maddelerdir.

Serum

Memeli hiicrelerinin kiiltiirii i¢in kullanilan temel besi yerine vitaminler, amino
asitler, tuzlar ve bazen protein ilaveleri gibi kimyasal yapisi belirli bilesenler ilave
edilir. Pihtilasmis kanin {ist faz1 olan serum genellikle hayvan hiicresinin yasamasi
icin gerekli olan diger bilesenlerle kullanilir. Bir¢ok durumda kiiltiir besi yerine % 5
- 10 konsantrasyonda serum ilave edilene kadar biiyiime gereksinimi

karsilanamamustir.
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Sigir ya da at, serum i¢in en ¢ok kullanilan hayvanlar olana kadar ¢esitli hayvansal
kaynaklardan serum elde edilmistir. Hiicre biiylimesi i¢in en etkili ilave, yiiksek
embiryonik biiylime faktorii iceriginden dolayi, fotal sigir serumudur (Hu, 2006).

Serumun kalitesi, tipi ve konsantrasyonu hiicrelerin gelisimi lizerinde etkilidir.

Serum {iretimi pahali ve zahmetli bir siiregtir. Sigir embriyolarinin kanlarinin
toplanmasiyla hazirlanan serumlarin iiretiminde bir standart yoktur. Farkli
hayvanlardan elde edilen serumlar birbirlerinden farklilik gosterirler. Bu da
deneylerin  sonuglarmi etkilemektedir. Bu dezavantajlarindan dolayr bazi
laboratuvarlar serumsuz besiyerlerini kullanmaktadirlar. Serum kullanilmayan bir
besiyerinin ¢esitli biiyiime ve tutunma faktorleriyle desteklenmesi gerekir, bu da

calismaya gore serumdan daha pahali olabilir.

1.2.7.1. Besiyeri Gelistirme

Memeli hiicrelerinin kiiltiirii i¢in besi yeri gelistirilmesi tizerinde 50 yildan fazla
siiredir ¢alisilmaktadir. in vitro ortamda hayvan hiicrelerinin kiiltiir caligmalar
serum, kan ve doku ekstrakti gibi biyolojik sivilar kullanilarak yapilmistir. Bunu,
icerigi analiz edilmis biyolojik sivilardan olusan besiyerlerinde hayvan hiicrelerinin
kiiltiire edilmesi ¢aligmalar takip etmistir (Morgan ve ark., 1950). Bir diger gelisme
Eagle tarafindan gergeklestirilmistir. Biiylimek i¢in minimum igerikten olusan
Eagle’in minimum esansiyel besiyeri (Eagle’s minimal essential medium —
EMEM)’nin bulunmasi ile olmustur (Eagle, 1955). Bu besi yeri 13 amino asit, 8
vitamin, 6 iyonik parca ve biiylimek igin gerekli bilesikleri iceren serumdan

olusmaktadir.

Bilim c¢evresi yeni hiicre hatlarina ulastikga, besi yeri i¢in yeni formiiller
gelistirilmigtir. Bunlar Dulbecco’nun Eagle’nin besi yerinden modifiye ettigi
(Dulbecco’s modification of Eagle’s medium —DMEM) besi yeri (Dulbecco ve
Freeman, 1959), F12 (Ham, 1965) besi yeri ve Roswell Park Memorial Institue
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(RPMI) besi yeridir (Moore ve ark., 1967). Hiicre metabolizmasi ve biiylime faktorii

gereksinimleri anlasildikg¢a, serum icermeyen ¢esitli formiilasyonlar gelistirilmistir.

Gilinlimiizde  hayvan  hiicrelerinin  kiiltlirii  i¢cin ~ bircok  formiilasyona
ulagilabilmektedir. Hangi formiilasyonun kullanilacagma karar verilmesi kiiltiiriin
yapilis amaciyla ilgilidir. Virlis iiretmek ya da diger 6zel olmayan molekiilerin

caligmalari i¢in serum iceren MEM gibi temel formiiller siklikla kullanilmaktadir.

Hiicre kiiltiirlinde serum gibi igerigi belirsiz bilesenler bir¢ok dezavantaja yol
acmaktadir. Bu durum arastirma ve endiistri ¢evresinde serum icermeyen besi
yerlerine ihtiya¢ duyulmasina neden olmustur ve yeni formiilasyonlar aragtiritlmaya

baslanmistir (Hu, 2006).

Temel Besiyeri

Bu besi yeri formiilasyonundaki bilesenler karbonhidrat, aminoasitler, tuzlar,

vitaminler, hormonlar ve biiyiime faktdrlerini igeren kompleks karisimlardir.

Besi yeri, plazma ve embiryonik ekstraktlar gibi biyolojik sivilarda hayvan
hiicrelerinin biiyiitiilmesine dayanmaktadir. Kimyasal olarak igerigi belirli olmayan
besi yerlerinin kullanilmas1 ¢esitli ve duyarli kontaminasyonlar acgisindan
dezavantajlara neden oldugundan, bu durum kimyasal icerigi belli olan kiiltiir besi

yerlerinin gelistirilmesine yol agmistir.

Hiicre cogalmasi icin gerekli olan esansiyel bilesiklerin bulunmasi besiyeri
arastirmalarinda alternatif gelismelere yol agmistir. Boylece fare-L hiicreleri ve HeLa
hiicreleri icin optimal biliylimeyi saglayan Eagle’in temel besi yeri (Eagle’s basal
medium — BME) bulunmustur. BME’ nin, cesitli hiicre hatlarin1 ¢ogaltmak ig¢in
EMEM gibi sonradan modifiye edilmis ¢ok sayida versiyonu vardir.
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BME, fare-L ve HeLa hiicrelerini ¢ogaltmak i¢in gelistirilmistir ve sonra
insan diploid hiicrelerini de igeren hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasinda
kullanilmigtir. Bu besi yeri hiicre cogalmasini desteklemek i¢in degisikliklere
ihtiya¢ duymustur (Eagle, 1955).

EMEM, klonlanmis kiiltiirleri iceren genis cesitlilikteki hiicre hatlarinin
optimal biiyiimesi icin BME’de yapilan degisikliklerle gelistirilmistir.
EMEM, BME’den daha yiiksek konsantrasyonda aminoaside sahiptir. Bu besi
yeri Earle’nin dengeli tuz solusyonunu icermektedir. Buna alternatif olarak
Hanks’in tuz ¢ozeltisi kullanilabilir. Bu besi yeri birka¢ gilinde hiicre
cogalmasini desteklemektedir (Eagle, 1959).

Glasgow’un Eagle’dan modifiye besi yeri (Glasgow’s modification of Eagle’s
medium- GMEM), BME’nin bir modifikasyonu ve fazladan glukoz ve
bikarbonat ile iki kati konsantrasyonda amino asit ve vitamin i¢cermektedir.
Bu besi yeri yavru hamster bobregi 21 (baby hamster kidney 21- BHK 21)
/C13 hiicrelerini ¢ogaltmak i¢in gelistirilmistir.

Joklik’in Eagle’den modifiye besi yeri (Joklik’s modified of Eagle’s
medium), kiiltiir slispansiyonu i¢in genel amacgli biiylime besi yeridir
(Yamane ve ark., 1968).

Alpha’nin Eagle’den modifiye besi yeri, melez fare - hamster hiicrelerinin
ribozomunda ¢aligmak i¢in kullanilmaktadir. Hem esansiyel hem de esansiyel
olmayan aminoasitleri iceren bu besi yeri genel amach biiylime besiyeri
olarak kullanilabilir (Stanners ve ark., 1971).

DMEM, yiiksek konsantrasyonda besin degerine sahiptir ve BME’den 4 kat
konsantrasyonda amino asit ve vitamin igermektedir. Esansiyel olmayan
aminoasitler ve eser elementler ilave edilmistir.

RPMI 1628 ya da McCoy’un 5A besi yeri, besi yeri 199°dan aminoasit ve
vitamin karigimi ile BME’den temel alinmistir. Bu besi yeri McCoy ve
arkadaslar tarafindan formiile edilmistir (McCoy ve ark., 1959) ve sonra Hsu
ve Kellogg (1960) ile Twakata ve Grace (1964) modifiye etmistir . Sonraki
modifikasyonlarda L-alanin yerine D-alanin kullanilmistir. McCoy’un besi
yeri klonlanmig hiicrelerin standart besi yeri olarak kullanilmistir (McCoy ve

ark., 1959; Park ve ark., 1974).
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» RPMI 1630, Moore ve Kitamura tarafindan 1968 de gelistirilmistir (Moore ve
Kitamura, 1968).

» RPMI 1640, periferal kan lenfositlerinin uzun siireli kiiltiirleri igin
gelistirilmistir. Modifiye RPMI 1640’ iki genel kullanimi vardir, bunlar

cogalmayi arttirmak ya da lenfosit uyarimidir.

Cizelge 1. 2. Memeli hiicre Kkiiltiirlerinde kullanilan temel besiyeri

formiilasyonlari
Molarite(mM)
. RPMI
Bilesenler BME GMEM DMEM (1640)
Inorganik tuzlar
Kalsiyum kloriir (CaCl,) 1,8 4,5 1,8
Kalsiyum nitrat
(Ca(NO3)24H20) 0’424
Bakir siilfat  (CuSO4 -5H,0)
Demir nitrat 0.25 0.25

((Fe(NOs) -3-9H,O
Demir siilfat  (FeSO, -7H,0)
Potasyum kloriir (KCI) 5,3 37,33 5,3 5,3
Potasyun nitrat (KNOs)
Magnezyum klortir

(MgCl; susuz) 0,5 11,26
Magnezyum siilfat (MgCly) 0,81 0,813 0,407
Magnezyum siilfat 1131
(MgCly susuz) ’
Sodyum Kloriir (NaCl) 117 110 110,34 103,44
Sodyum Bikarbonat (NaHCOs3) 26,2 4,17 44,1 23,8
Sodyum Fosfat 5.63
(Na,HPO4-H,0) ’
Sodyum Fosfat
(Na>HPO,H,0) 1,01 7,43 0,906
Enerji Metabolizmast
D-Glukoz 5,55 3,88 25 11,1
Stikroz 78
D-Fruktoz 2,22
Fumarik asit 0,474
a-Ketoglutarik asit 2,53
Malik asit 5
Siiksinik asit 0,508
Amino asitler
[-alanin 2,2
L-Alanin 2,5

L-Arjinin HCI 0,1 3,3 0,398 1,1
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Cizelge 1. 2. Devam Memeli hiicre kiiltiirlerinde kullanilan temel besiyeri

formiilasyonlari
Molarite(mM)
Bilesenler BME GMEM DMEM (I?;Z/([)I)
L-Asparajin 2,65 0,379
L-Aspartik asit 2,63 0,15
L-Sistin 2HCI 5,0x 107 9,2x 107 0,2 0,206
L-Glutamik asit 4,08 0,136
L-Glutamin 4,11 4 2,05
Glisin 8,67 0,399 0,133
L-Histidin 5.2x 10 16,2 0,2 9,7x 107
L-Hidroksiproline 0,153
L-izolosin 0,198 0,382 0,802 0,382
L-Losin 0,198 0,573 0,802 0,382
L-Lizin HCL 0,2 3,42 0,798 0,219
L-Metiyonin 0,05 0,336 0,201 0,101
L-Fenilalanin 0,1 0,909 0,4 9,1x 107
L-Prolin 3,04 0,174
L-Serin 10,5 0,4 0,286
L-Treonin 0,202 1,47 0,078 0,168
L-Triptofan 2,0x 107 0,49 0,078 2,5% 107
L-Tirozin 2Na-2H,0 10,010 0,276 0,398 0,11
L-Valin 0,2 0,855 0,803 0,171
Vitaminler
Biyotin 4,0x 107 4,1x 107 8,0x 107
D-Kalsiyum pantotenik 2,0x 107 4,2x 107 8,3x10°  5,0x 10™
Kolin kloriir 7,1x 107 1,4x 107 2,9%10%  2,1x 102
Folik asit 2,2x 107 4,5% 107 9,1x10°  22x 107
i-Inositol 1,1x 102 1,0x 10™ 4,0< 102 1,9x 10
Nikotinik asit (Niasin) 1,0x 10
Nikotinamid 8,1x 10 3,3x 107 8,1x 107
p-Aminobemzoik asit 1,0x 10 7,2% 107
Piridoksal HCI 4,9x 107 9,7x 107 2,0x 107 4,8x 107
Piridoksin Hidroklorid
Riboflavin 2,7 10 5,3% 107 1,1x10%  5,0x 10™
Tiamin HCI 2,9% 107 5,9x 107 1,2<10%  2,9x 103
Vitamin By, 3,7 10°
Lipit ve Tiirevleri
i-Inositol 1,1x 102 1,0x 107 4,0< 102 1,9x 10
Glutatyon (Indirgenmis) 3.2x 107
Indikatorler
Fenol kirmizist 2,5% 107 3,5 107 1,3x 102

Fenol kirmizisi 2,5% 107 3,5% 10 1,3% 102
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Serum Icermeyen Formiilasyonlarin Kullanimi i¢in Kompleks Besi Yerleri

» Biggers’ besi yeri kiiltiirde izole hepatositlerin gelisimi i¢in dizayn edilmistir
(Biggers ve ark., 1961). Aminoasitler ve vitaminler ilave edilerek Fitton-
Jackson modifiye etmistir.

> Connaught Ilag Arastirma Laboratuvarlari (Connaught Medical Research
Laboratories-CMRL) 1066 besi yeri, serum ilave edilmeden hiicre ¢ogaltmak
icin diizenlenmis kompleks bir besi yeridir. Bu formiilasyon, besi yeri 199’un
kapsamli modifikasyonunu temsil etmektedir (Parker ve ark., 1957; Morgan
ve ark., 1950).

» ¢RDF, RPMI 1640 : DMEM : F12 (2 : 1 : 1) karisimidir. Hiicre kiiltiiriinde
farkli tiir hiicrelerin birlesmesiyle olusan melez hiicre klonlarin1 desteklemek
icin bulunmus serum icermeyen formiilasyondur (Murakami, 1989).

» F12 Ham’s besi yeri tavuk embiryosundan klonlanmis c¢esitli hiicrelerin
cogaltilmasinda gelistirilmistir.

» F12 Ham’s besi yeri ¢esitli eser elementleri i¢ceren kompleks bilesenlere sahip
ve diploid hamster over hiicrelerini klonlamak i¢in dizayn edilmistir (Ham,
1965). Serum igermeyecek sekilde formiile edilmistir; fakat su an cesitli
normal ve doniistliriilmiis hiicrelerin biiytimesini desteklemek icin genellikle
serum bilesenleri ile kullaniliyor. Serum igermeyen formiilasyonlarin
temelinde F12, DMEM (1 : 1) ile kombine edilmistir (Barner ve Sato, 1980).
Boylece yiiksek besin konsantrasyonundaki DMEM ile zengin F12
birlestirilmistir.

» Iscove’un Dulbecco’dan modifiye edilmis besi yeri (Iscove’s modified
Dulbecco’s medium - IMDM), DMEM igerigine amino asitler, vitaminler
selenyum, sodyum piruvat, Hepes ve demir nitrat yerine potasyum nitrat ilave
edilmis modifikasyonudur.

» MCDB 104, klonlanarak biiyiitiilmiis insan diploid fibroblastlari igin Ham’s
F12 besi yerinden gelistirilmistir.

» MCDB 110, insan diploid fibroblastlarin1 biiytitmek i¢in MCDB 104’den
gelistirilmistir (Bettger ve ark., 1981). Yag asitleri, fosfolipitler, biiyiime
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faktorleri, hormonlar ve serum aktivasyonunu uyarma i¢in diger bilesenler
eklenerek modifiye edilmistir (Ryan ve ark., 1987).

» Medium 199, bazi hiicre serisi bilylime serumlar1 hala igerse de, protein
icermeyen biiylime besiyeri iiretmek amaciyla formiile edilmistir. Bu besiyeri
Earle’nin tuz soliisyonunu ve aminoasitleri, vitaminleri, niikleik asit
tiirevlerini, biliylime faktorlerini ve lipitleri igeren genis yelpazeli son derece
karmagik bir ortamdir. (Morton, 1970; Morgan ve ark., 1950; Morgan ve ark.,
1955).

Standart besi yeri formiilasyonlart hem sivi hem de toz olarak ticari {ireticilerden
satin almabilir. Sivi formlar1 X1 ya da x10 konsantrasyonlarda gelebilir ve ihtiyag
duyulan sonraki seyretme steril deiyonize distile su ile yapilir. Alternatif olarak
Ozellikle fazla miktarda besi yerine ihtiya¢ duyuldugunda toz besi yeri tercih
edilebilir. Bu durumda toz besi yeri distile suda ¢oztilmeli ve 0,22 um filtre ile steril
hale getirilmelidir. Steril sodyumbikarbonat, antibiyotikler ve glutamin genellikle
besi yerinin sterilizasyonundan sonra ilave edilir. Besi yeri otoklavlaniyorsa bu

bilesenler stabil degildir (Hu, 2006).

1.2.8. Antibiyotikler

Antibiyotikler kisa siireli kiiltiirler i¢in besi yerine siklikla ilave edilirler.
Antibiyotikler ileri giinlerde problem yaratabilecek diisiik seviyeli kontaminasyonlari

onlemek i¢in kullanilmaktadir (Hu, 2006).

Antibiyotik kullaniminda su karisim tavsiye edilmekte;

» Penisilin (100 IU/ml) gram pozitif bakterilerin gelisimini onler.
» Streptomycin (50 pg/ml) gram negatif bakterilerin gelisimini onler.
» Amphoterisin-B (25 pg/ml) antifungal bir maddedir.
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1.2.9. Tripsin

Tripsin hiicre pasajlamalarinda kullanilan temel enzimdir. Tripsin, bir serin proteaz

tipi enzim olup, lizin ve arjinin aminoasitlerinden peptidleri yikar.

Tripsin kullaniminda dikkat edilmesi gereken bazi noktalar sunlardir (Arat ve

ark.,2008):

» Tripsin -20 °C’de saklanmalidir. Daha yiiksek sicakliklarda bekleyen tripsinin
aktivitesi diiser, bu yiizden oligotlanarak saklanmasi en uygunudur.

» Serum tripsin inhibitrlerini igerir. Bu yiizden hiicrelere tripsin
uygulanmadan dnce hiicreler mutlaka bir kere Ca ve Mg icermeyen PBS ile
yikanmali ve yiizeylerindeki serum uzaklastirilmalidir.

» Tripsin hiicrelerin ylizeyini ortecek kadar uygulanmalidir.

» Tripsin sicaklik arttikca daha etkili ¢alisir. Tripsin uygulanan hiicreler
inklibatore  konduklarinda ylizeylerden daha ¢abuk ayrilirlar, oda
sicakligindaysa daha yavas ayrilirlar.

» Hiicreler yilizeyden ayrilir ayrilmaz tripsinin inhibe edilmesi Onemlidir.
Tripsin hiicreleri ylizeyden ayirdiktan sonra, hiicre membranlarma zarar
vermeye baslar.

» Hiicrelerin ylizeylerden ayrilma hizi degisebilir. Besiyerindeki serum orani,
hiicre tipi, petrideki hiicre yogunlugu, tripsinin aktivitesi ve son pasaj
lizerinden gegen zamana gore hiicreler petri yiizeyinden farkli zamanlarda
ayrilirlar.

» Farkli sigelerdeki tripsinler birbirlerine her zaman es degerde olmayabilir.

» Tripsini inhibe etmek igin tripsin hacminin en az iki kat1 kadar % 10 fotal
sigir serumlu besiyeri uygulanmalidir. Daha sonra hiicreler pipetlenerek

birbirlerinden ayrilirlar.
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1.3. Sitotoksisite Testleri

Gegmisten bugiine hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hiicre canliligimi ve c¢ogalmasini
belirlemek i¢in birgok yontem gelistirilmistir. Bu yontemlerden en kullanigh olanlar,
96 kuyucuklu plakalarin kullanildigi modern deneylerdir. Bu deneylerle bir¢ok 6rnek
ayni anda ve hizli analiz edilebilmektedir. Sitotoksisite deneyleri degisik
parametreleri kullanarak hiicre 6liimiinii ve ¢ogalimini belirler (Weyermann ve

ark.,2005).

Toksik oldugu diisiiniilen maddenin, uygun hiicre kiiltiiriinde, hiicre bilyiime oran1 ve
hiicre tahribati iizerindeki etkisi dikkate alinarak degerlendirme yapilan testlere

sitotoksisite testleri denir. Bu test sistemlert;

Morfolojik olarak hiicresel hasarin gézlenmesi,
Hiicresel hasarin ¢esitli 6l¢iim yontemleri ile belirlenmesi,

Hiicresel biiylimenin belirlenmesi,

YV V VYV V

Hiicresel metabolizmadaki herhangi bir degisikligin belirlenmesi amaciyla

yapilmaktadir.

In vitro testler sitotoksisiteyi degerlendirenler, metabolik veya diger hiicre
fonksiyonunu degerlendirenler ve hiicredeki genetik materyal {izerindeki etkiyi

degerlendirenler (mutajenezis testleri) olmak iizere alt gruplara ayrilabilirler.

Sitotoksisite, kimyasallarin  hiicreler ve dokular {iizerindeki aktivasyon
mekanizmasinin anlasilmasinda énemli bir faktordiir. Sitotoksisitenin karsinogenesis
ve inflasyonun da iginde bulundugu patolojik proseslerde 6nemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Sitotoksisite serbest radikaller, irritanlar ve genotoksinlerinde

icinde bulundugu diger ajanlarin aktivitelerinde etkilidir (Putnam ve ark., 2002).

in vitro sitotoksisite testleri, hiicre canlilig1, hiicre proliferasyonu, membran secici

gecirgenligi, DNA sentezi ya da hiicresel metabolizma gibi toksisiteyi belirleyen
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gosterge parametrelerin 6l¢iilmesine dayanir (Gad, 2000). Sitotoksisite deneyleri in
vitro ¢alismalarda sik¢a kullanilmaktadir. Notral Kirmizi (Neutral Red - NR) ve
MTT (tetrazolyum tuz rediiksiyon) deneyleri monolayer Kkiiltiirlerde sitotoksisite
Olciimleri ya da toksik madde varliginda hiicre canliliginin belirlenmesinde sik

kullanilan yontemlerdir (Fotakis ve Timbrell, 2005; Fent, 2001).

Sitotoksisitenin in vitro testler ile Olg¢iilmesinin birgok faydasi bulunmaktadir.
Bunlardan biri, toksisite testleri i¢in kullanilan hayvanlarin sayisin1 en aza
indirmesidir. In vitro testlerin bir diger avantaji hiicre ya da organin toksik etkiye
karst mekanizmasinin belirlenebilmesidir. Yeni {irlinlerin toksisitesinin in vitro
yontemlerle tiretimin erken evrelerinde belirlenebilmesi harcanan paradan, zamandan

ve deney hayvanlarindan kazang saglayabilir (Putnam ve ark., 2002).

In vivo testler memeli bir organizmay: kullanarak, biyolojik ¢evre ile materyal
arasinda olusan bircok karmasik etkilesimin gerceklesmesine izin verirler. Bu
nedenle, in vivo testlerden elde edilen biyolojik cevap in vitro testlerle elde edilen
cevaptan daha kapsamli ve uygundur; fakat hayvan testlerinde degiskenleri kontrol
etmek ve c¢ok karmasik olduklarindan biyolojik cevab1 kantitatif olarak
degerlendirmek siklikla zordur. Bu tip testlerde etik endiseler ve hayvan saglhig ile
ilgili sorunlar giderek ©nem kazanmaktadir. Ayrica bu testler zaman alici ve
pahalidirlar. Bununla birlikte bir hayvan tiiriindeki cevabin; insandaki cevaba ne

derece benzerlik gosterebilecegi hakkinda her zaman silipheler vardir (Wataha, 2001).

In vitro testlerin baslica dezavantajlari, organizmanin disinda gerceklestirildikleri
icin, viicutta biyolojik cevabi olusturan bir¢ok etkilesimin mevcut olmamasidir

(Wataha, 2001).

1.3.1. Notral Kirmizi Alimi Sitotoksisite Testi

Kolorometrik bir yontem olan nétral kirmizi alimi sitotoksisite deneyi, lizozomlarda

biriken, elektrostatik olarak lizozomal matriksteki anyonik bdolgelere baglanan,
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katyonik siipravital bir boya olan nétral kirmizinin (3-amino-7-dimetilamino-2-metil
fenozin hidroklorid) canli hiicrelerce alimina dayanmaktadir (Bulychev ve ark.,

1978; Weyermann ve ark., 2005; Andreoli ve ark., 2003).

Hiicre yiizeyindeki veya hassas lizozomal membrandaki hasar, nétral kirmizinin
alimin1 ve baglanmasini azaltarak canli / saglam hiicrelerle hasarli / 6li hiicreleri
birbirinden ayirmay1 miimkiin kilmaktadir (Komissarova ve ark., 2005; Barileve ark.,

1994).

Notral kirmizi boyasi canli, hasar gérmemis hiicrelerin lizozomlarinda birikmektedir

(Fotakis ve ark., 2006; Yano ve ark., 2005).

Notral kirmizi alimi sitotoksisite deneyi, oldukca basit, giivenilir ve diger pahali
deneylerin yerini alabilecek nitelikte bir test yontemidir (Popiolkiewicz ve ark.,

2005).

1.4. Comet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi, Single Cell Gel Electrophoresis,
SCGE)

Comet testi, Okaryotik ve baz1 prokaryotik hiicreler olmak iizere ¢ok cesitli hiicre
tiplerinde in vivo ve in vitro uygulanabilen, DNA hasarin1 ve onarimini belirlemek
amaciyla kullanilan, olduk¢a gelismis bir yontemdir. Bu yontem hizli, hassas, kolay
goriilebilen bir yontem olup, diger yontemlere kiyasla daha ucuzdur (Collins, 2004).
Ozellikle genetik toksikolojide ve insan biyoizlemeleri g¢aligmalarinda 6nem

kazanmistir ve hizla yayginlagmustir.

Tek hiicre jel elektroforezi veya Comet teknigi, ilk olarak Rydberg ve Johanson
(1978) tarafindan DNA sarmal kiriklarinin 6l¢lilmesi amaciyla kurulmustur. Daha
sonra Ostling ve Johanson (1984) tarafindan gelistirilen teknik ndtral pH’daki lizing
ve elektroforez sartlarinda uygulanmistir. Bu yontemle yalnizca alkali oynak bolgeler

tayin edilememektedir. Mikroskopta goriilen kuyrugun kuyruklu yildiza benzemesi
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nedeniyle yonteme “Comet” ismi verilmistir. Singh ve ark. (1988) tarafindan
protokolde birtakim degisiklikler yapilarak yontem alkali lizing kosullarinda
uygulanmistir. Bu protokol, bugiin kiiclik degisiklerle diinya genelinde en yaygin

kullanilan genotoksisite protokoliidiir.

Alkali kosullarda yapilan (pH>13) Comet testi ile sekil 1. 1°de gosterilen DNA
hasarlarindan ¢ift zincir kirilmalari, tek zincir kirilmalari, alkali oynak bdlgeler
(alkali Comet sartlarinda tek zincir kiriklarina doniisiirler) (Collins ve ark., 1997),
oksidatif DNA baz hasari, DNA — DNA / DNA — protein / DNA —ila¢ ¢apraz
gecigleri tayin edilebilir ve DNA onarimi olgiilebilir (Speit ve ark., 2004). Notral
Comet testi (pH: 7 - 10) kullanildiginda ise alkali kosullarda yapilan Comet testinden
farkli olarak alkali oynak bolgeler tayin edilemez. Bu bakimdan alkali Comet testi

daha hassastir ve daha fazla DNA hasari tayin etme olanagi verir.

APURINiK BOLGE
T (monobonks iyonel alkileyict ajaniar)

ALKILASYON

CHy ~
e T i {akridinler)
fmenofonks rone! alkileyicl sjantar) "’%’f ~ INTERSELASYON

‘ RADIKAL OLUSUMU
[Broflieig sk, Keray)

TEK ZiNCIiR KIRILMALARI
{#-ray, UV gibi)

BUYUK MOLEKUL KATILMASI

fbenzof alpiren gibi)
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APIRIMIDINIK BOLGE
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" GIFT ZINGIR KIRILMALARI

[ponzas pon radyas ponu)

ZINCIRLERARASI CAPRAZ
i GEGISLER
[bifonfsironed alkieyicl sfaniar)

DNA-PHO'_I'EiN l[,';_AF'FIPAZ
GECISLERI
{x-ray, polifonks vonel alkileyici gfaniar)

ZINCIRIGI GAPRAZ
~  GEGISLER
{polifonks frone! b ilayicl siantar)

Sekil 1. 1. DNA hasari ¢esitleri
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Sekil 1. 2. Comet testi ile belirlenen DNA lezyonlarinin olas1 yazgisi

Hiicre

Mecrozis S Anoniozis

Hasarsiz bir DNA, c¢ekirdekteki matriks proteinlerle oldukca organize bir yapiya
sahiptir; fakat DNA’da bir hasar meydana geldiginde bu yap1 bozulur. Hasarli DNA
sarmalindaki zincirler kompakt yapilarin1 kaybeder ve gevseyerek agar icindeki
bosluklara yayilir. Elektroforezde akim uygulanmasi ile negatif yiiklii DNA anoda
dogru hareket eder. Hasarsiz DNA olduk¢a biiyiiktiir ve bu akim ile kuyruk
birakmadan go¢ eder. Hasar nedeniyle parcalanan daha kiiciik kisimlar ise geride
kalarak kuyruk olustururlar (Mcart ve ark., 2009). Bu nedenle DNA’daki kuyruk
miktar1 hiicredeki hasarin derecesini gosterir. Etidium bromiir ile boyanan hiicreler,
floresan mikroskop altinda hasarsiz - ¢ok hasarli arasinda sekil 1. 3.’de gosterildigi

gibi toplam 5 sinifa ayrilarak degerlendirilir.
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3 4

Sekil 1. 3. Floresans mikroskop Comet goriintiileri. Hasarsiz DNA (0), az
hasarli DNA (1), orta hasarli DNA (2), hasarli DNA (3) ve ¢ok hasarli DNA
(4) ile gosterilir (Collins, 2004).

1.4.1. Comet Testinin Kullanim Alanlari

Comet testi pek ¢ok alanda yaygin olarak kullanilir. Bu alanlardan baglicalari;

» Genetik toksikoloji; Genotoksik kimyasallarin in vivo ve in vitro
degerlendirilmesi

» DNA hasari; Tek zincir kiriklari, DNA ¢apraz gecisleri, alkali oynak bolgeler

» DNA onarimi; Zinzir kirig1 onarimi, kesip ¢ikarma onarimi

» Ekotoksikoloji

> Beslenme

» Genotoksisite biyoizlemesi

» Cevresel biyoizleme; Tehlikeli atik bolgelerindeki genotoksik kirleticilerin
degerlendirilmesi

» Hipoksi tayini
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> Insan epidemiyolojisi; Mesleksel, klinik ve gevresel maruziyetlerde DNA

hasarinin belirlenmesi veya kontrol ile maruz gruplar arasindaki DNA

onarim farkliliginin degerlendirilmesi

* Sperm bankast
» Kan bankasi

» Kanser hastalarinda radyoterapi ve kemoterapi izlemeleri

1.4.2. Comet Testinin Avantajlar

Comet testinin pek ¢ok avantaji vardir. Bunlar;

A\

Girisimsel olmayan bir yontemdir.

Az miktarda hiicre ile ¢alisilabilir (<10.000).

Kisi basina sadece 50 - 100 hiicre saymak yeterlidir. Ozellikle bilgisayar
programi kullanildiginda saglam istatistiksel sonuglar elde edilir.

DNA hasarin1 ve onarimini belirlemede oldukc¢a hassastir.

Cok cesitli hiicrelerde analiz yapmak i¢in uygun bir yontemdir.

Birkag saat icinde yontem tamamlanabilir, birkag¢ giin siiren diger sitogenetik
yontemlerle kiyaslandiginda bu Onemli bir avantajdi; ¢linkii hiicre
proliferasyonuna ihtiya¢ duymamaktadir.

Tek zincir kiriklar, ¢ift zincir kiriklari, alkali oynak bolgeler tayin edilebilir.
Insan calismalarinda sadece 5 - 10 pl kan, burun veya agiz mukoza hiicreleri,

epitel hiicreleri, sperm hiicresi kullanmak yeterlidir.

Bu 6zelliklerinin yaninda Comet testinin tek bir dezavantaji bulunur. Aslinda Comet

testi yalniz onarim hizimi (iplik kiriklarinin yeniden birlesme kinetigi) olcer; fakat

DNA onarimimnin dogrulugunu o6l¢gmez. Yanlis onarilan DNA kiriklari, Comet

testinde DNA gd¢iine neden olmaz (Ustiindag, 2010).
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1.5. Tezin Amaci

Ortak projemiz kapsaminda, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Kimya Anabilim Dali tarafindan antibakteriel ve antifungal etkili olacagi
diisiiniilerek sentezlenmis olan (Cizelge 3. 3.) 13 kimyasal maddenin HeLa
hiicrelerinde sitotoksik olduklar1 konsantrasyonlarin (ICsp) nétral kirmizi alimi
sitotoksisite testi ile hesaplanmasi amaclamistir. Bu kimyasal maddelerin sitotoksik
olduklart dozlarinin belirlenmesinin ardindan en yiiksek dozlarda sitotoksik etki
gosteren kimyasal maddeler i¢in genotoksik (Comet testi) olduklar1 dozlarin tespit
edilmesi hedeflenmistir. Bu amacgla ICsy degerleri yiiksek bulunan kimyasal
maddelerin DNA hasar1 olusturabilme potansityelleri, ayni hiicrelerde (HeLa) Comet

testi uygulanarak arastirilmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

2.1.1. Kullanilan Maddeler

PBS tablet (Fosfat Tampon Cozeltisi) (Sigma, ABD)
Kalsiyum kloriir (CaCl,) (Merck, Almanya)

MgCl, 6H,0 (Merck, Almanya)

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck, Almanya)

Potasyum kloriir (KCI) (Merck, Almanya)

Na,HPO4 (Merck, Almanya)

KH,PO4 (Merck, Almanya)

EDTA.2H,0 (Ambresco, ABD)

Tripsin ( 10 X Solusyonu T.4549 ) (Sigma, ABD)
F12 HAM ( 11-095-1 ) (Biological Industries, Israil)
NaHCO; (Sigma, ABD)

Penicilin - Streptomycin Cdzeltisi (Biological Industries, Israil)
Fotal Sigir Serumu (Sigma, ABD)

Notral kirmiz1 boyasi (Sigma, ABD)

Glasiyal asetik asit ¢ozeltisi (Merck, Almanya)
Ethanol (Merck, Almanya)

Hidrojen kloriir (HCI) (Merck, Almanya)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Ambresco, ABD)
Sodyum dodesil siilfat ( SDS ) (Sigma, ABD)
Diisiik erime dereceli agar (LMA) (Sigma, ABD)
Normal erime dereceli agar (NMA) (Ambresco, ABD)
Hidrojen peroksit ( H,O;) (Riedel-de Haen, ABD)
Tris. HCl (Ambresco, ABD)

Sodyum lauril sarkosinat (Ambresco, ABD)

Triton X-100 (Ambresco, ABD)

30
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Dimetilstilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)

Ethidium bromiir (Sigma, ABD)

Trypan mavisi (Biological Industries, Israil)

HeLa hiicreleri (Technische Universitdt Berlin, Institut fiir Lebensmittetchnologie

und Lebensmittetelchemie)

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Laminar hava akimli kabin (Clean Air, Biohazard EN 12469)
CO; inkiibatorii (Sanyo, Japonya)

Sogutmali santrifiij (Sigma, ABD)

Su banyosu (Boeco, Almanya)

Mikroskop (CETI, Belgika)

Inverted mikroskop (Micros MCXL600, Avusturya)
Fluoresan mikroskop (Leica DM 1000, Almanya)

Comet Assay IV programi (Perceptive Instruments)

Hassas terazi (Sartorius, Tiirkiye)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Vorteks (Boeco, Almanya)

Spektrofotometre (SpectraMAX, Molecular Devices Inc., ABD)
Manyetik karistirici isiticili (Heidolph MR Hei Standard, Almanya)
pH metre (WTW pH330i / SET, Almanya)

Vakum pompasi (Neo Lab)

Lam ve lamel (Menzel Glaser, Almanya)

Membran filtre (0,22 uM, Corning)

Sayim lami1 (Neubauer improved) (Marienfeld, Almanya)
Calkalayici (96 kuyucuklu plakalar i¢in ) (BDECO, Almanya)
Buz makinas1 (Hoshizaki, Japonya)

Santrifiij (Rotina 38, Hettich, ABD)

Elektroforez tanki (C.B.S., ABD)

Gii¢ kaynagi (Thermo EC250-90, ABD)
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2.2. Yontem

2.2.1. Kullanmilan Coézeltilerin Hazirlanmasi

Tripsin Cozeltisi: PBS / EDTA ¢0zeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 584 mg NacCl, 33,5
mg KCI, 99,3 mg Na,HPO,, 40,8 g KH,PO4, 22,14 mg EDTA tartildi ve 100 ml’ye
distile su ile tamamlandi. pH 7,4’e ayarlandi. pH s1 ayarlanan bu PBS / EDTA
coOzeltisi steril kosullarda siiziildii. Buradan 90 ml alindi, iizerine 10 ml Tripsin
(Sigma T4549 ) steril kosullarda ilave edildi. Buzdolabinda +4 °C’de saklandu.

Kullanilmadan énce su banyosunda 37 °C’ye getirildi.

F12 HAM Medyum (% 10’luk medyum): F12 HAM’dan 5,318 g tartilip {lizerine
440 ml steril su ilave edildi ve manyetik karistiric1 iizerinde karistirildi. Bu ¢ozelti
tizerine 0,588 g NaHCO; ilave edilip karistirmaya devam edildi. pH metre yardimi
ile pH’nin 7,0 olmasi saglandi. Hazirlanan bu ¢ozelti steril kosullarda siiziildi,
tizerine 10 ml antibiyotik ¢ozeltisi (Streptomisin / Penisilin) ve 50 ml fotal sigir
serumu ilave edildi. (pH ayarlamak i¢in kullanilan ¢6zelti miktar1 kullanilan steril su
miktarindan disiildii.) Buzdolabinda +4 °C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce su

banyosunda 37 °C’ye getirildi.

F12 HAM Medyum (% 5 lik medyum): F12 HAM’dan 5,318 g tartilip {izerine 470
ml steril su ilave edildi ve manyetik karistiric1 iizerinde kanistirildi. Bu c¢ozelti
tizerine 0,588 g NaHCO; ilave edilip karistirmaya devam edildi. pH metre yardimi
ile pH’nin 7,0 olmasi saglandi. Hazirlanan bu ¢ozelti steril kosullarda siiziildi,
lizerine 5 ml antibiyotik ¢ozeltisi (Streptomisin / Penisilin) ve 25 ml fotal sigir
serumu ilave edildi. (pH ayarlamak i¢in kullanilan ¢6zelti miktar1 kullanilan steril su
miktarindan disiildii.) Buzdolabinda +4 °C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce su

banyosunda 37 °C’ye getirildi.

PBS Cozeltisi: 1 adet PBS tablet iizerine 0,01 g CaCl, ve 0,01 g MgCl,.6H,0 tartilip

distile su ile 100 ml’ye tamamlandi, manyetik karistiricida karigtirildi. Steril



33

kosullarda siiziildii. Buzdolabinda +4 °C’de saklandi. Kullamlmadan &nce su

banyosunda 37 °C’ye getirildi.

Notral Kirmiz1 (NR) Stok Cozeltisi: 0,4 g notral kirmizi boyast 100 ml distile su

icerisinde ¢oziildii. Oda sicakliginda saklandi.

Notral Kirmizi (NR) Medyum: 1 ml NR stok ¢ozeltisi 79 ml medyum
(Streptomisin / Penisilin ¢ozeltisi ve fotal sigir serumu igermeyen) igerisinde
¢oziildi. 37°de 1 giin bekletildi. Olusan NR kristallerini uzaklastirmak i¢in 22 pm’lik

membran filtreden stizuldi.

Notral Kirmizi (NR) Medyumda Kullanilan F12 HAM Medyum: F12 HAM’dan
5,318 g tartilip iizerine 500 ml steril su ilave edildi ve manyetik karistirici iizerinde
karistirildi. Bu ¢ozelti tlizerine 0,588 g NaHCOs ilave edilip karistirmaya devam
edildi. pH metre yardimi ile pH nin 7,0 olmasi saglandi. Hazirlanan bu ¢6zelti steril
kosullarda stiziildii. (pH ayarlamak icin kullanilan ¢ozelti miktar1 kullanilacak su
miktarindan diisiildii). Buzdolabinda +4 °C’de saklandi. Kullanilmadan énce su

banyosunda 37 °C’ye getirildi.

Etanol / AsetikAsit Cozeltisi (NR Desorb): 1 ml glasiyal asetik asit ¢ozeltisi, 50 ml
etanol, 49 ml distile su cam mezur igerisine deneyin yapildig1 giin hazirlandi ve oda

sicakliginda muhafaza edildi. 1 saatten daha fazla saklanmadi.

% 2 DMSO Cozeltisi: 0,2 ml steril DMSO 9,8 ml % 5 protein i¢ceren medyum

icerisinde ¢oziildii ve laminar hava akimli kabinde siiziilerek steril hale getirildi.

1 N HCI: 8,3 ml konsantre HCI ¢ozeltisi alinip 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.
Oda sicakliginda saklandi.

1 N NaOH: 4 gr NaOH tartilip 100 mI’ye distile su ile tamamlandi. Oda sicakliginda

saklandi.
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1 M H,0; Stok Cozeltisi: 113,4 pl % 30’luk H,O, 1000 pl’ye +4 °C deki distile su

ile tamamlandi. Buzdolabinda +4 °C’de saklandh.

Lizing Stok Cozeltisi: 146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA, 1,2 g Tris tartildi ve 500 ml
distile su eklendi. 10 gr NaOH eklenerek pH 10’a ayarlandi. Kimyasallar tamamen
¢oziindiikten sonra 10 g Na-laurilsarkosinat eklenip ¢ozilinlinceye kadar karistirildi.

890 ml’ ye distile su ile tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Lizing Cozeltisi: 0,7 ml Triton x-100, 7 ml DMSO, 63 ml lizing stok ¢ozeltisi
deneyin yapilacag: giin taze olarak karistirildi ve buzdolabinda soguyuncaya kadar

bekletildi.

10 N NaOH: 200 g NaOH tartitlip 500 ml distile suda ¢oziildii. 2 hafta oda

sicakliginda saklandi.

200 mM EDTA: 14,89 g EDTA tartildi, 200 ml suda ¢6ziildii. pH 10’a ayarlandi.
Oda sicakliginda saklandi.

Elektroforez Cozeltisi: 1254,5 ml soguk su, 39 ml 10 N NaOH, 6,5 ml 200 mM
EDTA deneyin yapilacag: giin karistirildi. Buzdolabinda +4 °C’de sakland.

Notralize Lizing Cozeltisi: 48,5 g Tris tartilip 750 ml distile suda ¢oziildii. pH 7,5’e

ayarlandi. Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Ethidium Bromiir Cozeltisi: 10 mg ethidium bromiir tartilip 50 ml distile suda
¢oziildii (200 pg / ml ). Bu stok ¢ozeltiden boyama sirasinda 1ml alinip, 9 ml distile
su ilave edildi (20 pg / ml ). Her bir lama 20 pl damlatilarak kullanildi. Oda

sicakliginda sakland.
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Normal Erime Noktali Agar ( NMA ) Cozeltisi: % 1’lik ¢ozeltisi PBS (Na ve K
icermeyen) ile ¢oziilerek hazirlandi. Cozelti heniiz sicak iken lamlar bu ¢ozeltinin

icine daldirilarak agar ile kaplandi ve kurutuldu.

Diisiik Erime Noktah Agar ( LMA ) Cozeltisi: % 0,75’ lik ¢ozeltisi PBS (Na ve K
icermeyen) ile ¢oziilerek hazirlanip buzdolabinda + 4 °C’ de saklandi. Kullanilmadan

6nce su banyosunda 37 °C’ye getirildi.

2.2.2. HeL.a Hiicrelerinin Sivi Azottan Cikarilmalar

Azot igerisinde -196 °C’de saklanmakta olan HeLa hiicreleri (1-3 milyon hiicre/1,5
ml) alindi ve 37 °C’de ¢oziinmesi saglandi (HeLa hiicrelerinin temininde sagladigi
yardimlar i¢in Prof. Dr. Andrea Hartwig’e tesekkiir ederiz). Laminar hava akiml
kabinde sterilite kosullarina dikkat edilerek 15 ml’lik steril santrijiif tiipiinde 10 ml
(37 °C) medyum igerisine aktarildi. Tiip 26 °C’de, 1500 rpm’de, 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra iist fazda medyum ile DMSO, alt fazda ise hiicreler
bulunuyordu. Ust faz pastor pipeti yardimiyla steril kosullarda vakumla atildiktan
sonra alt fazdaki hiicrelerin iizerine 10 ml medyum ilave edildi. Hiicreler medyum
icerisine pipetle ¢ek-birak yontemi kullanilarak homojen olarak dagitildi. Hiicrelerin
hepsi almip igerisinde 10 ml medyum bulunan 75 cm®lik flaskla inkiibatére
kaldirildt (37°C, % 5 CO,). Azottan c¢ikan hiicrelerin iirememe, ¢ogalmama
olasiligina kars1 pasajlama islemini birkag kez tekrarladiktan sonra hiicrelerin diizenli

cogalip ¢cogalmadigina bakildi.

2.2.3. HeLa Hiicrelerinde Yeni Pasajin Yapilmasi

CO; inkiibatoriinde (37°C, % 5 CO,) flask icerisinde duran hiicrelerden yasamaya
devam edenler flask yilizeyine yapisip mekik seklini alirken, 6lmiis olan hiicreler

medyum igerisinde yiizerler.
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CO; inkiibatoriinde flask icerisinde beklemis olan hiicrelere mikroskop altinda
bakildi ve hiicrelerin yasamaya devam ettigine karar verdikten sonra hiicrelerin yeni

medyum icerisine alinmasi i¢in gerekli igslemlere baslandi.

Steril flask, laminar hava akimli kabinde sterilitesi bozulmadan agildi. Steril pastor
pipeti yardimi ile flask icerisindeki medyum aspire edildi. Daha onceden su
banyosunda 1sitilip 37 °C’ye getirilmis olan steril tripsin ¢ozeltisi uygun sekilde
acilip flaskin hacmine gore hesaplanmis olan miktardaki cozelti flask icerisine
konuldu. Tripsin ¢ozeltisi hiicrelerin bulundugu yiizeyin hepsine temas edecek
sekilde 2 - 3 saniye boyunca flask yiizeyinde gezdirildi. Tripsin ¢ozeltisi flask
igerisinden aspire edilip hesaplanmis miktardaki tripsin ¢ozeltisi tekrar konulup 20
saniye boyunca flask ylizeyinde gezdirildi. Flaskin sterilitesi saglandiktan sonra
kapatilip 2 dakika 37 °C’ye ayarli olan CO, inkiibatdriinde bekletildi. Flask yiizeyine
yapismis olan hiicreler mekanik yardimla (gerekiyorsa) yiizeyden koparildi.
Mikroskop ile bakarak hiicrelerin yilizeyden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edildi.
Flask laminar hava akimli kabinde uygun kosullarda agilip hiicreler daha 6nceden
hesaplanmis miktardaki medyum igerisinde steril tlipe alindi. Medyum igerisindeki
hiicrelerin sayilart belirlendi (detay i¢in bolim 2.2.4.°e bakiniz) ve CO;
inkiibatoriinde kag giin bekletilecegine bagli olarak uygun sayidaki hiicre uygun
miktardaki medyumla uygun hacimdeki flask icerisine konuldu. Hiicrelerin homojen
dagilmasi saglanip flask yiizeyine tarih, saat, hiicre adi, pasaj sayist ve hiicre sayisi

yazilarak 37 °C’ye ayarli olan CO, inkiibatoriine kaldirildi.

2.2.4. Hiicre Sayimi

Flask icerisindeki hiicreler yeni medyuma alinip steril tiip igerisine konulduktan
sonra 100 pl hiicre eppendorf igerisine alinip itizerine 100 pl trypan mavisi ilave
edildi (dilisyon faktorii = 2). Trypan mavisi ile hiicreler homojen olarak
kanistirildiktan sonra karistmin 100 pl’si bekleme yapilmadan {iizerine lamel
kapatilmis improved neubauer sayim lamina uygulandi. Lamin 4 kosesindeki ve

ortasindaki karelerde bulunan hiicreler sayildi. Bes bolgenin ortalamasi alindi ve
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diliisyon faktoriiyle her karenin hacminin g¢arpimi olan 20.000 ile carpilarak 1

ml’deki hiicre sayis1 bulundu.

Uygulama noktasi Larmnel

Sayim
Bélmesi 0.1 mm drmek derinligi
Larneli

yerlegtirme
dested

Sekil 2. 1. Hiicre sayim lami1 (Improved Noubauer)

1, 3,5, 7 ve 9 numarali karelerdeki hiicreler sayildi. 1, 3, 7 ve 9 numarali karelerin
(kose kareler) igerisinde 16 adet kiigiik kare, 5 numarali karenin (merkez kare)
icerisinde ise 25 adet kiiclik kare bulunmaktadir. 9 biiyiik kareden her biri Imm*’dir

ve derinlik 0,1 mm’dir, buna gore her karedeki hacim 0,1 mm?>’tiir (0,0001ml).

Sayim yapilirken soldan saga, yukaridan asagiya gidildi. Aymi hiicreyi iki kez
saymamak amaciyla, karelerin sol ve {ist ¢izgilerine temas eden hiicreler sayildi, alt
ve sag cizgilere temas eden hiicreler sayilmadi. Sayilan 5 karedeki hiicrelerin
ortalamasi alindi, diliisyon faktdrii ve 10 ile carpilarak 1 ml’deki hiicre sayisi

hesaplandi.

ToplamHicreSayis
3

¥ 10% X 2 (dilitsyon faktdrit) = 1 ml dekd hifcre sapisy
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2.2.5. Hiicrelerin Diizenli Cogalmasinin Kontrolii

Steril 8 petriye 1. giin uygun sayidaki hiicre uygun hacimdeki medyum igerisinde
konuldu. Petriler CO; inkiibatoriine kaldirildi. Petri iizerine tarih, saat, hiicre adi,
hiicre sayist yazildi ve kaginci giin sayimin yapilacagini belirten bir isaret konuldu.
Petrilerden 2 ser tanesinde 2., 3., 4. ve 5. giinlerde hiicre sayim1 yapilip sonuglari
grafige gecirildi. Uygun bir ¢ogalma egrisi elde edildiginde hiicrelerin diizenli olarak
cogaldiklarina karar verilmistir. Diizenli ¢cogaldig1 gdzlenen hiicreler daha sonraki

deneylerde kullanilmigtir.

Sekil 2. 2. HeLa hiicreleri

250000 1 [ 0 0 - 100

200000 - . - 80
— 'ﬁr -
g 150000 - : > 60 %
L .’~ lg
'a :" =
%' 100000 - 0 ?3
P g
g s
= 50000 | .. 3 26

Traner » soofpes Hilcresavisi /5
ml
0 T T T T 0

baslangig 1. 2un (24 h}2. gin (48 h}3. gin {72 h}4. gin (96 h}

Sekil 2. 3. HeLa hiicrelerinin diizenli ¢ogalma grafigi
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2.2.6. Sitotoksisite Testinin Uygulanmasi

Kimyasal maddelerin sitotoksisite testleri yapilirken toksisite degerleri daha 6nceden
bilinen sodyum dodosil siilfat (SDS) ile testin dogrulugu kontrol edildi. Bir bagka
deyisle SDS yapmis oldugumuz sitotoksisite testlerinde pozitif kontrol olarak
kullanildi.

2.2.6.1. SDS’nin Sitotoksisite Testinde Pozitif Kontrol Olarak Kullanilmasi

Kiiltiirti yapilan hiicreler ml’de 10.000 hiicre olacak sekilde % 10 protein igeren
medyum igerisine alinip her bir kuyucuga 100 pl konuldu ve CO; inkiibatoriinde 24
saat inkiibe edildi. SDS’nin % 5 protein igeren medyum igerisinde 200 pg/ml’lik
¢oOzeltisi hazirlandi ve 0,2 um por genisligindeki slizgegten siiziilerek steril hale
getirildi. SDS’nin 8 farkli konsantrasyonu hazirlanarak (200 pg/ml, 100 pg/ml, 68,1
pg/ml, 46,4 pg/ml, 31,6 pg/ml, 21,5 pg/ml, 14,7 pg/ml, 10 pg/ml) toksik dozu

belirlendi.

Kullanilacak olan 96 kuyucuklu plagin 1. ve 12. siitunlar1 blank olarak, 2. ve 11.
stitunlar1 kontrol grubu olarak (icerisinde sadece hiicre olan % 5 lik medyum
konuldu) kullanildi. Diger siitunlara ise SDS azalan konsantrasyonlarda ilave edildi.
SDS ile yapilan sitotoksisite deneylerinde 2 ayr1 plaka ile ¢alisilarak deneyin kendi
icindeki uyumlulugu (tekrarlanabilirligi) kontrol edildi.

2.2.6.2. Test Edilecek Kimyasal Maddelerin Sitotoksisite Testleri

SDS i¢in yapilan sitotoksisite testinde oldugu gibi kiiltiirii yapilan hiicreler ml’de
10.000 hiicre olacak sekilde % 10 protein igeren medyum igerisine alinip her bir
kuyucuga 100 pl konuldu ve CO; inkiibatoriinde 24 saat inkiibe edildi. Test edilecek
kimyasal maddelerin 5 mg’imm1 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziip 0,2

um por genisligindeki filtreden gegirerek steril hale getirildi. Bu steril ¢ozeltiden 0,2
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ml almip 5 ml’ye % 5’lik medyum ile tamamlanarak 200 pg/ml’lik ¢ozelti elde
edildi. Kimyasal maddeleri ¢6zmek ic¢in kullanilan DMSO % 2 konsantrasyonun
tizerinde toksik etki gosterdiginden ilk konsantrasyon 100 pg/ml olacak sekilde 8
farkli konsantrasyon (100 pg / ml, 56,23 pg/ml, 31,62 pg/ml, 17,78 pg/ml, 10 pg/ml,
5,62 pg/ml, 3,16 pg/ml, 1,78 pg/ml) hazirland1 ve toksik doz belirlendi.

Kullanilacak olan 96 kuyucuklu plagin 1. ve 12. siitunlar1 blank olarak, 2. siitunu
kontrol grubu olarak (icerisinde sadece hiicre olan % 5 lik medyum konuldu), 11.
stitunu DMSO’nun % 2 konsantrasyonunun HeLa hiicreleri icin toksik olup
olmadigini gozlemek i¢in kullanildi. Diger siitunlara ise kimyasal maddeler azalan
konsantrasyonlarda ilave edildi. Her bir kimyasal maddenin sitotoksisite deneyinde 2
ayrt plaka ile paralel calisilarak deneyin kendi igindeki uyumlulugu

(tekrarlanabilirligi) kontrol edildi.

Test edilen kimyasal maddelerin sitotoksisitesi aragtirilirken herbir set i¢inde pozitif
kontrol olarak SDS’ninde sitotoksisitesi test edildi. Bu sayede testin dogru isleyip

islemedigi her deney setinde kontrol edilmis oldu.

2.2.6.3. Sitotoksisite Testi (Notral Kirmizi Alimi — Neutral Red Uptake)

1. Giin

» Kiiltiirii yapilan hiicrelerin ml’deki sayisi belirlenip ml de 10.000 hiicre
olacak sekilde % 10’luk medyum igerisinde hiicre slispansiyonu hazirlandi.
Homojen hale getirilen ¢ozeltiden 96 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna
100 pl konuldu. Plakalar 24 saat boyunca 37 °C’lik CO, inkiibatoriinde
inkiibe edildi.

» PBS ¢ozeltisi hazirlanip buzdolabinda muhafaza edildi.

» SDS’nin % 5 protein iceren medyum igerisindeki 200 pg/ml’lik ¢ozeltisi
hazirlandi.

» Test edilecek olan kimyasal maddeler DMSO igerisinde ¢oziildii.
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2. Giin

» Hazirlanan SDS ve test kimyasallar filtreden siiziiliip steril hale getirildi ve
konsantrasyonlar1 ayarlandi.

» Kuyucuklar igerisindeki % 10 protein igeren medyum aspire edildi. Plakanin
1., 2. ve 12. siitunlarina % 5 protein iceren medyumdan 100 pl eklendi, 11.
stituna 100 pl % 2 DMSO ¢ozeltisi ilave edildi (SDS ile yapilan ¢aligmalarda
11. siituna da medyum eklendi). Plakanin diger siitunlarina SDS ya da test
kimyasallar1 azalan konsantrasyonlarda eklendi. Plakalar 24 saat boyunca 37
°C’lik CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi.

» NR medyum hazirlandi ve 37 °C’lik CO; inkiibatoriine kaldirildi.

3. Giin

» Buzdolabinda saklanmakta olan PBS su banyosunda 37 °C’ye getirildi.

» Kuyucuklar igerisindeki % 5 protein igeren medyum aspire edildi.

» Artiklar temizlemek i¢in kuyucuklar 150 pl PBS ile yikandi ve ardindan PBS
aspire edildi.

» Siiziilerek kristalleri uzaklagtiritlmis olan NR medyumdan 100 pl ilave edildi
ve 37 °C’lik CO; inkiibatdriinde 3 saat inkiibe edildi.

» Plakalarin CO, inkiibatoriinden c¢ikarilmasina 1 saatten az bir siire kala
ethanol/asetik asit ¢ozeltisi (NR desorb) hazirlandi.

» Belirtilen saatin sonunda CO; inkiibatoriinden ¢ikartilan plakalar igerisindeki
NR medyum aspire edilip kuyucuklar 150 pl PBS ile yikandi ve ardindan
PBS aspire edildi. Plakalar 2500 g ‘de 5 dakika santrifiij edilerek kurutuldu.

» Bekletilmeden 150 pl NR desorb ilave edildi. Bu asamada renklenme
gozlendi.

» Homojenligi saglamak amaciyla plakalar 10 dakika boyunca mikroplaka
calkalayicisinda calkalandi.

» Her bir kuyucuk 540 nm dalga boyunda okundu ve okunan absorbans

degerine gore sitotoksisite diizeyi belirlendi.
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2.2.6.4. Sitotoksik Dozun Belirlenmesi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |b b b b b b b b b b b b
B b NK | Kl |K2 [K3 |[K4 |KS |K6 |K7 |K8 |DMSO |b
C b NK | K1 |K2 [K3 |K4 |KS |K6 |K7 |K8 |DMSO |b
D |b NK |KI |K2 |K3 |K4 [K5 |K6 |K7 |K8 |DMSO |b

sl
(o

NK |KI |K2 |K3 |K4 [K5 |K6 |K7 |K8 |DMSO |b

F b NK |KI |K2 |K3 |K4 [K5 |K6 |K7 |K8 |DMSO |b

G |b NK |KI |K2 |K3 |K4 [K5 |K6 |K7 |K8 |DMSO |b

Sekil 2. 4. Notral kirmizi alimi sitotoksisite testinde kullanilan plaka

e b=Blank

e NK = Negatif kontrol (Hiicrelerin bu kuyucuktaki canlilik oran1 % 100 kabul
edilecektir)

e DMSO = Dimetilsiilfoksit

e K1 - K8 = Test edilen kimyasal maddelerin yiiksekten diistige dogru 8 farkl

konsantrasyonu.

SDS ile yapilan ¢aligmalarda 11. Siitun da negatif kontrol olarak kullanildu.

Ortalama nx = (2C+2D+2E+2F) / 4

Ortalama pjanx = (1C+1D+1E+1F+12C+12D+12E+12F) / 8
Ortalama g; = (3C+3D+3E+3F) /4

Ortalama g, = (4C+4D+4E+4F) /4

Ortalama g3 = (5C+5D+5E+5F) / 4

Ortalama g4 = (6C+6D+6E+6F) / 4

Ortalama gs = (7C+7D+7E+7F) / 4
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Ortalama g = (8C+8D+8E+8F) / 4
Ortalama g7 = (9C+9D+9E+9F) / 4
Ortalama g = (10C+10D+10E+10F) / 4

Crtal Ortal
% Canlilk = ( i “slank | 00
lama,, - Ortalamag, .

_ (30 - Dlplik %) ( Vukssk _  Digtik  y  Diglk
% 7 (Yiikeel 95 —Distk 95) " ‘Konsentraspon  Koneantra Konsantrasyon

e Diisiik % = % 50’den daha diisiik dozdaki inhibisyonun yiizdesi

¢ Diisiik Konsantrasyon = Test kimyasali ya da pozitif kontroliin diisiik dozdaki
konsantrasyonu

e Yiiksek % = % 50’den daha yiiksek dozdaki inhibisyonun yiizdesi

e Yiksek Konsantrasyon = Test kimyasali ya da pozitif kontroliin yiiksek
dozdaki konsantrasyonu

e [ICs50= Kontrole gore % 50 oraninda sitotoksik etki gdsteren konsantrasyon

Sekil 2. 5. Sitotoksisite ¢caligmalarinda kullanilan plakalar. A,B,C: Test edilen
her kimyasal madde i¢in kullanilan dublikat mikroplakalar. D: Herbir set ile
birlikte kullanilan pozitif kontrol (SDS) mikroplakasi. N: Herbir plakadaki
negatif kontroller.
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2.2.7. Genotoksisite Testi

2.2.7.1. HeLa Hiicrelerinde DNA Hasar1 Tespiti (Comet Testi - Comet Assay)

Sitotoksisite test sonuglarina gore 1Csy degerleri kabul edilebilir seviyede bulunan
kimyasal maddeler i¢cin DNA hasar1 testi (Comet) uygulanmistir. Bu test neticesinde
test edilen kimyasal maddelerin ICsy degerinin altindaki konsantrasyonlarda DNA
hasar1 olusturma potansiyeline sahip olup olmadig1 (genotoksik olup olmadigi) tespit

edilmistir.

Deneyin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla test ilk olarak H,O, maruz birakilan
HeLa hiicreleri ile yapildi. Genotoksisitesine bakilacak her bir kimyasal madde igin
toksisite testi yapilirken H,O, ile maruz birakilmis HeLa hiicreleri pozitif kontrol

olarak kullanildi.

Test edilen her kimyasal madde i¢in 2 ayr1 paralel test yliriitiilerek yapilan testlerin

dogrulugu kontrol edildi.

1. Giin

> Yapilacak olan Comet testi i¢in 25 cm® lik flask igerisine yeterli sayida hiicre
alind1 (genelde ml de 500.000 kullanild1) ve CO; inkiibatériinde (37 °C, % 5
CO,) 48 saat inkiibe edildi.

2. Giin

» Hiicreler CO; inkiibatoriinde tutulmaya devam edildi.
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3. Giin

» Hiicrelerin  yasadigt mikroskopta gbzle yapilan kontrolden sonra
genotoksitesine bakilacak olan kimyasal maddelerin hesaplanan miktarlar
petri igerisine ilave edildi ve petriler bu sekilde 2 saat inkiibe edildi (H,O; ile
yapilan testlerde bu asamada kimyasal ilave edildikten sonra 5 dakika
beklendi).

» Belirtilen siirelerin sonunda flask igerisindeki medyum aspire edildi, tripsin

yardimiyla hiicreler yapistiklar ylizeyden kaldirildi.

Flask igerisine 5 ml soguk PBS ilave edildi.

Pipetle flask igerisindeki hiicreler alind1 ve steril santrifiij tiipiine aktarildi.

Tiipler 5 dakika, 8 °C de, 1300 rpm de santrifiij edildi.

YV V V V

Buz igerisine saptanarak soguk tutulan tiiplerdeki iist fazlar steril pastor pipeti

ile atildi.

A\

Hiicreler soguk PBS ile 5 ml ye tamamlandi.

A\

Cek birak yardimiyla homojen bir sekilde dagitilan hiicreler lama yayildi.

Hiicreleri agara alma islemi:

Yukarida anlatildig: sekilde soguk PBS igerisine alinmis olan hiicreler her bir lamda
10.000-20.000 arasinda hiicre olacak sekilde hesaplanarak, 50 pl hiicre siispansiyonu
ile 37 °C’de eritilmis 100 pl % 0,5’lik LMPA karistirildiktan sonra énceden % 1°lik
NMPA c¢ozeltisine daldirilip agar ile kaplanmis lamlara yayildi. Lamlarin {izerine
lamel kapatildiktan sonra buzlu metal yiizey iizerinde yaklasik olarak 5 dakika

bekletilerek agarin katilasmasi saglandi.

Lizing:

Lamlar daha dnceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizing ¢ozeltisine

daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.
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Alkali uygulamasi ve elektroforez:

Elektroforez tanki soguk elektroforez ¢ozeltisi ile uygun miktarda dolduruldu. Lizing
cozeltisinden ¢ikarilan lamlar agar yayilan kisimlar iiste gelecek sekilde elektroforez
tankinin igine yerlestirildi. Lamlar, 20 dakika akim uygulamadan bu ¢o6zeltide
bekletildikten sonra, 25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika elektroforez
uygulandi.

Notralizasyon ve hiicrelerin fikse edilmesi:

Elektroforez asamasi bittikten sonra elektroforez tankindan ¢ikarilan lamlar nétralize
lizing ¢ozeltisi ile yikandi. Hiicreleri lamlara fikse etmek amaciyla alkol igerisine

daldirilan lamlar okuma yapilincaya kadar karanlik bir ortamda saklandi.

Boyama ve mikroskopta degerlendirme:

Degerlendirmesi yapilacak lamlar iizerine 60 pl (20 pg/ml) etidium bromiir ¢ozeltisi
ilave edildi ve en az 10 dakika beklendikten sonra fluoresan mikroskopta okuma
yapildi. Her lamda 100 hiicre okundu. Tiim okumalar Comet Assay IV (perceptive

Instruments) programi kullanilarak yapilmstir.

Elde edilen sonug¢lardan kimyasal maddelerin ortalama kuyruk yogunugu ve ortalama

kuyruk momenti kontrol grubu ile kiyaslandi.
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HUCRELER
\

LAM KAPLAMA
LiZIiS
BOYAMA l
- - DNA ZINCIRLERININ AYRILMASI
NOTRALIZASYON (pH>13)

0,8V/cm, 300mA, pH>13)

ELEKTROFOREZ /

Sekil 2. 6. Alkali Comet tekniginde kritik basamaklarin sematik gosterimi

(Tice ve ark., 2000)

2.3. Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullamilan istatistiksel Yontemler

Kimyasal maddelere maruz kalan Hela hiicrelerinde Comet testi uygulanarak

hesaplanan kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlerinin, herhangi bir

kimyasal maddeye maruz kalmayan HelLa hiicrelerinden hesaplanan kuyruk

yogunlugu ve kuyruk momenti degerleri ile karsilastirilarak istatistiksel olarak

~ 13

anlamli olup olmadig1 “t Testi” ile kontrol edilmistir.
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14 4 4 4 4 MA A

Sekil 2. 7. A: Buzdolabinda korunan c¢ozeltiler, B: 37 °C de bekletilen
¢ozeltiler, C: CO, li inkiibatér, D: Inkiibatorde bekletilen mikroplaka ve
reaktifler, E: Hiicrelerin laminar hava akimli kabininde c¢ogaltilmasi, F:
Hiicrelerin tripan mavisi ile muamelesi, G: Hiicrelerin sayim i¢in Improved
Neubauer lamina yerlestirilmesi, H: Kullanilan mikroskoplar, I: Test edilen
kimyasal maddelerin seri diliisyonlari.



49

D E F

Sekil 2. 8. A: HeLa hiicreleri, B: Notral kirmizisi ¢ozeltisi, C: Mikroplakalarin
yikanmasi ve aspirasyonu, D: Noétral kirmizi ¢ozeltisi uygulanmus bir plaka, E:
Mikroplakalardaki fazla cozeltilerin aspirasyonunda kullanilan vakum, F:
Mikroplaka calkalayici.
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D E F

Sekil 2. 9. A: Mikroplaka okuyucu, B: Okunan sonuglar, C: Otoklav, D: Comet
testi slaytlari, E: Slaytlarin elektroforez islemi, F: Fluoresan mikroskop ve
Comet okuma istasyonu.
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3. BULGULAR

3.1. Notral Kirmiz1 Alim Sitotoksisite Testi ile Elde Edilen Sonuclar

Her bir kimyasal madde (pozitif kontrol dahil) ¢ift caligilmistir. Sonuglar verilirken
ilk olarak spektrofotometrede yapilmis olan okuma sonuglar1 verilmistir. Ardindan
bu okuma sonuclarindan asagidaki formiil kullanilarak elde edilmis olan
konsantrasyon - % canlilik verileri ve bu veriler ile elde edilmis olan grafikler
gosterilmistir. Boliim 2.2.6. da belirtildigi gibi sitotoksisite ¢alismalarinda pozitif
kontrol olarak SDS kullanilmustir.

Ortalamay, - Ortalamag, .,
Ortalama,,: - Ortalamag ...

2g Canliik = ¥ 100
( )

3.1.1. SDS (Pozitif Kontrol) icin Elde Edilen Sonuclar
SDS -1

Cizelge 3. 1. HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan SDS - 1 ile
notral kirmizi alimi sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 200 100 68,1 46,4 31,6 21,5 14,7 10 C B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
0,042 | 0,119 | 0,043 | 0,044 | 0,041 | 0,042 | 0,114 | 0,122 | 0,126 | 0,119 | 0,136 | 0,039
0,04 0,1 0,069 | 0,039 | 0,039 | 0,044 0,1 0,122 | 0,128 | 0,133 | 0,16 | 0,041
0,042 | 0,104 | 0,041 | 0,04 | 0,041 | 0,044 | 0,109 | 0,111 | 0,131 | 0,118 | 0,151 | 0,042
0,042 | 0,117 | 0,043 | 0,04 | 0,041 | 0,046 0,1 0,117 | 0,147 | 0,119 | 0,146 | 0,045
0,041 | 0,122 | 0,042 | 0,042 | 0,041 | 0,046 | 0,099 | 0,118 | 0,116 | 0,118 | 0,182 | 0,045
0,04 | 0,114 | 0,042 | 0,04 | 0,041 | 0,045 | 0,093 | 0,136 | 0,119 | 0,129 | 0,134 | 0,044
0,043 | 0,077 | 0,042 | 0,044 | 0,052 | 0,056 | 0,094 | 0,105 | 0,148 | 0,122 | 0,087 | 0,045
0,04 | 0,093 | 0,041 | 0,042 | 0,041 | 0,045 | 0,102 0,1 0,12 | 0,107 | 0,141 | 0,043

==lnllclicli-ell--1F=




ug/ml % Canlilik
200 -0,8726
100 -2,96684
68,1 -2,26876
46,4  3,664921
31,6 80,45375
21,5 108,726
14,7 119,5462
10 109,4241
A

140
120
100

[=3]
o

=
o

Canhilik (%0)
(7]
o

20

B

I-. _ \:/ - i

—

80

SDS - 1 ng/ml

160

200
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240

Sekil 3. 1. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan SDS - 1’den
notral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik
ile elde edilen

sonuclari.
konsantrasyon - % canlilik grafigi.

SDS - 1: ICso = 40,531 pg/ml|

SDS -2

B: Notral kirmizi

alimi

sitotoksisite testi

Cizelge 3. 2. HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan SDS - 2 ile

noétral kirmizi alimi sitotoksisite test sonuglart.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 200 100 68,1 46,4 31,6 21,5 14,7 10 C B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

A | 0,045 | 0,079 | 0,04 0,042 | 0,066 | 0,043 | 0,105 | 0,121 | 0,85 0,136 | 0,13 | 0,043
B | 0,042 | 0,112 | 0,042 | 0,038 | 0,037 | 0,04 0,104 | 0,119 | 0,133 | 0,128 | 0,119 | 0,047
C | 0,047 ]0,117 | 0,041 | 0,039 | 0,039 | 0,043 | 0,11 0,13 0,128 | 0,14 0,129 | 0,045
D | 0,047 | 0,119 | 0,043 | 0,044 | 0,042 | 0,046 | 0,106 | 0,115 | 0,141 | 0,122 | 0,129 | 0,047
E | 0,045 | 0,116 | 0,052 | 0,045 | 0,041 | 0,043 | 0,113 | 0,141 | 0,162 | 0,133 | 0,133 | 0,051
F | 0,044 | 0,125 | 0,045 | 0,041 | 0,042 | 0,044 | 0,111 | 0,131 | 0,148 | 0,116 | 0,134 | 0,051
G | 0,048 | 0,13 | 0,047 | 0,045 | 0,041 | 0,045 | 0,113 | 0,115 | 0,121 | 0,134 | 0,12 | 0,049
H | 0,043 | 0,121 | 0,048 | 0,042 | 0,041 | 0,045 | 0,105 | 0,126 | 0,112 | 0,113 | 0,127 | 0,048
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140 7
pg/ml % Canlilik 120 1 T\
200 -2,59965 100 |\
100 -6,7591 Sl
68,1 -8,4922 2
46,4 -4,33276 Z 60 -
31,6 87,17504 O 40 -
21,5 113,8648
147 135,3553 201
10 111,7851 0 ORI ———— S
o0 40780 120 160 200 240
SDS - 2 pg/ml
A B

Sekil 3. 2. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan SDS - 2’den
ndtral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik
sonuclart. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik grafigi.

SDS - 2: ICs = 40,089 pg/ml|

3.1.2. Sitotoksisite Testlerinde Kullanilan Test Kimyasallari

Asagidaki kimyasal maddeler Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Kimya Anabilim Dalinda sentezlenmis olan antibakteriel ve antifungal etkili

olduklar1 diisiiniilen kimyasal maddelerdir.
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Cizelge 3. 3. Toksisite testlerinde kullanilan ve antibakteriel ve antifungal

etkili olmas1 amaciyla sentezlenen kimyasal maddelerin formiilleri

Kimyasal Kimyasal Madde Formiilii
Madde Kodu
H
L0
p o) OCH;
13 HZN\9 N
NH OCHj
HCI
A
1L
19 c N
NH OCHs
HCI
\N/
H
N §
20 HN @[N@ OQOCHS
G
HCI |
e SO
/ @) OCH
21 HN\C N 3
NH OCH,3
HCI
N
IO
\9 N
NH OCHj
HCI

N
. A T oo
\C N
H
Crir
C8 N/ CZ HCl1
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Cizelge 3. 3. Devam Toksisite testlerinde kullanilan ve antibakteriel ve
antifungal etkili olmas1 amaciyla sentezlenen kimyasal maddelerin formiilleri

Kimyasal Kimyasal Madde Formiilii
Madde Kodu
H
N
L
C10 Br N HCI
F
H
Br N e
C11 »—NH
H5C N HCI
CHs
F
H
N
C13 /@ >—NH
Br N Q.HCI
F
H
N F
NH
Cl4 @,\?_ @.HCI
Br
H
N
n
C26 N @
F
C31
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3.1.3. Test Edilen Kimyasal Maddelerin Sitotoksisite Test Sonuc¢lar:

Herkimyaasl madde 2 kez (dublikat) test edilmistir.

Kimyasal madde kodu: 13 - 1

Cizelge 3. 4. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 13 — 1 (13
nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile notral kirmizi alimi sitotoksisite
test sonuglart.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B

pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
0,041 | 0,201 | 0,053 | 0,043 | 0,146 | 0,167 | 0,17 0,173 | 0,174 | 0,185 | 0,145 0,049
0,038 | 0,212 | 0,045 | 0,04 0,145 | 0,184 | 0,19 0,194 | 0,202 | 0,198 | 0,185 0,044
0,039 | 0,204 | 0,044 | 0,041 | 0,147 | 0,162 | 0,191 | 0,196 | 0,218 | 0,196 | 0,167 0,043
0,041 | 0,182 | 0,053 | 0,043 | 0,148 | 0,163 | 0,183 | 0,178 | 0,193 | 0,192 | 0,165 0,043
0,044 | 0,171 | 0,046 | 0,043 | 0,12 0,149 | 0,18 0,157 | 0,163 | 0,194 | 0,154 0,043
0,046 | 0,202 | 0,044 | 0,044 | 0,159 | 0,215 | 0,19 0,171 | 0,201 | 0,211 | 0,146 0,042
0,039 | 0,194 | 0,048 | 0,044 | 0,125 | 0,179 | 0,17 0,177 | 0,176 | 0,21 0,159 0,043
0,042 | 0,199 | 0,047 | 0,042 | 0,146 | 0,19 0,196 | 0,194 | 0,179 | 0,209 | 0,15 0,041

QI E T AR >

120
ug/ml % Canlihk 100 42
100 2,803738
56,23 0,084962
31,62 68,56415

(=]
o
1
_/

[=2]
[an]
1

i

Canhlik (%)

17,78 88,10535 40
10 97,45115 20
5,62 90,31436 0 A
T T A ~— 1

3,16 102,7188

0 20 40 60 80 100 120
1,78 105,7774

Kimyasal madde kodu 13 - 1 pg/ml

1
ra
o

A B

Sekil 3. 3. A: HelLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 13 - 1’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 13 — 1: ICs¢= 49,56 pg/ml




Kimyasal madde kodu: 13-2
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Cizelge 3. 5. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 13 — 2 (13
nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite
test sonuglari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,056 |0,18 | 0,043 | 0,043 | 0,119 | 0,157 | 0,162 | 0,177 | 0,182 | 0,19 0,125 0,042
B | 0,04 |0,168 0047 0,042 [ 0,14 ]0,163 | 0,199 | 0,189 | 0,201 | 0,222 | 0,144 | 0,043
C | 0,051 | 0,208 | 0,046 | 0,044 | 0,152 | 0,145 | 0,17 0,182 | 0,172 | 0,184 | 0,152 0,044
D | 0,044 | 0,213 | 0,046 | 0,046 | 0,158 | 0,217 | 0,197 | 0,224 | 0,217 | 0,196 | 0,136 0,045
E | 0,041 | 0,154 | 0,048 | 0,044 | 0,119 | 0,201 | 0,178 | 0,209 | 0,209 | 0,181 | 0,157 0,043
F | 0,042 | 0,208 | 0,045 | 0,044 | 0,187 | 0,172 | 0,209 | 0,204 | 0,214 | 0,214 | 0,112 0,044
G | 0,042 ] 0205 | 0,046 | 0,044 | 0,188 | 0,196 | 0,193 | 0,193 | 0,186 | 0,185 | 0,147 | 0,046
H | 0,042 | 0,213 | 0,045 | 0,043 | 0,182 | 0,183 | 0,181 | 0,214 | 0,208 | 0,201 | 0,154 0,042
pug/ml % Canlilik R
100 1,320132 0
56,23 0,165017 N
31,62 72,44224
17,78  92,07921
10 95,21452
5,62 105,9406
3,16 104,7855
1,78 98,67987 0 . A g —
20 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu 13 - 2 pg/ml
A B

Sekil 3. 4. A: HelLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 13 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 13 — 2: ICs¢= 48,59 pg/ml




Kimyasal madde kodu: 19-1
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Cizelge 3. 6. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 19 — 1 (19
nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite

test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

A | 0,044 | 0,145 | 0,046 | 0,043 | 0,043 | 0,076 | 0,11 0,132 | 0,125 | 0,158 | 0,129 0,043
B | 0,04 |0,172 | 0,044 | 0,041 | 0,04 0,069 | 0,152 | 0,082 | 0,171 | 0,186 | 0,128 0,043
C 10,04 |0,189 | 0,044 | 0,043 | 0,041 | 0,087 | 0,176 | 0,137 | 0,176 | 0,18 0,125 0,043
D | 0,04 | 0,188 | 0,046 | 0,043 | 0,042 | 0,068 | 0,137 | 0,145 | 0,182 | 0,2 0,138 0,043
E | 0,041 | 0,172 | 0,047 | 0,044 | 0,042 | 0,067 | 0,135 | 0,158 | 0,183 | 0,205 | 0,134 0,044
F | 0,041 | 0,191 | 0,045 | 0,047 | 0,043 | 0,078 | 0,149 | 0,169 | 0,173 | 0,196 | 0,149 0,044
G | 0,041 | 0,168 | 0,044 | 0,044 | 0,047 | 0,062 | 0,149 | 0,176 | 0,138 | 0,202 | 0,131 0,066
H | 0,04 |0,193 | 0,045 | 0,042 | 0,041 | 0,073 | 0,14 0,169 | 0,14 0,168 | 0,132 0,04

120 )
pug/ml % Canlilik 100 Q
100 2,447552 \
56,23 1,573427 - 8010

0
31,62 0 < 60 A
17,78 23,07692 =
10 75 £ 407
5,62 77,0979 T 2op A
3,16 95,45455 0 \, ~
T T T e 1

1,78 107,1678

20 9 20 40 60 80 100 120

Kimyasal madde kodu 19 - 1 ng/ml

A

B

Sekil 3. 5. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 19 - 1’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 19 — 1: ICsp= 14,035 pg/ml




Kimyasal madde kodu: 19 - 2
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Cizelge 3. 7. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 19 — 2 (19
nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite

test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 |56,23 [ 31,62 [17,78 [ 10 562 |36 |178 | DMSO |B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A 0,042 0,188 [ 0,046 | 0,041 [ 0,043 | 0,075 [ 0,118 | 0,156 [ 0,149 | 0,2 0,109 | 0,042
B | 0,041 [ 0209 [ 0,045 | 0,042 [ 0,04 | 0,088 [ 0,13 | 0,202 [ 0,189 | 0,221 [ 0,13 0,041
C [ 0,042 ] 021 [0,045 | 0,064 | 0,043 | 0,081 | 0,149 | 0,188 | 0,19 [ 0,225 [ 0,127 | 0,042
D [ 0,042 | 0,134 [ 0,046 | 0,041 | 0,041 | 0,089 [ 0,137 | 0,17 [ 0,174 | 0,205 | 0,134 | 0,046
E | 0,044 | 0,206 | 0,046 | 0,041 [ 0,04 [0,085 [ 0,165 | 0,197 | 0,203 | 0219 | 0,136 | 0,04
F | 0,042 [0218 [ 0,044 | 0,039 [ 0,041 | 0,113 [ 0,134 | 0,174 [ 0,16 | 0,205 | 0,15 0,045
G | 0,043 10,193 [ 0,046 | 0,042 [ 0,041 | 0,086 | 0,126 | 0,146 [ 0,16 | 0,203 [ 0,118 [ 0,041
H [ 0,043 | 0,168 [ 0,049 | 0,043 | 0,057 | 0,098 [ 0,12 | 0,155 | 0,136 | 0,2 0,151 [ 0,042
120 5.

ug/ml % Canlilik ]

100 1,592624 100 4L,

56,23 2,263202 - 80 1 X

31,62 -1,08969 > O

17,78  32,94216 = 60 1

10 69,32104 2 40 -

5,62  93,46186 v Q

3,16  93,12657 20 + \

1,78 114,4174 0 - g W .

( 20 40 60 80 100 120

Kimyasal madde kodu 19 - 2 pg/ml

A

B

Sekil 3. 6. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 19 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 19 — 2: ICs¢= 13,648 ng/ml




Kimyasal madde kodu: 20-1
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Cizelge 3. 8. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 20 — 1 (20
nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite

test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 216,1 | 147 100 68,1 46,4 31,6 21,5 14,7 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,044 | 0,047 | 0,043 | 0,043 | 0,047 | 0,044 | 0,047 | 0,044 | 0,055 | 0,045 | 0,042 0,045
B | 0,039 | 0,14 | 0,053 | 0,143 | 0,165 | 0,164 | 0,158 | 0,139 | 0,124 | 0,149 | 0,142 0,053
C 10,044 | 0,169 | 0,052 | 0,156 | 0,174 | 0,176 | 0,136 | 0,12 0,158 | 0,168 | 0,16 0,06
D | 0,043 | 0,138 | 0,045 | 0,162 | 0,204 | 0,167 | 0,179 | 0,157 | 0,15 0,155 | 0,164 0,045
E | 0,043 | 0,162 | 0,043 | 0,138 | 0,193 | 0,167 | 0,179 | 0,155 | 0,151 | 0,141 | 0,159 0,05
F | 0,045 | 0,177 | 0,043 | 0,157 | 0,219 | 0,18 0,181 | 0,184 | 0,171 | 0,183 | 0,159 0,044
G | 0,043 | 0,111 | 0,046 | 0,143 | 0,189 | 0,167 | 0,177 | 0,163 | 0,162 | 0,159 | 0,159 0,046
H | 0,042 | 0,21 | 0,08 0,044 | 0,045 | 0,046 | 0,045 | 0,043 | 0,043 | 0,045 | 0,043 0,044

140 -
pg/ml % Canhilik 120 |
2161 -0.87146
147 92,81046 100 1 Q"

100 131,3725
68,1 109,5861
46,4 106,3181
31,6 93,46405

Canhilik (%0)
(7]
o

80

120 160 200 240

P

Kimyasal madde kodu 20 - 1 pg/ml

21,5 96,51416 20 1
14,7 100,2179 0 :
200 40
A

B

Sekil 3. 7. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 20 - 1’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 20 — 1: ICsp= 184,23 pg/ml




Kimyasal madde kodu: 20-2
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Cizelge 3. 9. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 20 — 2 (20
nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite

test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 216,1 | 147 100 68,1 46,4 31,6 21,5 14,7 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A 0,042 | 0,044 | 0,046 | 0,048 | 0,045 | 0,045 | 0,044 | 0,043 | 0,044 | 0,047 | 0,043 0,043
B | 0,043 | 0,114 | 0,046 | 0,161 | 0,166 | 0,167 | 0,165 | 0,14 | 0,177 | 0,156 | 0,105 | 0,046
C | 0,047 | 0,175 | 0,055 | 0,163 | 0,17 0,16 0,153 | 0,134 | 0,167 | 0,164 | 0,147 0,048
D | 0,043 | 0,196 | 0,057 | 0,164 | 0,179 | 0,168 | 0,186 | 0,178 | 0,176 | 0,152 | 0,18 0,044
E | 0,046 | 0,183 | 0,055 | 0,17 0,18 0,181 | 0,179 ] 0,178 | 0,172 | 0,176 | 0,165 0,048
F | 0,044 | 0,145 | 0,044 | 0,182 | 0,182 | 0,183 | 0,177 | 0,178 | 0,179 | 0,176 | 0,132 0,05
G | 0,044 | 0,15 [0049 | 0,17 0,069 | 0,165 | 0,164 | 0,168 | 0,168 | 0,17 | 0,158 | 0,046
H | 0,045 | 0,044 | 0,044 | 0,043 | 0,046 | 0,045 | 0,05 0,043 | 0,044 | 0,046 | 0,044 0,045
120 -
pg/ml % Canlilik
216,1 5,058366 100 1 (). 1»"'-':3“‘ ,f—-x"'_“\
147 96,10895 = )
100 102,3346 ;3 80 A
68,1 98,63813 =
46,4 9922179 £ 607
31,6 93,96887 S 40 4
21,5 99,02724
14,7 93,96887 i
20
D T T T T T = 1
0 40 80 120 160 200 240
Kimyasal madde kodu 20 - 2 pg/ml
A B

Sekil 3. 8. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 20 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 20 — 2: ICso= 181,11 pg/ml




Kimyasal madde kodu: 21 -1
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Cizelge 3. 10. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 21 — 1 (21
nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite
test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,099 | 0,139 | 0,047 | 0,1 0,126 | 0,112 | 0,14 0,135 | 0,123 | 0,122 | 0,128 0,041
B | 0,038 | 0,142 [ 0,05 | 0,098 | 0,119 | 0,124 | 0,129 | 0,139 | 0,123 | 0,113 | 0,124 | 0,041
C {0,043 | 0,14 0,05 0,095 | 0,118 | 0,143 | 0,146 | 0,14 0,113 | 0,145 | 0,131 0,054
D | 0,041 | 0,131 | 0,054 | 0,094 | 0,142 | 0,119 | 0,138 | 0,15 0,183 | 0,135 | 0,121 0,046
E | 0,042 | 0,149 | 0,057 | 0,085 | 0,131 | 0,129 | 0,156 | 0,137 | 0,137 | 0,142 | 0,101 0,04
F | 0,044 | 0,142 | 0,051 | 0,09 0,121 | 0,147 | 0,142 | 0,17 0,167 | 0,166 | 0,144 0,042
G | 0,045 0,134 | 0,057 | 0,118 | 0,14 [ 0,132 | 0,16 | 0,062 | 0,167 | 0,157 | 0,137 | 0,042
H | 0,043 | 0,15 0,059 | 0,12 0,149 | 0,162 | 0,118 | 0,133 | 0,139 | 0,139 | 0,154 0,042
pg/ml - % Canlilik 120 1
™y
100 9,326425 100 R
56,23 48,70466 Y
31,62 87,04663 . 80 1
17,78 93,78238 9
= 60 -
10 105,1813 =
5,62 109,0674 E. 40
3,16  109,8446 ~
1,78  106,7358 20 1
D T T T _I 1
0 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu 21 -1 ng/ml
A B

Sekil 3. 9. A: HelLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 21 - 1’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 21 — 1: ICsp= 32,448 pg/ml
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Kimyasal madde kodu: 21 — 2

Cizelge 3. 11. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 21 — 2 (21
nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite
test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

0,046 | 0,155 | 0,055 | 0,123 | 0,147 | 0,15 0,14 0,148 | 0,156 | 0,154 | 0,123 0,051

0,04 | 0,182 | 0,053 | 0,1 0,145 | 0,16 | 0,133 | 0,157 | 0,155 | 0,154 | 0,108 | 0,043

0,056 | 0,154 | 0,068 | 0,095 | 0,158 | 0,145 | 0,161 | 0,173 | 0,185 | 0,147 | 0,114 0,043

0,049 | 0,154 | 0,06 0,079 | 0,163 | 0,152 | 0,151 | 0,165 | 0,199 | 0,156 | 0,127 0,049

0,042 | 0,169 | 0,053 | 0,091 | 0,14 0,138 | 0,169 | 0,173 | 0,194 | 0,146 | 0,126 0,045

0,113 | 0,176 | 0,1 0,094 | 0,164 | 0,136 | 0,184 | 0,18 0,177 | 0,16 0,139 0,046

0,044 | 0,167 | 0,073 | 0,108 | 0,153 | 0,15 | 0,148 | 0,178 | 0,18 | 0,147 | 0,13 0,046

==lnllclili-ell--1F

0,042 | 0,168 | 0,058 | 0,124 | 0,126 | 0,151 | 0,143 | 0,172 | 0,141 | 0,155 | 0,126 0,044

140 -
pg/ml % Canlilik
100 13,78911 120 T
56,23 31,8656 100 \
31,62 93,5101 ol Y
17,78 80,99652 s
10 102,781 S 601
562 108,8065 Z 40|
3,16 123,6385 E
1,78 89,80301 ¥ 20 \Q

0 . . . . . .

0 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu 21 - 2 pg/ml

A B

Sekil 3. 10. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 21 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 21 — 2: ICsp= 38,858 pg/ml
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Kimyasal madde kodu: 22 — 1

Cizelge 3. 12. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 22 — 1 (22
nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite
test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A 0,043 10,178 | 0,044 | 0,042 | 0,044 | 0,045 | 0,07 0,171 | 0,19 0,174 | 0,15 0,045
B | 0,04 |0,186]0039 | 0,04 |004 [004 |0,067 [0192 0,181 | 0,167 | 0,144 | 0,045
C 0,043 | 0,18 0,04 0,04 0,042 | 0,045 | 0,065 | 0,183 | 0,193 | 0,184 | 0,161 0,047
D | 0,045 | 0,157 | 0,043 | 0,041 | 0,043 | 0,061 | 0,066 | 0,176 | 0,195 | 0,195 | 0,154 0,048
E | 0,047 | 0,172 | 0,043 | 0,043 | 0,044 | 0,044 | 0,064 | 0,183 | 0,183 | 0,178 | 0,151 0,046
F | 0,044 | 0,177 | 0,042 | 0,041 | 0,042 | 0,043 | 0,068 | 0,185 | 0,189 | 0,196 | 0,157 0,044
G | 0,043 | 0,181 | 0,042 | 0,042 | 0,042 | 0,045 | 0,071 | 0,196 | 0,177 | 0,165 | 0,153 | 0,047
H | 0,043 | 0,171 | 0,041 | 0,042 | 0,043 | 0,046 | 0,073 | 0,183 | 0,185 | 0,156 | 0,161 0,046
140 -
pg/ml % Canhilik 120 1<
o8

100 -2,77778 100 |

56,23  -3,37302 $ e

31,62 -2,18254 4

17,78 2,18254 = 60 1

10 16,07143 S 40 |

5,62 108,1349 -0

3,16 114,6825 o

1,78 113,2937 0 — H—Co————=0

20 { 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu 22 - 1 ng/ml
A B

Sekil 3. 11. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 22 - 1°den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuclari. B: Noétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 22 — 1: ICsp= 7,2343 pg/ml




Kimyasal madde kodu: 22 — 2
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Cizelge 3. 13. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 22 — 2 (22
nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite
test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,055 | 0,184 | 0,047 | 0,042 | 0,042 | 0,043 | 0,073 | 0,229 | 0,198 | 0,178 | 0,189 0,046
B | 0,043 | 0,173 | 0,042 | 0,042 | 0,041 | 0,041 | 0,072 | 0,196 | 0,202 | 0,193 | 0,195 0,043
C | 0,045 | 0,179 | 0,041 | 0,042 | 0,045 | 0,044 | 0,075 | 0,206 | 0,217 | 0,211 | 0,174 0,046
D | 0,044 | 0,16 | 0,043 | 0,043 | 0,044 | 0,045 | 0,061 | 0,189 | 0,216 | 0,203 | 0,174 0,045
E | 0,045 | 0,186 | 0,044 | 0,043 | 0,043 | 0,056 | 0,061 | 0,192 | 0,208 | 0,195 | 0,169 0,045
F | 0,045 | 0,187 | 0,042 | 0,042 | 0,043 | 0,059 | 0,068 | 0,211 | 0,211 | 0,206 | 0,166 0,046
G | 0,043 | 0,182 | 0,042 | 0,042 | 0,042 | 0,045 | 0,065 | 0,199 | 0,208 | 0,209 | 0,174 0,047
H | 0,046 | 0,175 | 0,042 | 0,042 | 0,044 | 0,045 | 0,074 | 0,185 | 0,195 | 0,192 | 0,164 0,046
140 1~
pg/ml % Canlilik 120 Q
100 -1,97554 1n®
56,23 -1,97554 100 -
31,62 -1,03481 80 |
17,78  4,421449 S
10 15,8984 2 60 -
5,62 116,1806 2 40 |
3,16 126,3405 o 20
1,78  119,3791 Q.
0 P O=—=( > : O .
20 9 20 40 60 80 100 120

A

Kimyasal madde kodu 22 - 2 ng/ml

B

Sekil 3. 12. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 22 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 22 — 2: ICsp=7,1097 pg/ml




Kimyasal madde kodu: 23 — 1
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Cizelge 3. 14. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 23 — 1 (23
nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite

test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,042 | 0,164 | 0,041 | 0,042 | 0,042 | 0,044 | 0,088 | 0,113 | 0,128 | 0,117 | 0,123 0,041
B | 0,04 | 0,158 | 0,039 | 0,037 | 0,039 | 0,046 | 0,082 | 0,117 | 0,114 | 0,126 | 0,116 0,045
C | 0,042 | 0,164 | 0,044 | 0,04 0,038 | 0,044 | 0,093 | 0,112 | 0,135 | 0,17 0,11 0,043
D | 0,042 | 0,156 | 0,041 | 0,041 | 0,041 | 0,046 | 0,104 | 0,116 | 0,156 | 0,14 0,129 0,09
E | 0,04 | 0,148 | 0,047 | 0,041 | 0,039 | 0,047 | 0,101 | 0,103 | 0,142 | 0,141 | 0,138 0,044
F | 0,043 | 0,179 | 0,046 | 0,04 0,043 | 0,05 0,077 | 0,127 | 0,141 | 0,152 | 0,125 0,043
G | 0,044 | 0,191 | 0,041 | 0,04 0,039 | 0,054 | 0,098 | 0,112 | 0,126 | 0,164 | 0,144 0,043
H | 0,04 | 0,158 | 0,044 | 0,042 | 0,047 | 0,051 | 0,094 | 0,121 | 0,143 | 0,136 | 0,153 0,042
100 1
pg/ml % Canlilik 0
100 -3,41786 80 47
56,23 -6,94598 s
0 X
31,62 -7,16648 ¢ 6010
17,78 -1,4333 5 \
10 40,02205 E
5,62 58,32415 O 20 |
3,16 83,90298
1,78 90,29768 0 -\ -
T T P T Q) 1
( 20 40 60 80 100 120

1

ra

o
1

Kimyasal madde kodu 23 - 1 pg/ml

A

B

Sekil 3. 13. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 23 - 1’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 23 — 1: ICso= 8,0087 pg/ml
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Kimyasal madde kodu: 23 — 2

Cizelge 3. 15. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 23 — 2 (23
nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite
test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,041 | 0,175 | 0,041 | 0,044 | 0,042 | 0,055 | 0,12 0,189 | 0,161 | 0,165 | 0,183 0,043
B | 0,042 | 0,196 | 0,039 | 0,039 | 0,039 | 0,047 | 0,116 | 0,158 | 0,205 | 0,188 | 0,161 0,042
C | 0,045 | 0,194 | 0,042 | 0,044 | 0,042 | 0,051 | 0,075 | 0,17 0,199 | 0,23 0,142 0,052
D | 0,052 | 0,165 | 0,042 | 0,043 | 0,044 | 0,052 | 0,1 0,178 | 0,178 | 0,192 | 0,152 0,046
E | 0,052 | 0,184 | 0,04 0,041 | 0,042 | 0,057 | 0,124 | 0,183 | 0,156 | 0,196 | 0,152 0,043
F | 0,045 ] 0,173 | 0,042 | 0,04 0,045 | 0,058 | 0,123 | 0,143 | 0,172 | 0,193 | 0,173 0,044
G | 0,045 0,191 | 0,043 | 0,04 | 0,041 | 0,058 | 0,097 | 0,134 | 0,165 | 0,186 | 0,161 | 0,045
H | 0,043 | 0,177 | 0,04 0,04 0,057 | 0,055 | 0,099 | 0,15 0,148 | 0,153 | 0,173 0,046
120
ug/ml % Canlilik 1
100 -4,46344 100 10,
56,23  -4,08357 20 4
31,62 -3,1339 s
17,78 5,413105 = 601
10 44,15954 £ 40
5,62 92,02279 ~
3,16 97,91073 20 4
1,78 118,0437 0 Q.
|‘--—.f\_/,_| \_:I T \_:. 1
] 20 40 60 80 100 120
.20 -
Kimyasal madde kodu 23 - 2 ng/ml
A B

Sekil 3. 14. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu 23 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu 23 — 2: ICs¢= 6,1553 pg/ml




Kimyasal madde kodu: C8 — 1
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Cizelge 3. 16. Hel a hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C8 — 1 (C8
nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite
test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 216,1 | 147 100 68,1 | 464 |31,6 |21,5 |14,7 | DMSO |B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,042 | 0,045 | 0,053 | 0,048 | 0,046 | 0,048 | 0,046 | 0,045 | 0,046 | 0,055 | 0,047 0,049
B | 0,042 | 0,083 | 0,043 | 0,043 | 0,053 | 0,068 | 0,126 | 0,142 | 0,155 | 0,112 | 0,106 | 0,045
C | 0,046 | 0,126 | 0,045 | 0,047 | 0,07 0,1 0,124 | 0,158 | 0,136 | 0,125 | 0,11 0,046
D | 0,044 | 0,124 | 0,045 | 0,046 | 0,071 | 0,102 | 0,119 | 0,149 | 0,132 | 0,119 | 0,152 0,045
E | 0,044 | 0,101 | 0,047 | 0,047 | 0,081 | 0,098 | 0,128 | 0,136 | 0,155 | 0,133 | 0,155 0,045
F | 0,044 | 0,156 | 0,044 | 0,047 | 0,089 | 0,096 | 0,107 | 0,134 | 0,165 | 0,141 | 0,163 0,044
G | 0,043 | 0,139 | 0,047 | 0,048 | 0,077 [ 0,095 | 0,122 | 0,15 | 0,13 | 0,139 | 0,135 | 0,044
H | 0,043 | 0,043 | 0,045 | 0,058 | 0,049 | 0,053 | 0,045 | 0,043 | 0,046 | 0,047 | 0,049 0,045
140
pg/ml % Canlilik 120 1 90
216, 0,609756 I \
147 2,439024 001
100 40,2439 < 80 AN
68,1 66,15854 = 60
46,4 91,15854 E, \
31,6 121,3415 ~ 40
21,5 124,6951 20 \
14,7 103,3537 0 . N O
20 D 40 80 120 160 200 240
Kimyasal madde kodu C8 - 1 ng/ml
A B

Sekil 3. 15. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C8 - 1’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C8 — 1: ICso= 80,116 pg/ml
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Kimyasal madde kodu: C8 — 2

Cizelge 3. 17. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C8 — 2 (C8
nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi sitotoksisite
test sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C 216,1 | 147 100 68,1 46,4 31,6 21,5 14,7 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

0,042 | 0,043 | 0,045 | 0,045 | 0,046 | 0,058 | 0,052 | 0,044 | 0,046 | 0,046 | 0,045 0,043

0,043 | 0,091 | 0,043 | 0,045 | 0,072 | 0,097 | 0,105 | 0,138 | 0,146 | 0,143 | 0,11 0,042

0,043 | 0,094 | 0,053 | 0,046 | 0,082 | 0,093 | 0,12 0,142 | 0,157 | 0,157 | 0,137 0,044

0,047 | 0,148 | 0,045 | 0,049 | 0,071 | 0,092 | 0,132 | 0,128 | 0,148 | 0,132 | 0,158 0,044

0,045 | 0,146 | 0,045 | 0,049 | 0,068 | 0,086 | 0,124 | 0,135 | 0,15 0,161 | 0,163 0,049

0,045 | 0,096 | 0,045 | 0,048 | 0,073 | 0,094 | 0,13 0,144 | 0,152 | 0,137 | 0,141 0,049

0,049 | 0,13 0,045 | 0,049 | 0,081 | 0,094 | 0,123 | 0,145 | 0,129 | 0,167 | 0,15 0,046

==lnllclili-ell--1F

0,046 | 0,043 | 0,046 | 0,047 | 0,049 | 0,051 | 0,046 | 0,048 | 0,045 | 0,048 | 0,05 0,046

ug/ml % Canlihk 160 1
216,1  1,66113 140 4 3
147 2,990033 1204
100 36,87708 S
68,1  60,46512 = 1007
46,4 107,309 Z 80 -
3,6 121,5947 S
21,5 140,8638 \
14,7 134,2193 40 1
20 + \
0 . . i o NG N
0 40 80 120 160 200 240
Kimyasal madde kodu C8 - 2 ng/ml
A B

Sekil 3. 16. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C8 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C8 — 2: ICso= 85,855 pg/ml




Kimyasal madde kodu: C10 -1
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Cizelge 3. 18. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C10 — 1
(C10 nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile noétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,042 | 0,203 | 0,045 | 0,045 | 0,064 | 0,084 | 0,091 | 0,065 | 0,18 0,216 | 0,198 0,041
B | 0,041 | 0,198 | 0,043 | 0,042 | 0,094 | 0,15 | 0,093 | 0,125 | 0,196 | 0,224 | 0,159 | 0,041
C | 0,044 | 0,224 | 0,046 | 0,043 | 0,073 | 0,093 | 0,107 | 0,096 | 0,228 | 0,215 | 0,19 0,041
D | 0,042 | 0,232 | 0,047 | 0,045 | 0,076 | 0,087 | 0,1 0,111 | 0,197 | 0,204 | 0,178 0,047
E | 0,042 | 0,205 | 0,046 | 0,043 | 0,072 | 0,094 | 0,099 | 0,109 | 0,195 | 0,204 | 0,187 0,042
F | 0,04 |0,199 | 0,043 | 0,042 | 0,065 | 0,084 | 0,098 | 0,104 | 0,176 | 0,229 | 0,161 0,046
G | 0,041 | 0,166 | 0,046 | 0,044 | 0,06 | 0,078 | 0,093 | 0,108 | 0,169 | 0,22 | 0,156 | 0,044
H | 0,043 | 0,194 | 0,045 | 0,042 | 0,064 | 0,086 | 0,095 | 0,1 0,174 | 0,203 | 0,155 0,043
120
pug/ml % Canliik
100 1,453488 100
56,23 0,145349 80 -
=
31,62 16,56977 s
17,78 27,03488 z 60
10 33,72093 E 40 |\
5,62 36,04651 @] \“‘J\;j‘-.\(
3,16 90,69767 20 7 \_\
1,78 98,83721 0 O , ,
] 20 40 60 80 100 120
-20 -
Kimyasal madde kodu C10 - 1 png/ml
A B

Sekil 3. 17. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C10 - 1’den nétral kirmiz1 alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Nétral kirmiz1 alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C10 — 1: ICso= 3,7884 ng/ml
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Kimyasal madde kodu: C10 — 2

Cizelge 3. 19. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C10 — 2
(C10 nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B

pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
0,041 | 0,245 | 0,048 | 0,045 | 0,069 | 0,088 | 0,101 | 0,123 | 0,165 | 0,191 | 0,173 0,042
0,044 | 0,219 | 0,043 | 0,042 | 0,064 | 0,077 | 0,101 | 0,1 0,192 | 0,218 | 0,161 0,042
0,046 | 0,23 | 0,045 | 0,045 | 0,074 | 0,086 | 0,091 | 0,106 | 0,193 | 0,191 | 0,173 0,045
0,046 | 0,207 | 0,047 | 0,045 | 0,072 | 0,104 | 0,105 | 0,095 | 0,156 | 0,223 | 0,123 0,045
0,044 | 0,134 | 0,049 | 0,051 | 0,073 | 0,08 0,114 | 0,121 | 0,189 | 0,209 | 0,15 0,046
0,045 | 0,232 | 0,064 | 0,044 | 0,075 | 0,088 | 0,117 | 0,112 | 0,194 | 0,203 | 0,13 0,047
0,064 | 0,197 | 0,048 | 0,051 | 0,071 | 0,09 0,101 | 0,101 | 0,176 | 0,216 | 0,16 0,043
0,046 | 0,24 | 0,046 | 0,046 | 0,071 | 0,085 | 0,103 | 0,088 | 0,169 | 0,186 | 0,166 0,043

==lnllclili-ell--1F

120
pg/ml % Canlilik 1
100 3,703704 100 T
56,23 0,483092
31,62 18,03543 ~ 80 -
17,78 28,34138 <
10 39,4525 = 607
562 4057971 2 010
3,16 88,56683 “ N\
1,78 103,7037 01 N
0 . .\ — .

0 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu C10 - 2 png/ml

A B

Sekil 3. 18. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C10 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C10 — 2: ICso= 3,6434 ug/ml




Kimyasal madde kodu: C11 -1
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Cizelge 3. 20. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu CI11 — 1
(C11 nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile noétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,042 | 0,245 | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,091 | 0,12 0,192 | 0,175 | 0,217 | 0,205 0,044
B | 0,042 | 0,233 | 0,047 | 0,044 | 0,044 | 0,105 | 0,094 | 0,193 | 0,233 | 0,236 | 0,186 | 0,044
C | 0,043 | 0,258 | 0,047 | 0,044 | 0,052 | 0,116 | 0,132 | 0,2 0,22 0,256 | 0,18 0,045
D | 0,044 | 0,22 | 0,046 | 0,045 | 0,05 0,122 | 0,136 | 0,169 | 0,224 | 0,235 | 0,175 0,048
E | 0,041 | 0,242 | 0,046 | 0,046 | 0,053 | 0,118 | 0,124 | 0,174 | 0,217 | 0,242 | 0,172 0,044
F | 0,042 | 0,239 | 0,045 | 0,044 | 0,047 | 0,124 | 0,138 | 0,173 | 0,245 | 0,214 | 0,172 0,047
G | 0,042 | 0,232 | 0,044 | 0,045 | 0,048 | 0,101 | 0,173 | 0,199 | 0,215 | 0,231 | 0,181 | 0,046
H | 0,041 | 0,21 0,047 | 0,043 | 0,046 | 0,071 | 0,112 | 0,149 | 0,176 | 0,199 | 0,17 0,044
120 q
pug/ml % Canlilik
100 0,895141 100 )
56,23  0,255754
31,62 3,196931 80 11
17,78 38,7468 < 60
10 45,14066 =
562  68,92583 401 N
3,16 93,22251 O
1,78  98,46547 20
D T A-_|_ _JI T e 1
] 20 40 60 80 100 120
-20 -
Kimyasal madde kodu C11 - 1 pg/ml
A B

Sekil 3. 19. A: HeLla hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C11 - 1°den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuclari. B: Noétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C11 — 1: ICs¢p= 6,5152 pg/ml




Kimyasal madde kodu: C11 -2
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Cizelge 3. 21. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu CI1 — 2
(C11 nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,045 ] 0,194 | 0,046 | 0,043 | 0,045 | 0,087 | 0,112 | 0,168 | 0,229 | 0,193 | 0,182 0,042
B | 0,042 | 0,209 | 0,042 | 0,048 | 0,052 | 0,108 | 0,116 | 0,169 | 0,257 | 0,233 | 0,162 0,041
C [ 0,045 ]| 0,242 | 0,044 | 0,047 | 0,051 | 0,102 [ 0,118 | 0,15 | 0,246 | 0,238 | 0,206 | 0,044
D | 0,046 | 0,273 | 0,045 | 0,046 | 0,052 | 0,093 | 0,112 | 0,203 | 0,237 | 0,241 | 0,181 0,043
E | 0,045 | 0,268 | 0,046 | 0,048 | 0,054 | 0,102 | 0,152 | 0,185 | 0,255 | 0,23 0,19 0,044
F | 0,048 | 0,264 | 0,045 | 0,046 | 0,046 | 0,101 | 0,154 | 0,155 | 0,231 | 0,25 0,203 0,044
G | 0,044 | 0,258 | 0,046 | 0,043 | 0,05 0,128 | 0,143 | 0,152 | 0,192 | 0,216 | 0,183 0,044
H | 0,044 | 0,237 | 0,046 | 0,044 | 0,051 | 0,11 [ 0,12 | 0,148 | 0,169 | 0,196 | 0,15 0,042
100 1
pug/ml % Canlilik
100 0,057637 80 -
56,23 0,864553
31,62 2,708934 e 60 44
17,78 25,18732 ; “\
10 41,0951 =
5,62 59,19308 g 401 \
3,16  91,00865 ~
1,78 89,85591 20 1 \
0 — e . O .
0 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu C11 - 2 mg/ml
A B

Sekil 3. 20. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C11 - 2’den nétral kirmizi alimu sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C11 —2: ICsp= 7,7761 ng/ml




Kimyasal madde kodu: C13 -1
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Cizelge 3. 22. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C13 — 1
(C13 nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile noétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A 0,04 |0,151 | 0,044 | 0,055 | 0,044 | 0,064 | 0,08 0,126 | 0,153 | 0,155 | 0,141 0,043
B | 0,042 | 0,142 | 0,044 | 0,042 | 0,043 | 0,055 | 0,075 | 0,119 | 0,133 | 0,148 | 0,144 | 0,046
C 0,04 |0,155] 0,044 | 0,046 | 0,047 | 0,061 | 0,081 | 0,132 | 0,142 | 0,152 | 0,148 0,045
D | 0,044 | 0,159 | 0,045 | 0,045 | 0,047 | 0,061 | 0,079 | 0,113 | 0,123 | 0,165 | 0,15 0,044
E | 0,04 | 0,143 | 0,044 | 0,045 | 0,049 | 0,061 | 0,08 0,11 0,145 | 0,156 | 0,142 0,044
F | 0,041 | 0,138 | 0,045 | 0,043 | 0,045 | 0,051 | 0,069 | 0,117 | 0,123 | 0,141 | 0,14 0,044
G | 0,046 | 0,151 | 0,046 | 0,045 | 0,044 | 0,056 | 0,095 | 0,119 | 0,133 | 0,146 | 0,148 | 0,045
H | 0,041 | 0,139 | 0,045 | 0,045 | 0,048 | 0,056 | 0,081 | 0,121 | 0,13 0,137 | 0,154 0,047
120
ug/ml % Canlilik 1
100 1,650943 100 [®)
5623 1,886792 |
31,62 4,009434 ;; 30 _‘
17,78 14,85849 vt O
10 32,54717 = 60
5,62 70,99057 E
3,16 85,37736 ~ 40 -
1,78 104,4811 Y
20 - \
0 I\_}-—I——__ | | ~ |
0 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu C13 - 1 ng/ml
A

Sekil 3. 21. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C13 - 1’den nétral kirmizi alimu sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C13 — 1: ICsp= 7,6089 nug/ml




Kimyasal madde kodu: C13 —2
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Cizelge 3. 23. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C13 — 2
(C13 nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi

sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,043 | 0,152 | 0,049 | 0,046 | 0,045 | 0,088 | 0,1 0,121 | 0,15 0,141 | 0,152 0,044
B | 0,044 | 0,164 | 0,045 | 0,045 | 0,045 | 0,056 | 0,092 | 0,117 | 0,15 | 0,157 | 0,15 0,042
C | 0,044 | 0,166 | 0,046 | 0,045 | 0,046 | 0,066 | 0,107 | 0,132 | 0,166 | 0,219 | 0,174 0,046
D | 0,046 | 0,109 | 0,047 | 0,046 | 0,048 | 0,063 | 0,116 | 0,146 | 0,153 | 0,161 | 0,188 0,075
E | 0,044 | 0,162 | 0,046 | 0,045 | 0,046 | 0,06 0,1 0,144 | 0,15 0,154 | 0,173 0,089
F | 0,045 | 0,164 | 0,046 | 0,044 | 0,046 | 0,066 | 0,1 0,138 | 0,156 | 0,176 | 0,15 0,043
G | 0,049 | 0,179 | 0,046 | 0,045 | 0,051 | 0,071 | 0,101 | 0,125 | 0,138 | 0,16 | 0,171 | 0,047
H | 0,044 | 0,156 | 0,048 | 0,043 | 0,047 | 0,064 | 0,091 | 0,127 | 0,142 | 0,126 | 0,163 0,046
140 1
pg/ml % Canlilik
100 -8,05195 120 19|
56,23 -9,35065 _ 100 {1
31,62 -7,79221 £ Q
17,78 10,12987 = 807
10 53,76623 = 60 1 \
5,62 89,35065 S Y
3,16 106,2338 40 -
1,78 128,3117 20 |
D _|\\' T T T .'__I_\ 1
20 0 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu C13 - 2 png/ml
A B

Sekil 3. 22. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C13 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C13 —2: ICsp= 17,11 pg/ml




Kimyasal madde kodu: C14 — 1
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Cizelge 3. 24. HeLla hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C14 — 1
(C14 nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile noétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,043 | 0,156 | 0,047 | 0,042 | 0,046 | 0,067 | 0,088 | 0,15 0,154 | 0,148 | 0,15 0,076
B | 0,041 | 0,165 | 0,044 | 0,043 | 0,048 | 0,066 | 0,075 | 0,149 | 0,153 | 0,156 | 0,143 | 0,042
C | 0,042 | 0,15 0,043 | 0,045 | 0,047 | 0,069 | 0,077 | 0,134 | 0,156 | 0,14 0,147 0,047
D | 0,043 | 0,176 | 0,047 | 0,048 | 0,051 | 0,072 | 0,074 | 0,153 | 0,159 | 0,153 | 0,148 0,045
E | 0,042 | 0,158 | 0,045 | 0,048 | 0,051 | 0,069 | 0,071 | 0,166 | 0,164 | 0,161 | 0,153 0,043
F | 0,044 | 0,157 | 0,044 | 0,042 | 0,054 | 0,072 | 0,076 | 0,155 | 0,164 | 0,166 | 0,164 0,044
G | 0,043 | 0,135 | 0,046 | 0,044 | 0,049 | 0,065 | 0,076 | 0,149 | 0,152 | 0,166 | 0,146 | 0,045
H | 0,043 | 0,138 | 0,049 | 0,044 | 0,053 | 0,07 0,076 | 0,137 | 0,142 | 0,152 | 0,16 0,042
120 -
pg/ml % Canhilik
100 0,858369 100 %
56,23 1,716738 ~ 80
= 7
31,62 6,008584 <
17,78 22,96137 % 50 |
10 26,39485 =
5,62 92,91845 U 40 -
3,16 100,4292 oPN
1,78 95,49356 20 + \
0 e . ( :
0 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu C14 - 1 png/ml
A B

Sekil 3. 23. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C14 - 1’den noétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C14 — 1: ICsp= 7,1746 pg/ml
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Kimyasal madde kodu: C14 —2

Cizelge 3. 25. HeLla hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C14 — 2
(C14 nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

0,042 | 0,177 | 0,049 | 0,046 | 0,064 | 0,072 | 0,086 | 0,136 | 0,168 | 0,139 | 0,163 0,041

0,043 | 0,15 | 0,043 | 0,042 | 0,056 | 0,066 | 0,084 | 0,134 | 0,179 | 0,149 | 0,15 0,041

0,046 | 0,172 | 0,045 | 0,045 | 0,059 | 0,068 | 0,069 | 0,154 | 0,185 | 0,161 | 0,147 0,045

0,049 | 0,147 | 0,045 | 0,048 | 0,058 | 0,069 | 0,074 | 0,153 | 0,175 | 0,163 | 0,165 0,043
0,045 | 0,182 | 0,046 | 0,061 | 0,059 | 0,069 | 0,075 | 0,146 | 0,158 | 0,149 | 0,161 0,041

0,046 | 0,155 | 0,047 | 0,046 | 0,062 | 0,068 | 0,074 | 0,167 | 0,152 | 0,148 | 0,157 0,046

0,044 | 0,157 | 0,047 | 0,048 | 0,056 | 0,069 | 0,07 | 0,127 | 0,159 | 0,162 | 0,165 | 0,052

==lnllclili-ell--1F

0,044 | 0,16 | 0,046 | 0,044 | 0,059 | 0,074 | 0,076 | 0,158 | 0,127 | 0,171 | 0,167 0,042

120 {

pug/ml % Canhilik
100 0,525762 100 {4y
56,23 4,100946 0
31,62 12,09253 . 801
17,78 19,66351 % 50 -
10 23,449 =
5,62 92,42902 = 40 |

'
3,16 102,9443 |
1,78 92,63933 20 - \_4_)\

0 T \_/I\\_}T___ ; {} :
0 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu C14 - 2 ng/ml
A B

Sekil 3. 24. A: HeLla hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C14 - 2°den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuclari. B: Noétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C14 — 2: ICs¢= 7,3065 pg/ml




Kimyasal madde kodu: C26 — 1
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Cizelge 3. 26. HelLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C26 — 1
(C26 nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile noétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
A | 0,041 | 0,171 | 0,057 | 0,067 | 0,075 | 0,078 | 0,098 | 0,125 | 0,143 | 0,126 | 0,144 0,043
B | 0,041 | 0,167 | 0,05 | 0,061 | 0,069 | 0,083 | 0,093 | 0,141 | 0,159 | 0,161 | 0,154 | 0,04
C | 0,042 | 0,178 | 0,055 | 0,068 | 0,069 | 0,082 | 0,094 | 0,135 | 0,148 | 0,171 | 0,16 0,043
D | 0,042 | 0,182 | 0,055 | 0,068 | 0,075 | 0,081 | 0,099 | 0,132 | 0,17 0,166 | 0,144 0,042
E | 0,042 | 0,168 | 0,054 | 0,067 | 0,072 | 0,077 | 0,103 | 0,127 | 0,157 | 0,156 | 0,15 0,048
F | 0,043 | 0,162 | 0,053 | 0,067 | 0,075 | 0,085 | 0,092 | 0,153 | 0,171 | 0,177 | 0,161 0,047
G | 0,042 | 0,162 | 0,057 | 0,065 | 0,072 | 0,081 | 0,099 | 0,139 | 0,156 | 0,173 | 0,149 | 0,046
H | 0,042 | 0,157 | 0,052 | 0,061 | 0,082 | 0,084 | 0,093 | 0,135 | 0,15 0,166 | 0,149 0,045

120 1
ug/ml % Canlilik
100 8,244423 100 -
56,23 18,5257 -]
31,62 22,59942 ~ 80 W
17,78 29,19496 < Y
10 41,4161 = 60 -
5,62 72,25994 £ \
3,16 91,4646 © 40 1 \
1,78 96,12027 N
D T T T T _I 1
0 20 40 60 80 100 120
Kimyasal madde kodu C26 - 1 ng/ml
A B

Sekil 3. 25. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C26 - 1’den noétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C26 — 1: 1Csp= 6,84 pg/ml
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Kimyasal madde kodu: C26 — 2

Cizelge 3. 27. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C26 — 2
(C26 nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

0,047 | 0,184 | 0,061 | 0,065 | 0,069 | 0,069 | 0,083 | 0,114 | 0,13 0,118 | 0,129 0,044

0,042 | 0,198 | 0,054 | 0,065 | 0,069 | 0,078 | 0,083 | 0,118 | 0,168 | 0,142 | 0,116 | 0,042

0,045 | 0,193 | 0,058 | 0,065 | 0,075 | 0,079 | 0,099 | 0,125 | 0,153 | 0,133 | 0,157 0,042

0,046 | 0,175 | 0,059 | 0,067 | 0,073 | 0,09 0,111 | 0,124 | 0,161 | 0,161 | 0,148 0,05
0,046 | 0,175 | 0,057 | 0,071 | 0,078 | 0,078 | 0,091 | 0,126 | 0,148 | 0,15 0,146 0,046

0,043 | 0,177 | 0,054 | 0,064 | 0,069 | 0,08 0,096 | 0,127 | 0,157 | 0,157 | 0,156 0,045

0,044 | 0,189 | 0,056 | 0,067 | 0,074 | 0,074 | 0,094 | 0,137 | 0,155 | 0,156 | 0,137 | 0,047

==lnllclili-ell--1F

0,043 | 0,156 | 0,053 | 0,059 | 0,075 | 0,078 | 0,102 | 0,122 | 0,145 | 0,161 | 0,155 0,044

100

ug/ml % Canlilik
100 8,635097
56,23 15,87744
31,62 21,07707

Q
o
1
[
_.--.\_____A—«\' )

17,78 27,0195 2 60 10
10 40,01857 z \
5,62 59,51718 T 404 O
3,16 81,2442 \
1,78 77,90158 20 - TTO—
0 . . . . . |
0 20 40 60 80 100 120

Kimyasal madde kodu C26 - 2 pg/ml

A B

Sekil 3. 26. A: Hela hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C26 - 2’den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuclari. B: Noétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C26 — 2: ICs¢= 7,8639 pg/ml
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Kimyasal madde kodu: C31 -1

Cizelge 3. 28. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C31 — 1
(C31 nolu kimyasal maddenin ilk test sonucu) ile noétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B

pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
0,042 | 0,161 | 0,047 | 0,046 | 0,046 | 0,081 | 0,101 | 0,123 | 0,157 | 0,162 | 0,151 0,045
0,042 | 0,191 | 0,046 | 0,045 | 0,045 | 0,077 | 0,101 | 0,129 | 0,121 | 0,165 | 0,158 0,049
0,042 | 0,117 | 0,046 | 0,045 | 0,047 | 0,069 | 0,091 | 0,127 | 0,158 | 0,157 | 0,108 0,046
0,041 | 0,107 | 0,043 | 0,045 | 0,046 | 0,072 | 0,09 0,114 | 0,148 | 0,167 | 0,13 0,046
0,057 | 0,167 | 0,048 | 0,05 0,046 | 0,071 | 0,093 | 0,129 | 0,156 | 0,149 | 0,154 0,044
0,042 | 0,177 | 0,045 | 0,045 | 0,048 | 0,076 | 0,095 | 0,129 | 0,139 | 0,172 | 0,165 0,044
0,046 | 0,175 | 0,047 | 0,047 | 0,048 | 0,074 | 0,1 0,118 | 0,136 | 0,171 | 0,156 0,045
0,043 | 0,168 | 0,047 | 0,045 | 0,044 | 0,072 | 0,088 | 0,127 | 0,136 | 0,154 | 0,155 0,049

==lnllclili-ell--1F

140 -
pg/ml % Canlilik 120 O
100 0,258398 O
56,23 1,033592 100 4

]
3162 1,550388 5 \
1778  27.64858
10 48,57881 \
5,62 82,17054
3,16 108,5271 \

1,78 119,8966
20 - \

) L o S . O—
20 40 60 80 100 120

40 A

Canhihik %o
(7]
(e ]

Kimyasal madde kodu C31 - 1 pg/ml

A B

Sekil 3. 27. A: HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C31 - 1’den noétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuglari. B: Notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C31 — 1: ICsp= 5,8064 pg/ml
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Kimyasal madde kodu: C31 -2

Cizelge 3. 29. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C31 — 2
(C31 nolu kimyasal maddenin ikinci test sonucu) ile nétral kirmizi alimi
sitotoksisite test sonuclari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 100 56,23 | 31,62 | 17,78 | 10 5,62 3,16 1,78 DMSO | B

pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
0,043 | 0,175 | 0,046 | 0,05 0,048 | 0,082 | 0,099 | 0,123 | 0,15 0,166 | 0,149 0,046
0,045 | 0,177 | 0,044 | 0,044 | 0,045 | 0,076 | 0,092 | 0,105 | 0,18 0,17 0,137 0,046
0,045 | 0,18 | 0,047 | 0,044 | 0,047 | 0,079 | 0,088 | 0,136 | 0,163 | 0,175 | 0,152 0,046
0,044 | 0,16 | 0,049 | 0,045 | 0,05 0,066 | 0,096 | 0,142 | 0,162 | 0,18 0,147 0,05

0,044 | 0,174 | 0,047 | 0,048 | 0,046 | 0,077 | 0,097 | 0,137 | 0,153 | 0,176 | 0,151 0,045
0,044 | 0,179 | 0,047 | 0,046 | 0,046 | 0,077 | 0,086 | 0,141 | 0,156 | 0,187 | 0,153 0,045
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Sekil 3. 28. A: HeLla hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan kimyasal
madde kodu C31 - 2°den nétral kirmizi alimi sitotoksisite testi ile elde edilen
konsantrasyon - % canlilik sonuclari. B: Noétral kirmizi alimi sitotoksisite testi
ile elde edilen konsantrasyon - % canlilik grafigi.

Kimyasal madde kodu C31 — 2: ICs¢= 7,2487 pg/ml




3.1.4. Notral Kirmizi1 Alim Sitotoksisite Testi Toplu Sonuglar
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Kimyasal maddeler i¢in elde edilmis olan ICsy degerleri asagida toplu olarak

gosterilmistir.

Cizelge 3. 30. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal maddelerin nétral kirmizi
alim sitotoksisite test sonuglarindan elde edilen ICsy degerleri.

Kimyasal
madde kodu

Hesaplanan ICs) degerleri

1. test sonucu

2. test sonucu

Ortalama

13*

19

20%

21*

22

23

C8*

C10

Cll1

CI13

Cl4

C26

C31

49,56 ng/ml
14,035 pg/ml
184,23 pg/ml
32,448 pg/ml
7,2343 png/ml
8,0087 pg/ml
80,116 pg/ml
3,7884 pg/ml
6,5152 pg/ml
7,6089 ng/ml
7,1746 pg/ml
6,84 ng/ml

5,8064 pg/ml

48,59 pg/ml
13,648 ng/ml
181,11 pg/ml
38,858 ng/ml
7,1097 ug/ml
6,1553 ug/ml
85,855 pg/ml
3,6434 pg/ml
7,7761 pg/ml
17,11 pg/ml
7,3065 pg/ml
7,8639 pg/ml

7,2487 ng/ml

49,075 pg/ml
13,8415 pg/ml
182,67 pg/ml
35,653 pg/ml
7,172 pg/ml
7,082 pg/ml
82,9855 pg/ml
3,7159 pg/ml
7,14565 ng/ml
12,35945 pg/ml
7,24055 pg/ml
7,35195 pg/ml

6,52755 pg/ml

*Sitotoksisite test sonuglarina gore genotoksisite testi yapilan kimyasal maddeler.
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Notral kirmizi alimi sitotoksisite testiden elde edilen 1Csy degerlerine bakilarak ilag
aday1 olan kimyasal maddelerden uygun olanlarla genotoksisite calismasina

gecilmistir.

3.2.Alkali Comet Testi Uygulamalar ile Elde Edilen Sonuclar

Notral kirmizi alimi sitotoksisite testinden elde edilen ICsy degerlerine gore,
antibakteriel ve antifungal etkili olmasi amaciyla sentezlenen bu kimyasal
maddelerden 4 tanesinde (13, 20, 21, C8) Comet testi yardimi ile DNA hasari
olusturabilme potansiyelleri test edilmistir. Comet testine uygulanan bu 4 kimyasal
madde i¢in elde edilen ICsy degerleri diger kimyasal maddelerin ICs, degerleri
ortalamasindan anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Bu nedenle sadece bu 4
kimyasal maddenin DNA hasar1 olusturabilme potansiyeli arastirilmistir. Diger
kimyasal maddeler zaten olduk¢a diisiik dozlarda sitotoksik olmalar1 nedeni ile bu
kimyasal maddeler icin ayrica genotoksik etki gosterdikleri konsantrasyon

aragtirtlmamustir.
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3.2.1. Pozitif Kontrol Olarak Kullanilan H,O; ile Elde Edilen Sonuclar

Bolim 2.2.7.1’de anlatildigi gibi HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak H,O,

uygulanarak alkali Comet testi ile analiz edildi.

Cizelge 3. 31. HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan H,O, ile
alkali Comet testi sonuglari.

H,0, Orta}ama }(uyruk Ortalama- Kl.ly.ruk

Yogunlugu (%) Momenti (birim)
Kontrol 2,686655685 3,093008545
25 uM 10,10047043" 15,27835975
75 WM 41,99106184° 91,84835038"
100 uM 48,87223543" 117,075787"
150 uM 54,37503222° 134,1434875"
200 uM 63,56397792° 166,4482361"

*p<0,05, t Testi,
Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment
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Sekil 3. 29. HeLa hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan H,0O, ile alkali
Comet testi sonuglari.

*Kontrolle karsilastirildiginda DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli
artiglar gozlenmistir (p<0,05, t Testi).

Elde edilen sonuglara gore 25 uM, 75 uM, 100 uM, 150 uM ve 200 uM H,0; ile
yapilan alkali Comet testinde DNA hasarinin kontrole gére anlamli bir sekilde arttig1
istatistiksel olarak gozlemlenmistir (p<0,05, t Testi).
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1 2 3
4 5
Sekil 3. 30. H,0O; ile muamele edilen HeLa hiicrelerinde olusan DNA hasariin

alkali Comet testi ile goriiniimii ( 1- H,O;, Kontrol, 2- H,O, 25 uM, 3- H,0, 75
MM, 4- HzOz 100 ],lM, 5- H202 150 },lM )




3.2.2. Kimyasal Maddelerden Elde Edilen Sonuclar

Kimyasal madde kodu: 13

Kimyasal madde formiilii:

H
O
/ 0 OCHs
HZN\C N
NH OCHj
HCI

ICso: 49,075 pg/ml
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Cizelge 3. 32. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 13’iin
degisik konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testi sonuglari.

Kimyasal Madde Ortalama Kuyruk Ortalama Kuyruk
Kodu: 13 Yogunlugu (%) Momenti (birim)

Kontrol 1,780992413 1,855817457

5 pg/ml 2,391722452 2,563529981

10 pg/ml 2,328046684 2,685379657

25 pg/ml 1,979040222 2,187308154

50 pg/ml 2,388632436 2,66310729

100 pg/ml 5,246411368" 6,34859189"

*p<0,05, t Testi
Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment
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Sekil 3. 31. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 13’iin degisik
konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testi sonuglari.

*Kontrolle karsilagtirildiginda yiiksek DNA hasar1 (p<0,05, t Testi).

Elde edilen sonuglara gére HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 13’iin
degisik konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testinde 100 pg/ml’lik
konsantrosyonun DNA hasarini kontrole gore anlamli bir sekilde arttirdig: (p<0,05, t
Testi), diger degerlerde DNA hasarinin kontrole gére anlamli bir artig gostermedigi

istatistiksel olarak gozlemlenmistir (p>0,05, t Testi). Bu sonucglara gore “13”
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numarali kimyasal madde sitotoksik etki gosterdigi konsantrasyonun (ICso: 49,075

ug/ml) tizerindeki konsantrasyonlarda DNA hasar1 olusturmaktadir.

Kimyasal madde kodu: 20

Kimyasal madde formiilii:

\N/
H
L
P 0 OCH3
HN. N Q
NH OCHs
HCl

ICsp: 182,67 ng/ml

Cizelge 3. 33. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 20’nin
degisik konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testi sonuglari.

Kimyasal Madde Ortalama Kuyruk Ortalama Kuyruk
Kodu: 20 Yogunlugu (%) Momenti (birim)
Kontrol 3,355829606 4,047878493
25 pg/ml 4,633115288 5,39768143
100 pg/ml 3,284537621 4,136722719
150 pg/ml 3,322496968 4,09472093

Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment
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Sekil 3. 32. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 20’nin degisik
konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testi sonuglari.

Elde edilen sonuclara gére HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 20’nin
degisik konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testinde hicbir degerde DNA
hasarinin kontrole gére anlamli bir artis gostermedigi istatistiksel olarak gozlenmistir
(p>0,05, t Testi). Bu sonugloara gore “20” numarali kimyasal madde sitotoksik
oldugu konsantrasyonun (ICso: 182,67 pg/ml) altindaki konsantrasyonlarda DNA

hasar1 olusturmamaktadir.
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Kimyasal madde kodu: 21

Kimyasal madde formiilii:

OCHj

|
X OO )
/ o) OCHj,
HN< N
I
NH
HCI

ICs0: 35,653 pg/ml

Cizelge 3. 34. HeL a hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 21’in degisik
konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testi sonuglari.

Kimyasal Madde Ortalama Kuyruk Ortalama Kuyruk
Kodu: 21 Yogunlugu (%) Momenti (birim)
Kontrol 3,386635074 3,840733762
5 pg/ml 3,583930017 3,630786986
10 pg/ml 3,623429701 3,877454645
25 pg/ml 3,521681201 3,590552978
50 pg/ml 2,452473225 2,637618133

Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment
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Sekil 3. 33. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu 21’in degisik
konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testi sonuglari.

Elde edilen sonuglara gore HeLa hiicreleri madde kodu 21 olan kimyasal maddenin
farkli konsantrasyonlarma maruz birakildiginda bu konsantrasyonlardan higbirinin
DNA hasarma sebep olmadigi anlasilmaktadir (p>0,05, t Testi). Buna gore “21”
numarali kimyasal madde sitotoksik (ICso: 35,653 pg/ml) oldugu konsantrasyonun

iistiindeki konsantrasyonlarda bile DNA hasarina sebep olmamustir.
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Kimyasal madde kodu: C8

Kimyasal madde formiilii:

H
(L {
»~»—NH
N @ HCl
F

ICso: 82,9855 pg/ml

Cizelge 3. 35. Hela hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C8’in
degisik konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testi sonuglari.

Kimyasal Madde Ortalama Kuyruk Ortalama Kuyruk
Kodu: C8 Yogunlugu (%) Momenti (birim)
Kontrol 3,355829606 4,047878493
10 pg/ml 2,538567676 2,797883966
50 pg/ml 2,204198844 2,558975358*
75 pg/ml 3,186117537 4,09075805
100 pg/ml 4,581556142 5,8818513

*p<0,05, t Testi
Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment
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Sekil 3. 34. HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C8’in degisik
konsantrasyonlarindan elde edilen alkali Comet testi sonuglari.

*Kontrolle karsilastirildiginda DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli bir
artis gbzlenmemistir (p>0,05, t Testi).

Elde edilen sonuglara gore; HeLa hiicrelerine uygulanan kimyasal madde kodu C8’in
farkl1 konsantrasyonlarda DNA hasarinda anlamli bir artisa sebep olmadigi
gozlenmistir (p>0.05, t Test). Buna gore “C8” kodlu kimyasal maddenin sitotoksik
oldugu (ICsp: 82,9855 pg/ml) konsantrasyonlarin ¢ok iizerinde bile DNA hasari

olusturmadigi gozlenmistir.
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4. TARTISMA

Canli hiicre iizerinde meydana getirdigi etki ile bir hastaligin teshis ve tedavisini
veya bu hastaliktan korunmay1 miimkiin kilan kimyasal preparatlara ila¢ denir. Ilag
aktif maddelerinin, yardime1 katki maddeleri ile belirli oranlarda kombine edilerek,
cesitli {irlin formlarinda kullaniciya sunulmasi ilag iiretimi olarak adlandirilir. Yeni
ilag gelistirme ¢alismalar1 klinik 6ncesi incelemeler ve klinik denemeler olmak iizere
iki gruba ayrilmaktadir. Klinik denemeler faz I, faz II ve faz III incelemeleri olmak
lizere hasta ve saglikli goniilliiler {izerinde yapilan uzun soluklu calismalardir. Bu
calismalardaki maliyetlerin azaltilmasinda en 6nemli unsurlardan biri klinik 6ncesi
incelemelerde yapilan tarama testleri ve toksisite testlerinden elde edilen sonuglarin
dogru yorumlanmasidir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore umut vaat eden

kimyasal maddeler (ilag adaylar1) ile klinik denemeler yapilmaktadir.

In vitro sitotoksisite testlerinin amaglarindan biri, hayvanlara uygulanacak kimyasal
bilesiklerin akut oral toksisitesinin belirlenmesinde baslangi¢ dozunu saptamak ve
kimyasal bilesiklerin LDsy (% 50’sini oldiirdiigii letal doz) degerlerinin
saptanmasidir (Popiolkiewicz ve ark., 2005). In vitro genotoksisite ve sitotoksisite
deneyleri yeni bir kimyasalin ya da ilacin genotoksik (klastojenik, mutajenik) ve

sitotoksik etkisinin belirlenmesinde sik¢a kullanilmaktadir (Andreoli ve ark., 2003).

Yapilan bu tez g¢alismasi ile de antifungal ve / veya antibakteriyel etkili olmasi
diisiiniilen ila¢ etken maddesi aday adaylarinin hiicrelerde sitotoksik etki
gosterdikleri konsantrasyonlarin altinda genotoksik etki gdsterip gostermedikleri

arastirilmustir.

Tez calismamizda nétral kirmizi alimi sitotoksisite testinde pozitif kontrol olarak
SDS kullanilmistir. Calismamizda yapilan tim notral kirmizi alimi sitotoksisite testi
uygulamalar1 pozitif kontrol olarak uygulanan SDS ile paralel yiiriitiilmistiir. Bu

calisma ile yeni sentezlenen kimyasallarin HelLa hiicrelerine sitotoksik etkileri
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hesaplanmistir. Yapilan bu hesaplama ile hiicrelerin yarisini 6ldiiren (ICso) kimyasal

konsantrasyonlari belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 3. 30.’da gosterilmistir.

Kimyasallar ile yapilan sitotoksisite testleri sonucunda elde edilen ICsy degerlerinden
yola c¢ikilarak genotoksisite testlerine gecilmistir. Bu asamada genotoksisite testini
tim kimyasallara uygulamak yerine sitotoksisite testleri sonucunda ICsy degerleri
digerlerine gore yiiksek olan kimyasallar ile g¢alisilmasi yoluna gidilmistir. Bu
calismada kimyasallarin sitotoksik oldugu doz, genotoksisite ¢alismalarinda doz
belirlemede bize 1sik tutmustur. Genotoksisite testleri i¢in secilen dozlarin ICsg
degerlerinin altinda olmasina dikkat edilmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 3. 32.,

cizelge 3. 33., cizelge 3. 34. ve cizelge 3. 35.’de gosterilmistir.

Tezimizde uygulamis oldugumuz Comet testinde pH = 13’tiir (alkali Comet). Comet
testi bu haliyle DNA ¢ift zincir kiriklarin1 (DSB), DNA tek zincir kiriklarini (SSB)
ve Alkali oynak bolgeleri (ALS) tespit edebilmekte ve miimkiin olan en yliksek

hassasiyete ulagmaktadir.

Tez calismamizda, alkali Comet testinde pozitif kontrol olarak H,O, kullanilmstir.
H,0; ile yaptigimiz ¢aligmalarda ¢izelge 3. 31.’de gosterildigi gibi, uygulanan H,O,

konsantrasyonlart i¢in hiicre hasarlar1 kontrole gore anlamli bir artis gostermistir.

Kimyasal madde kodu 13, 20, 21 ve C8 ile yapilan alkali Comet testinden elde edilen

sonugclara bakildiginda;

> Kimyasal madde kodu 13:

HeLa hiicreleri 13 numarali kimyasal madeye 100 pg/ml konsantrasyonunda maruz
birakildiginda comet testinde ortalama kuyruk yogunlugunda ve ortalama kuyruk
momentinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gdézlemlenmistir.
Uygulanan diger konsantrasyonlarda (5 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml) ise

DNA hasarinin kontrole gore anlamli bir artis gdstermedigi istatistiksel olarak
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gozlenmistir. Notral kirmizi alimn sitotoksisite testi ile elde edilen 1Csy degeri 49,057
pug/ml oldugundan bu artis beklenen bir durumdur. Bu sonuglar bize kimyasal madde
kodu 13’lin HeLa hiicrelerinde sitotoksik olmadigi dozlarda genotoksik de

olmadigini géstermistir.

> Kimyasal madde kodu 20:

HelLa hiicreleri, 20 numarali kimyasal maddeye 25 ug/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda maruz birakildiginda alkali comet testi kapsaminda incelenen her
iki parametrenin de kontrole gore anlamli bir artis gdstermedigi istatsitiksel olarak
gbzlenmigtir. Diger bir deyisle uygulanan konsantrasyonlarda DNA hasar1 (DNA
zincir kiriklarinda artis) gézlenmemistir. ICsy degeri 182,67 ug/ml olan 20 numarali
kimyasal maddenin HeLa hiicrelerinde sitotoksik olmadigi dozlarda genotoksik de

olmadig1 gozlenmistir.

> Kimyasal madde kodu 21:

HeLa hiicreleri 21 numarali kimyasal maddeye 5 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml ve 50
pg/ml’lik konsantrasyonlarda maruz birakildiginda alkali comet testi kapsaminda
incelenen her iki parametrenin de kontrole gore anlamli bir artis gostermedigi
istatsitiksel olarak gdzlenmigstir. Diger bir deyisle uygulanan konsantrasyonlarda
DNA hasar1 (DNA zincir kiriklarinda artig) gozlenmemistir. 1Csy degeri 35,653
pg/ml olan 21 numarali kimyasal maddenin HeLa hiicrelerinde sitotoksik olmadigi

dozlarda genotoksik de olmadigi gozlenmistir.

> Kimyasal madde kodu C8:

HeLa hiicreleri C8 numarali kimyasal maddeye 50 ug/ml konsantrasyonunda maruz
birakildiginda ortalama kuyruk momentinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir azalma gbézlemlenmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda ortalama kuyruk

yogunlugunda ki azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Uygulanan diger
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konsantrasyonlarda (10 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml) ise DNA hasarinin kontrole
gore anlamli bir artis gostermedigi istatistiksel olarak gozlenmistir. Notral kirmizi
alimu sitotoksisite testi ile elde edilen ICsy degeri 82,9855 pg/ml dir. C8 numarali
kimyasal maddenin bu konsantrasyonun altindaki konsantrasyonlarda genotoksik etki
gostermedigi belirlenmistir. 50 pg/ml’lik konsantrasyonda gozlenen DNA zincir
kiriklarindaki azalma hiicresel diizeyde ortaya cikan bir adaptif cevabin sonucu
olabilir. Kesin bir degerlendirme yapabilmek i¢in bu kimyasal madde ile ¢alisilmaya

devam edilmelidir. Ancak bu durum bu tezin konusu disindadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde ila¢ aday adayi olarak sentezlen kimyasal maddeler igin gerekli olan tiim
klinik dncesi laboratuar testlerinin yapilmasi bu yolda karsilasilan biiyiik zorluklar ve
maliyetler nedeni ile uygulanmayan bir siirectir. Ulkemizde her yil sentezlenen
yiizlerce ilag aday adayi ¢ogu zaman sadece farmakolojik veya mikrobiyolojik
etkinlik yoniinden test edilmekte ve ne yazik ki o agsamada kalmaktadir. Bu durumda
belkide ilag olabilme potansiyeline sahip bazi yeni sentezlenmis molekiillerin bu
potansiyellerinin farkina bile varilamamaktadir. Sentezlenen yeni molekiillerin
preklinik testlerinin yapilabilmesi yoniindeki ¢abalarin baslatilmasi siirecinde multi-
disipliner proje ve ortak calismalar son derece Onemli bir yer kaplayacaktir. Bu
siirecin baglatilmasi ve gelistirilmesi asamasinda ozellikle eczacilik fakiiltelerinin
farmasotik kimya, farmakoloji, farmasotik toksikoloji, farmasotik teknoloji ve
mikrobiyoloji anabilim dallarinin bir araya gelerek ortak proje ve galisma gruplari
olusturmalart son derece Onemlidir. Boyle bir yapilanma, her yil sentezlenen
yiizlerce molekiil arasindan umut verici olanlarin fark edilip miimkiin olan en iyi

sekilde degerlendirilmesinde biiylik faydalar saglayabilecektir.

Bu tez kapsaminda yapilmis olan ¢alisma da aslinda ii¢ anabilim dalinin (farmasétik
kimya, farmasétik toksikoloji, mikrobiyoloji) bir araya gelerek hazirlamis oldugu
ortak projenin belli bir bdliimiinden olugsmaktadir. Bu projeden elde edilen sonuglar
bile, yukarida s6z edilen multi-disipliner ¢aligmalarin son derece faydali olacagini
belgeler niteliktedir. Yapmis oldugumuz calismanin sonucuna gore antifungal /
antibakteriel etkili olmas1 amacglanarak sentezlenmis olan 13 molekiilden 9 tanesinin
oldukca diisiik dozlarda sitotoksik oldugu tespit edilmis ve genotoksisite testlerine
dahil edilmemistir. Daha sonra uygulanan Comet testi ile bu 4 kimyasal maddenin
belli dozlarda DNA molekiiliinde zincir kiriklar1 olusturabilme potansiyelinin olup
olmadig1 arastinlmis ve bu 4 kimyasal maddenin sitotoksik oldugu
konsantrasyonlarin altinda DNA hasar1 (comet testine gore) olusturmadigi
gbzlenmigtir. Bu son derece énemli bir sonuctur. Artik bu agsamadan sonra bu yeni

sentezlenen 13 molekiiliin tamaminin mikrobiyolojik aktiviteleri ydniinden
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incelenmesine gerek yoktur. Ciinkii zaten 9 tanesi olduke¢a diisiik konsantrasyonlarda
sitotoksik etki gostermektedir. Bu nedenle ICsy degeri digerlerine gore oldukca
yiiksek olan ve sitotoksik oldugu konsantrasyonun altinda genotoksik etki
gostermeyen bu 4 molekiiliin mikrobiyolojik aktivitelerinin incelenmesi yeterlidir.
Eger bu 4 kimyasal madde sitotoksik ve genotoksik olmadigi konsantrasyonlarda
yuksek antifungal ve / veya antibakteriyel etki gosterirlerse 6nemli bir ilag adayi

olarak diisiiniilebilirler.

Bu tez caligmasindaki ornekte goriildiigli gibi sadece 2 toksisite testi uygulayarak
bile 13 kimyasal maddeden 9 tanesi elenebilmis ve sonraki testler i¢in test edilecek
molekiil sayis1 onemli oranda azaltilmistir. Bu 6rnek daha genis Olcekte yiizlerce
kimyasal madde i¢in uygulandiginda onemli bir zaman ve maliyet tasarrufu

saglayacag agiktir.

Elbette toksisite testleri sadece bu tez kapsaminda yapilmis olan 2 testden ibaret
degildir. Yeni sentezlenen molekiillere labratuar asamasinda uygulanmasi1 gereken
pek cok toksisite testi bulumaktadir. Sadece toksisite testleri diisiiniildiigiinde bile, bu
testlerin tamaminin bir kisi tarafindan veya tek bir laboratuvar tarafindan
yapilabilmesi miimkiin degildir. Ciinkii her bir test farkli bir alt-uzmanlik alani ve
farkl1 laboratuar donanimlar1 gerektirebilmektedir. Bu nedenle, farkli eczacilik
fakiiltelerinde konumlanan toksikoloji anabilim dallarinin 6zellikle farkli alanlarda
uzmanlagmalari, biiyiikk multi-disipliner projelerde eksikligi hissedilen spesifik
alanlar i¢in bilimsel destek ve laboraruvar altyapisi saglanabilmesi agisindan biiyiik
onem tagimaktadir. Eger eczacilik fakiiltelerinde gelecege yonelik olarak “yeni ilag
arastirmalar’” adi altinda multi-disipliner projelerin yapilmasi hedefleniyorsa (ki
hedeflenmelidir) yukarida ozetlendigi sekildeki bir uzmanlagsma diger anabilim

dallar1 i¢inde gegerli ve gereklidir.

Sonug olarak; antifungal / antibakteriyel etkili olmasi1 amaclanarak sentezlenmis olan
13 adet kimyasal maddenin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin arastirilmasi
amaciyla yapilmis olan bu ¢aligma, ayn1 zamanda multi-disipliner 6lgekte ve iyi

planlanarak yapilacak “yeni ilag aragtirmalar1’” kapsamindaki projelerin siire ve
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maliyet acisindan makul seviyelere indirilebilecegini gostermektedir. Bu amag
dogrultusunda ila¢ endiistrisini de i¢ine alarak planlanacak biiyiik projeler, farkli
uzmanlik alanlarinda calisan bilim adamlarinin da aymi hedef dogrultusunda
caligsmalarini tesvik edecek ve zaman i¢inde her zaman yoklugu hissedilen ortak bilgi
birikiminin olugmasina onciililk edecektir. Olusacak olan bu ortak bilgi birikiminin

Tirkiye’deki ilag sanayinin gelisimine de dnemli katki saglayabilecegi agiktir.
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OZET

Yeni Sentezlenen Bazi Ilag Adayr Etken Maddelerinin Sitotoksik ve Genotoksik
Etkilerinin Arastirilmasi

Yeni ila¢ arastirmalar1 ¢ok uzun siiren ve oldukca maliyetli bir siirectir. Bu nedenle kabul
edilemeyecek Olgiilerde toksik ve aktivitesi zayif olan ilaglar adaylarmin miimkiin olan en
erken basamakta elimine edilmesi ve umut vaad eden kimyasal maddeler ile ileri testlere
devam edilmesi son derece onemlidir. Bununla ilgili olarak sitotoksisite ve genotoksisite
testleri kimyasal maddelerin hiicresel ve molekiiler (DNA) diizeydeki toksik
konsantrasyonlart ile ilgili olarak son derece dnemli veriler sunar. Bu tezin amaci; farmasotik
kimya anabilim dalinda antibakterial ve antifungal etki gdstermeleri amaciyla sentezlenmis
olan ila¢ aday aday1r kimyasal maddelerin sitotoksik ve genotoksik etki gosterdikleri
konsantrasyonlarin tespit edilmesidir.

Bu yeni ila¢ adaylarinin (13 adet) HeLa hiicrelerindeki ICs, degerleri notral kirmizi alimi
testi vasitasi ile tespit edilmistir. Bu test de sodyum dodesil siilfat (SDS) pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Test sonuglarma gore 4 kimyasal maddeye ait olan ICs, degerleri
digerlerine gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur. Olduk¢a diisiik ICs,
degerlerine sahip olmalar1 nedeni ile diger 9 kimyasal madde sitotoksik olarak kabul
edilmistir. Bu nedenle alkali comet testi sadece bu 4 kimyasal maddeye uygulanmistir. H,O,
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglar bu 4 kimyasal maddenin ICs
degerlerinin altindaki konsantrasyonlarda genotoksik olmadigin1 gdstermistir.

Bu sonuglara gore 13, 20, 21 ve C8 kod numarali kimyasal maddeler diger kimyasal
maddeler icinde en umut vaad eden yeni antibakteriel / antifungal ila¢ adaylaridir.

Anahtar Sozciikler: Comet testi, genotoksisite, HelLa, hiicre kiiltiirli, nétral kirmizi alima,
sitotoksisite.
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SUMMARY

Investigation of Cytotoxic and Genotoxic Effects of Some New Synthesised Drug
Candidates

New drug research is a long lasting and costly process. Therefore it is essential to eliminate
the the unacceptably toxic or poorly active drug candidates at the earliest stage of the process
and to continue to the further tests with the promising chemicals. In this context, cytotoxicity
and genotoxicity test results provides unique data about the toxic concentrations of the
chemicals at cellular and molecular (DNA) levels respectively. The aim of this master thesis
is to determine the cytotoxic and genotoxic concentrations of the novel antibacterial and
antifungal drug candidates synthesized by the pharmaceutical chemistry department.

The novel drug candidates (13 chemicals) were subjected to neutral red uptake (NRU)
cytotoxicity test in order to determine the ICs, values of the chemicals in HeLa cell lines.
Sodium dodecyl sulphate (SDS) was used as positive control. According to the results of the
cytotoxicity tests the ICso values of 4 chemicals were statistically higher than the rest of the
chemicals. The remaining 9 chemicals were considered as cytotoxic due to the quite low ICs,
values. Therefore the alkaline comet assay was applied to 4 chemicals only. H,O, was used
as positive control. The results revealed that these 4 chemicals were not genotoxic at the
concentrations lower than their ICs, values.

According to these results the chemicals coded as 13, 20, 21 and C8 are the most promising
novel antifungal/antibacterial drug candidates among the other nine chemicals.

Key Word: Cell culture, Comet assay, cytotoxicity, genotoxicity, HeLa, neutral red uptake.
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