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ÖZ

Amaç: Organofosfatlı bir pestisit olan klorpirifos, yaygın olarak kullanılan 
bir böcek öldürücüdür ve etkisini asetilkolinesterazın etkinliğini engelleye-
rek, kalp kasında, düz kasta, merkezi sinir sisteminde asetilkolin birikimine 
neden olarak zehirlenme ile gösterir. Pestisitler kanserin, nörodejeneratif 
hastalıkların, üreme bozukluğunun ve birçok organ fonksiyonunun bozul-
masında risk faktörüdürler. Tannik asit(TA) antioksidan, antiinflamatuar, 
antikanserojen özellikleri ile geleneksel ve modern tıpta kullanılan bir 
polifenoldür. Çalışmamız insan embriyonik böbrek hücresi olan HEK 293 
hücre hattına klorpirifos ve tannik asitin farklı doz ve sürelerde uygulan-
masının hücre canlılığı üzerine olası etkilerini araştırmak üzere planlanmış-
tır.
Gereç ve Yöntem: Çalışma, kontrol, klorpirifos ve tannik asit grubu olmak 
üzere 3 grup ile yapılmıştır. HEK 293 hücrelerinde klorpirifos ve tannik 
asitin hücre canlılığı üzerine hangi dozlarda ve hangi sürelerde daha etkin 
olduğunu belirlemek amacıyla MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromid] ve xCELLigence analiz yöntemleri kullanılmış-
tır. Bu amaçla hücre kültürü ortamına 10, 30, 60 ve 90 μg/ml klorpirifos ve 
5, 10, 15, 20 ve 25 μM tannik asit eklenerek inkübasyon gerçekleştirilmiş 
ve hücre canlılığı analizleri yapılmıştır.
Bulgular: 30 μg/ml, 60 μg/ml ve 90 μg/ml klorpirifos uygulanan gruplarda 
24, 48 ve 72 saatlik sürede hücre canlılığının kontrol grubuna göre anlam-
lı olarak azaldığı görülmüştür. Klorpirifosa ait IC50 (%50 baskılayıcı konsant-
rasyon) değeri 24 saatlik maruziyette 79,94 μg/ml bulunmuştur. Tannik 
asitin 25 μM uygulandığı grubun absorbans değerininin diğer gruplara 
göre anlamlı olarak azaldığı tespit edilmiştir (p<0.001).
Sonuç: Klorpirifosun hücre canlılığı üzerinde özellikle yüksek dozlarda 
etkili olduğu ve canlılığı daha çok azalttığı görülmüştür. Tannik asitin hücre 
canlılığını artırmada etkili dozunun 10µM olduğu ve yüksek dozlarda can-
lılığı azaltma yönünde etkili olduğu tespit edilmiştir. 

Anahtar kelimeler: HEK-293, klorpirifos, tannik asit, Hücre canlılığı analizi 

ABSTRACT

Objective: Chlorpyrifos, an organophosphate pesticide, is a widely used 
insecticide and shows its effect with poisoning by inhibiting the activity of 
acetylcholinesterase, causing acetylcholine accumulation in 
neuromuscular junctions, heart muscle, smooth muscle and central 
nervous system. Pesticides are risk factors for cancer, neurodegenerative 
diseases, neurotoxicity, reproductive dysfunction and deterioration of 
many organ functions. Tannic acid is a polyphenol used in traditional and 
modern medicine with its many properties such as antioxidant, anti-
inflammatory and anticarcinogenic. Our study was planned to investigate 
the possible effects of the application of chlorpyrifos and tannic acid at 
different doses and durations on the cell viability of the human embryonic 
kidney cell HEK293 cell line.
Materials and Method: The study was carried out on 3 groups as control 
group, chlorpyrifos group and tannic acid group. MTT and xCELLigence 
analysis methods were used to determine at which doses and at what 
time chlorpyrifos and tannic acid were more effective on cell viability in 
HEK 293 cells. For this purpose, incubation was carried out by adding 10, 
30, 60 and 90 μg/ml chlorpyrifos and 5, 10, 15, 20 and 25 μM tannic acid 
to the cell culture medium.
Results: It was observed that the cell viability of the 30 μg/ml, 60 μg/ml 
and 90 μg/ml chlorpyrifos groups decreased significantly over the 24, 48 
and 72 hours compared to the control group. The IC50 value of chlorpyrifos 
was found to be 79.94 μg/ml at 24-hour exposure. It was determined that 
the absorbance value of the group in which 25 μM of tannic acid was 
applied decreased significantly compared to the other study groups 
(p<0.001).
Conclusion: It has been observed that chlorpyrifos is effective on cell 
viability especially at high doses and decreases viability more. It has been 
determined that the effective dose of tannic acid in increasing cell viability 
is 10µM and it is effective in reducing viability at high doses.
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GİRİŞ

Dünya nüfusunun hızlı bir şekilde ve kontrolsüzce artması, tü-
ketime bağlı olarak gıdaya olan ihtiyacı sürekli olarak artırmakta 
ve yeterli miktarda ürün sağlanamamaktadır. Bugün tüm dünya-
da ve ülkemizde de ürün miktarındaki artışı sağlayabilmek ama-
cıyla tarımda çeşitli zararlılarla mücadelede “pestisit” olarak 
adlandırılan çeşitli kimyasallar kullanılmaktadır. Ancak tarımda 
kullanılan bu ilaçlar, toprakta, suda ve ürünlerin üzerinde uzun 
zaman hiç bozulmadan kalabilmekte ve besin zinciri ile insan-
lara kadar ulaşmaktadır (1-2). Organofosfatlı bir pestisit olan 
klorpirifos [0,0-diethyl-0-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl) phosp-
horothioate], yaygın olarak kullanılan bir böcek öldürücüdür. 
Klorpirifos, daha çok temas ve gastrointestinal sistem toksisitesi 
yoluyla etkili olur. Dış parazitlerde ve konakçı organizmalarda 
kolinesteraz enzimiyle birleşip onu inhibe ederek etkisini gös-
terir. Organofosfatlı insektisitler, insanlarda ve hayvanlarda ase-
tilkolini (ACh) parçalayan asetilkolinesterazın (AChE) etkinliğini 
dönüşümsüz olarak engeller ve vücutta nöromusküler kavşak-
larda, kalp kasında,  düz kasta, parasempatik sinir uçlarında ve 
merkezi sinir sisteminde bulunan kolinerjik sinapslarda asetilko-
lin birikimine neden olarak zehirlenmeye yol açmaktadır (3-4).

Toksisiteyi, kimyasal ve fizyolojik faktörler, ısı, ilacın uygulandığı 
doz, uygulanma yolu ve diğer kimyasal maddelerle bir arada 
kullanılıp kullanılmadığı gibi faktörler etkilemektedir (3). Pesti-
sitlerin bir grubu olan organofosfatlı insektisitler içinde yer alan 
klorpirifosun serbest oksijen radikallerinin üretimini artırdığı ve 
oksidatif doku hasarlarına yol açtığı bildirilmiştir. Oluşan radi-
kallerin, lipitlere, proteinlere ve DNA’ya zarar veren reaksiyon-
ları başlattıkları bilinmektedir (5). Reaktif oksijen ürünlerinin 
oluşmasını ve bunların oluşturduğu hasarı önlemek amacıyla 
antioksidan savunma mekanizmaları etkin rol oynarlar (6).

Polifenol çeşitliliği arasında, tannik asidin geleneksel tıpta kulla-
nımı, zehirli maddelerin detoksifiye edilmesinden, bitkisel tıb-
bın terapötik gücünün gösterilmesine kadar uzayan geniş bir 
yelpazede nesiller öncesine dayanmaktadır (7-8). Tannik asit, 
derinin, demir mazı mürekkebinin, kırmızı şarapların bitkisel 
tabaklanmasında ve çeşitli hastalıkları tedavi etmede gelenek-
sel bir ilaç olarak kullanılan önemli bir bileşendir. Bitki kaynaklı 
polifenolik fitokimyasallar beslenme çeşitliliği içerisinde her 
yerde bulunabilir ve geniş bir kullanım alanına sahiptir (9-11). 
Mevcut araştırmalar, tannik asitin antikanserojen, antimikrobi-
yal, antimutajenik, antienflamatuar, antimikrobiyal, antiallerjik 
ve antioksidan etkinliğe sahip olduğunu ve kanamayı durdu-
rabilme özelliğini göstermiştir. Ayrıca tannik asitin antiviral ve 
antifungal aktiviteleri de mevcuttur (12-15).

Tannik asitin oksidan ve antioksidan mekanizmaları tam olarak 
aydınlatılamamıştır. Tannik asit, hem geçiş metallerinin varlı-
ğında DNA hasarını indükleyerek bir prooksidan olarak hem 
de baskılayıcı hidroksil radikal üretimi ile antioksidan olarak 
işlev görebilmektedir (16- 17). Tannik asitin hidroksil radikal 
oluşumuna karşı bir antioksidan olarak hareket ettiği ve yüksek 
süperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit süpürücüye sahip 
olduğu bilinmektedir. Ancak aynı zamanda bir prooksidan olarak 
hareket ettiği, en belirgin olarak kromatindeki bakır iyonlarını 

bağladığı ve DNA’ya zarar verdiği gösterilmiştir (18-21). Bununla 
birlikte tannik asitler çözünebilir tanenler için verilebilecek en 
iyi örneklerdir. Sağlık alanında büzüştürücü, hemostatik, anti-
septik, yatıştırıcı, bağışıklık sistemini kuvvetlendirici, ateş dü-
şürücü, peklik yapıcı, antiromatizmal gibi etkilere sahip olan 
tanenlerin, bakır, kurşun ve alkaloid zehirlenmelerinde antidot 
olarak kullanıldığı bilinmektedir (22-24).

Bu çalışmada, daha çok deney hayvanları üzerinde yapılan ça-
lışmalarda etkileri gözlemlenen klorpirifos insektisiti ile anti-
oksidan ve prooksidan özellikleri olduğu bilinen tannik asitin 
insan embriyonik böbrek hücresi HEK 293 hücre hattında doz 
ve süreye bağlı olarak hücre canlılığı üzerine olan etkilerinin 
MTT ve xCELLinge yöntemleri ile incelenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmamızda klorprifosun “(Klorpirifos-etil (Safban 25 WP) 
-Safa Tarım A.Ş.)” ve tannik asitin “(TEKKİM Tannik Asit Pur. Gr. 
500 Gr LB.TK.201783.00502)” hücre canlılığı üzerine etkilerini 
insan embriyonik böbrek hücrelerinde (Human Kidney Emb-
riyonic Cells – HEK 293) araştırmayı amaçladık. Çalışmamız-
da kullandığımız HEK293 hücre hattı, Amerikan Hücre Kültür 
Koleksiyonundan (American Type Culture Collection - ATCC® 
CRL1573™) soğuk zincir ile teslim alındı ve çalışma başlayana 
kadar Bahçeşehir Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyofizik Anabilim 
Dalı Hücre Kültürü laboratuvarında bulunan sıvı azot tankında 
-196°C’de muhafaza edildi.

Çalışmaya başlamadan önce kullanılacak materyaller otoklav-
lanarak 37°C’lik etüvde sterilize edildi, ayrıca her çalışma ön-
cesinde hücre kültürü laboratuvarı ve  laminar akım kabinini 
sterilize etmek amacıyla 15 dakika ultraviole ışık (UV) kullanıl-
dı. Hücreler deneysel çalışmada kullanılmak amacıyla sıvı azot 
tankından çıkartılarak 37°C’de su banyosunda hızlı bir şekilde 
çözdürüldü. Kriyotüp içeriği, toplam hacim 6 ml olacak şekil-
de %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin içeren besiyerinden 5 
ml konulan santrifüj tüpüne aktarıldı. 5 dakika süresince 1500 
RPM’de 5 dk santrifüj edildikten sonra süpernatant uzaklaştırıldı 
ve  yıkama işlemi iki kez tekrarlandı. Süpernatant uzaklaştırıldık-
tan sonra hücre peleti üzerine 500 μl besiyeri eklenip hücreler 
pipetaj yapıldı. Hücre süspansiyonu 25 cm2’lik flasklara (T-25 
kültür kabı) aktarıldı ve üzerine 5 ml besiyeri eklendi.  Üzerine 
besiyeri eklenen hücreler CO2 inkübatörde 37°C’de %5 CO2 ve 
%97 nemli hava içerecek şekilde standart kültür ortamında in-
kübasyona bırakıldı. 

Çalışma grupları 10, 30, 60 ve 90 μg/ml klorpirifos eklenerek 
hazırlanan klorpirifos grubu ile 5, 10, 15, 20 ve 25 μM tannik 
asit eklenerek hazırlanan tannik asit gruplarıdır (9,25-28). Kont-
rol grubu ise içerisinde klorprifos veya tannik asit bulunmayan 
besiyer ortamı ile oluşturulmuş gruptur. Tüm deney grupları 
belirlenen dozlarda 24, 48 ve 72 saat inkübe edildi. 

Hücre Canlılığı Analizleri
MTT Yöntemi: 1g MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromid] 200 ml PBS (Phosphate Buffered 
Saline) (pH 7.4 , 5 mg/ml) ile alüminyum folyoya sarılan balon 
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joje içerisinde karanlık ortamda vortexlenerek çözdürüldü ve 
0.22 μm filtreden geçirildi. Deney aşamasından önce çözelti 370 
C’lik su banyosunda ısıtıldı. Deneyde 3 ayrı 96’lik plate ile çalı-
şıldı ve 96’lık plate kuyucuklarının her birinde 100 μl’de10000 
hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 37 C̊’de %5 CO2 inkübatö-
ründe hücrelerin yapışması için 24 saatlik inkübasyon sonra-
sında kontrol, klorpirifos 10, 30, 60, 90 µg/ml ve  tannik asit  5, 
10, 15, 20, 25 µM konsantrasyonlarında uygulamalar yapıldı. 
Her bir kuyuya 10 µl MTT solüsyonu eklenerek 3 saat inkübe 
edildi. İnkübasyon sonrasında hücrelerin yüzeyinde var olan 
medyum bir pipet ile alınıp 50 µl DMSO (Dimetyhl Sulfoxide) 
ilave edildikten sonra tekrar 10 dk inkübatörde bekletildi. İnkü-
basyonu yapılmış olan hücrelerin, mikroplate okuyucu ile 570 
nm absorbans değerinde ölçümleri yapıldı. Kontrol kuyucukları 
belirlenen absorbans değerlerinin ortalaması alındı ve bu değer 
%100 canlı hücre olarak belirlendi. Klorpirifos-etil ve tannik asit 
ilave edilmiş kuyucuklardan okunan absorbans değerleri kontrol 
absorbans değerine oranlandı ve yüzde canlılık olarak kabul 
edildi. Sonuçta 24 saatlik MTT canlılık analizi sonuçları bulun-
du. 48. ve 72. saat MTT canlılık analizi sonuçlarını elde etmek 
için farklı konsantrasyondaki maddelerin hücrelere uygulanma 
işleminden sonra inkübasyon süreleri ayarlanarak tüm işlemler 
tekrarlandı. Microsoft Excel programı ile uygulanan doz ve % 
hücre canlılığı eğrisi elde edilerek IC50 (%50 baskılayıcı konsant-
rasyon) değerleri logaritmik eğim grafiği ile hesaplandı.

xCELLigence yöntemi: xCELLigence, elektriksel impedans tekno-
lojisi sayesinde hücrelerin elektrodlara bağlanıp bağlanmama-
sına bağlı olarak ölçüm yapan, hücre bazlı olan mikroelektronik 
biyosensör sisteminden oluşur. xCELLigence, mikroelektronik 
hücre sensörü dizisinden oluşmaktadır. Sensör sayesinde elekt-
ronik empedansın ölçülmesini, elektrotlar üzerinde var olan 
değişikliklerin tespit edilmesini sağlar ve değişikliklerin izlen-
me olanağını sağlar. Hücre indeksi, elektrik empedansındaki 
değişikliklerin ölçülmesi amacıyla kullanılır. Hücre sayısı, can-
lılığı, morfolojisi elektrod empedansını etkilemektedir. Hücre 
indeksindeki azalışa ve artışa göre elde edilen bilgiler yazılım ile 
değerlendirilip sonuçlandırıldı. xCELLigence yöntemi ile hücre 
proliferasyonu yani hücrelerin çoğalıp çoğalmadığı, sitotoksisi-
te yani canlı hücreler üzerindeki toksik etki oranı belirlenebilir. 
xCELLigence yöntemi hücre karakterizasyonu hakkında bilgi 
verir (29-30).  

Çalışmamızda HEK293 insan embriyonik böbrek hücre hattı, 
%10 fetal bovine serum ve %1 Streptomisin-Penisilin içeren 
DMEM besiyerinde gerektiğinde pasajlama işlemleri yapıla-
rak yeterli hücre sayısına ulaşıncaya kadar kültür ortamında 
çoğaltıldı. Hücreler besiyeri ortamında 37 °C’de ve %5 CO2 ile 
nemlendirilmiş inkübatörde T25 hücre kültürü flakslarında 
kültüre edildi. Hücreler flaksta %80 doluluğa ulaştığında steril 
hücre kazıyıcı ile kazınarak ve falkon tüpüne aktarılarak soğut-
malı santrifüjde 1500 rpm’de 15 dk santrifüj edildi. Hücreler 
daha sonra e-plate’lere ekilmek üzere hücre sayım prosedü-
rüne göre sayılıp, sayım sonucu elde edilen hücre sayısı 1x 106 

olarak hesaplandı. 

RTCA (Real Time Cell Analysis)  programında deneyde kullanı-
lacak kuyucukların seçimi, hücre türü, kuyu başına kullanılacak 
hücre sayısı, kullanılacak bileşiğin adı, konsantrasyonu ve kon-
santrasyon birimi bilgileri girilerek deneyle ilgili veriler tanım-

landı. Plakaların cihazdan çıkarılacağı her bir aşama için (Step 
1, Step 2 ve Step 3) ayrı ayrı planlanmalar yapıldı. Blank oku-
ması tamamlandığında plateler inkübatörden laminer kabine 
alınıp 16 kuyulu e-plate’lerin her bir kuyusuna 150 μl’de yaklaşık 
1.5x104 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Hücreleri ektikten 
24 saat sonra madde uygulanacağı için “Duration” seçeneği 
24 saate, kuyulardan 15 dakika aralıklarla ölçüm almak için “In-
terval” seçeneği 15’e ayarlandı. Bu süre sonunda, toplamda 16 
kuyusu bulunan plakalara klorpirifos için 0, 10, 30, 60, 90 μg/ml 
ve tannik asit için 0, 5, 10, 15, 20, 25 µM konsantrasyonlarında 
madde uygulaması yapıldı. Hücre üzerine etkisi incelenen her 
bir madde için ayrı bir plaka kullanıldı.  (Step 1: Interval 1:00 
Duration 0:0:0;   Step 2:Interval 15:00 Duration 24:00; Step 3: 
Interval 15:00 Duration 96:00)

Süre sonunda sistemden, alt kısmında iyi bir iletken olan altın 
ile kaplı elektrotlara yapışan hücre sayısına ve kontrol grubuna 
göre, hücrelerdeki değişime bağlı olarak hücre indeksi değer-
leri elde edildi. İstatistiksel değerlendirmenin yapılabilmesi için 
gerekli uygun sayıya ulaşabilmek adına her bir madde için iki 
16’lı e-plate kullanılarak toplamda 6 ölçüm sonucu elde edildi.

İstatiksel analiz: Örneklerin % canlılık değerleri hesaplandı. So-
nuçlar IBM SPSS 21 (Statistical Package for the Social Sciences) 
programı kullanılarak değerlendirildi. Grup içi karşılaştırmalarda 
parametrik olmayan gruplar için Kruskal Wallis, parametrik olan 
gruplar için One-Way ANOVA testleri yapıldı. Sonuçlar ortalama 
± SD (standart sapma) olarak verilip anlamlılık düzeyi p<0.05 
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Klorpirifosun doza bağlı etkisinde MTT hücre canlılığı analizi
24 saatlik MTT analiz sonuçlarına göre; klorpirifosun 10 μg/
ml uygulandığı grubun MTT değeri kontrol grubu ile karşılaş-
tırıldığında anlamlı bir azalma olduğu belirlendi (ap<0.05). 30 
μg/ml, 60 μg/ml ve 90 μg/ml klorpirifos uygulanan grupların 
MTT değerleri de kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı 
bir azalma tespit edildi (bp<0.001) (Tablo 1, Şekil 1). HEK293 
hücrelerinin 24 saat boyunca klorpirifosa maruz kalmasıyla elde 
edilen IC50 değeri 79,94 μg/ml’dir. 48 saatlik MTT analiz sonuçla-
rına göre; 10 μg/ml, 30 μg/ml ve 60 μg/ml klorpirifos uygulanan 
gruplarının absorbans değerlerinin 90 μg/ml uygulanan gruba 
göre anlamlı olarak artmış olduğu ( ap<0.001) görüldü. 10 μg/ml 
klorpirifos dozunun uygulandığı grubun MTT değeri ise kontrol 
grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir azalma olduğu belirlendi 
(bp<0.05) (Tablo 2, Şekil 1). HEK293 hücrelerinin 48 saat boyun-
ca klorpirifosa maruz kalmasıyla elde edilen IC50 değeri 85,95 
μg/ml’dir. 72 saatlik MTT analiz sonuçlarına göre; 30, 60, 90 
μg/ml uygulanan grupların absorbans değerleri kontrol grubu 
ile karşılaştırıldığında anlamlı bir azalma belirlendi (ap<0.001). 
Kontrol ve 10 μg/ml klorpirifos uygulanan gruplar arasında 72 
saatlik MTT sonuçlarına göre istatistiksel açıdan anlamlı fark 
tespit edilmedi (Tablo 3, Şekil 1). HEK293 hücrelerinin 72 saat 
boyunca klorpirifosa maruz kalmasıyla elde edilen IC50 değeri 
80,23 μg/ml’dir.

Tannik asitin doza bağlı etkisinde MTT hücre canlılığı analizi
24 saatlik MTT analiz sonuçlarına göre; tannik asitin 5μM uy-
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gulandığı grupta absorbansın kontrol grubuna göre ap<0.01 an-
lamlılığında azalmış olduğu gözlendi.  15 μM, 20 μM ve 25μM  
tannik asit uygulanan gruplarda ise absorbans değerlerinin 
kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak azaldığı (bp<0.001) be-
lirlendi. 25 μM tannik asit uygulanan grubun absorbans değe-
rinin diğer çalışma gruplarına göre anlamlı olarak azaldığı tespit 
edildi (cp<0.001) (Tablo 4, Şekil 2). HEK293 hücrelerinin 24 saat 
boyunca tannik asite maruz kalmasıyla elde edilen IC50 değeri 
21,34 μM ‘dır. 48 saatlik MTT analiz sonuçlarına göre; tannik asi-
tin farklı dozlarda uygulandığı grupların 48 saat sonraki verileri 
incelendiğinde 10 μM uygulanan grupta kontrole göre anlamlı 
artışlar gözlendi (ap<0.01). 20 μM ve 25 μM yüksek dozlarda 

ise absorbans değerlerinin kontrol grubuna kıyasla anlamlı ola-
rak azaldığı belirlendi (bp<0.001).  10 μM uygulanan grubunun 
absorbans değerinin 5 μM ve 15 μM gruplarına göre (cp<0.01) 
ve 20 μM ve  25 μM’lık gruplara göre(dp<0.001) arttığı görüldü   
(Tablo 5, Şekil 2). HEK293 hücrelerinin 48 saat boyunca tannik 
asite maruz kalmasıyla elde edilen IC50 değeri 23,99 μM’dır. 72 
saatlik MTT analiz sonuçlarına göre; tannik asitin 10μM uygu-
landığı grupta 72 saatlik maruziyette absorbans değeri kontrole 
göre artmışken (ap<0.001), 20 μM ve  25μM uygulandığı grup-
larda ise azaldı (bp<0.001). 25 μM uygulanan grubun değerleri 
tüm gruplarla karşılaştırıldığında anlamlı olarak düşük olduğu 
belirlendi (cp<0.001) (Tablo 6, Şekil 2). HEK293 hücrelerinin 72 

Tablo 1: Klorpirifos’un (KP) 24 saatlik MTT sonuçlarına ait ortalama (M) ve standart 
sapma (SD) değerleri (M±SD) 

Parametre Kontrol   10 μg/ml 30 μg/ml 60 μg/ml 90 μg/ml

MTT
(570 nm) 0,226±0,03 0,204±0,06a 0,157±0,04b 0,140±0,03b 0,097±0,05b

ap<0.05 ve bp<0.001 kontrolle karşılaştırıldığında

Şekil 1: Klorpirifos’a ait 24, 48 ve 72 saatlik % hücre canlılığı/konsantrasyon grafiği

Tablo 2: Klorpirifos’un (KP) 48 saatlik MTT sonuçlarına ait ortalama (M) ve standart 
sapma (SD) değerleri (M±SD) 

Parametre Kontrol   10 μg/ml 30 μg/ml 60 μg/ml 90 μg/ml

MTT
(570 nm) 0,210±0,02 0,191±0,02a,b 0,162±0,01a 0,133±0,01a 0,102±0,01

ap<0.001  90 μg/ml ile karşılaştırıldığında, bp<0.001 kontrolle karşılaştırıldığında

Tablo 3: Klorpirifos’un (KP) 72 saatlik MTT sonuçlarına ait ortalama (M) ve standart 
sapma (SD) değerleri (M±SD) 

Parametre Kontrol   10 μg/ml 30 μg/ml 60 μg/ml 90 μg/ml

MTT
(570 nm) 0,207±0,03 0,187±0,06 0,147±0,02a 0,121±0,03a 0,092±0,05 a

ap<0.001 kontrolle karşılaştırıldığında
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saat boyunca tannik asite maruz kalmasıyla elde edilen IC50 de-
ğeri 25,89 μM ‘dır.

xCELLigence Analiz Sonuçları
Klorprifos’un xCELLigence Analiz Sonuçları
HEK293 hücrelerinin 24 saatlik XCELLigence analiz sonuçlarına 
göre, 30 μg/mL ve 60 μg/mL klorpirifos uygulanan gruplarda 
hücre indeksinin 90 μg/mL uygulanan gruba göre anlamlı olarak 
yüksek olduğu bulunmuştur (p<0.01). HEK293 hücrelerinin 48 
saatlik XCELLigence analiz sonuçlarına göre 60 μg/mL klorpirifos 
uygulanan grubun hücre indeksinin 10 μg/mL uygulanan gruba 
göre daha düşük olduğu tespit edildi (p<0.001). Kontrol grubu 
ve 10 μg/mL uygulanan grupların hücre indeksinin 90 μg/mL 
uygulanan gruba göre anlamlı olarak yüksek olduğu belirlendi 
(p<0.001). HEK293 hücrelerinin 72 saatlik xCELLigence analiz 

sonuçlarına göre 10 μg/mL uygulanan grubun hücre indeksinin 
60 μg/mL klorpirifos uygulanan gruba göre anlamlı olarak yük-
sek olduğu saptandı (p<0.01). 90 μg/mL klorpirifos uygulanan 
grubun hücre indeksinin kontrol ve 10 μg/mL uygulanan grup-
lara göre istatistiksel açıdan anlamlı olarak azaldığı belirlendi 
(p<0.001) (Şekil 3).

Tannik Asit’in xCELLigence Analiz Sonuçları
HEK293 hücrelerinin 24 saatlik XCELLigence analiz sonuçlarına 
göre, 25 μM tannik asit uygulanan grubun hücre indeksinin 20 
μM uygulanan gruba göre anlamlı olarak düşük olduğu (p<0.01) 
belirlendi. 20 μM ve 25 μM tannik asit uygulanan grupların hüc-
re indeksinin, kontrol grubuna göre anlamlı olarak düşük olduğu 
saptandı ( p<0.001). HEK293 hücrelerinin 48 saatlik xCELLigence 
analiz sonuçlarına göre, 15 μM tannik asit uygulanan grubun 

Şekil 2: Tannik asitin 24, 48 ve 72 saatlik % hücre canlılığı/konsantrasyon grafiği

Tablo 4: Tannik asit’in 24 saatlik MTT sonuçlarına ait ortalama (M) ve standart sapma (SD) 
değerleri (M±SD)

Parametre Kontrol 5 μM 10μM 15 μM 20μM 25 μM

MTT
(570 nm) 0,18±0,08 0,155±0,04a,c 0,176±0,04c 0,112±0,06b,c 0,095±0,04b,c 0,07±0,07b,c

ap<0.01, bp<0.001 kontrolle karşılaştırıldığında, cp<0.001 25 μM ile karşılaştırıldığında

Tablo 5: Tannik asit’in 48 saatlik MTT sonuçlarına ait ortalama (M) ve standart sapma (SD) 
değerleri (M±SD)

Parametre Kontrol 5 μM 10μM 15 μM 20μM 25 μM

MTT
(570 nm) 0,17±0,01 0,15±0,01c 0,19±0,01a 0,14±0,02b,c 0,10±0,03b,d 0,07±0,02b,d

ap<0.01 bp<0.001 kontrolle karşılaştırıldığında, cp<0.01, dp<0.05 10 μM ile karşılaştırıldığında

Tablo 6: Tannik asit’in 72 saatlik MTT sonuçlarına ait ortalama (M) ve standart sapma (SD) 
değerleri (M±SD)

Parametre Kontrol 5 μM 10μM 15 μM 20μM 25 μM

MTT
(570 nm) 0,15±0,02 0,161±0,01c 0,20±0,01a,c 0,153±0,01a,c 0,10±0,01b,c 0,07±0,01b,c

ap<0.001, bp<0.001 kontrolle karşılaştırıldığında, cp<0.001 25 μM ile karşılaştırıldığında
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hücre indeksinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak artmış ol-
duğu belirlendi (p<0.05). 20 μM ve 25 μM uygulanan grupların 
hücre indeksinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak azalmış 
olduğu belirlendi (sırasıyla p<0.001, p<0.001). Tannik asitin 
10 μM uygulandığı grubun hücre indeksinin kontrol grubuna 
göre anlamlı olarak artmış olduğu görüldü (p<0.05). HEK293 
hücrelerinin 72 saatlik xCELLigence analiz sonuçlarına göre 20 
μM (p<0.001) ve 25 μM (p<0.001) uygulanan grupların hücre 
indeksinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak azaldığı belir-
lendi. Tannik asitin 10 μM uygulandığı grubun hücre indeksi 
kontrol (p<0.01), 20 ve 25 μM uygulana gruplara göre p<0.001 
anlamlılığında yüksektir (Şekil 4).

TARTIŞMA 

Organofosfatlı insektisitler kimyasal yapılarından dolayı yağda 
çözünebilirler (lipofiliktir) ve noniyonizedir. Lipofilik özellikle-
rinden dolayı hücre membranını, kan beyin bariyerini geçebi-
lirler ve bu yollarla hasara yol açabilirler (4,31). Çalışmamızda 
kullandığımız klorpirifos toksisite yönünden orta düzeyde riskli 
olan bir organofosfatlı insektisit grubu içerisinde yer almaktadır 
ve maruz kalındığında başlıca hepatoksisite, nörotoksisite ve 
endokrin sistem bozuklukları görülmektedir. Özellikle merkezi 

sinir sisteminde nörolojik toksisite yanında DNA hasarına da 
neden olarak çok ciddi hasarlara yol açmaktadır. Bazı çalışmalar 
klorpirifosa maruziyetin gelişimsel bozuklukla, otoimmün sis-
tem patolojileri ile,akciğer, böbrek ve meme kanseri gibi kanser 
türleriyle bağlantılı olduğunu da göstermiştir (32). 

Ulusal Bilimler Akademisi raporu, 21. yüzyılda toksisite testle-
rinde, in vitro yola dayalı toksisite testini genişletmek ve tüm 
hayvan yaklaşımlarını en aza indirmek için diğer bilimsel araç-
ların kullanımına yönelik bir paradigma değişikliğinin temelini 
atmıştır (Ulusal Araştırma Konseyi, 2007). Maruz kalan insan 
hücre kültürlerinin biyoinformatik analizleri gibi bu alternatif 
yöntemler, bir yaklaşım kullanarak in vivo toksisiteyi tahmin 
etmede kabul görmektedir (9). Geleneksel olarak, pestisitlerin 
toksik potansiyelini incelemek için hayvan modelleri kullanıl-
maktadır. Günümüzde daha fazla sayıda yeni pestisitin keşfedil-
mesiyle, toksisiteyi tespit etmek için in vivo modellerin kullanıl-
ması zaman, etik ve maliyet açısından pratik olmadığı anlayışı 
kabul görmeye başlamıştır. In vitro hücre kültürü sistemlerinin, 
kimyasallar veya ilaca maruz kalma yoluyla hedef organlarda 
toksisite tahmini için faydalı olduğu kanıtlanmıştır. Hücre tabanlı 
sistemler, yüksek düzeyde entegrasyon sunduğundan, kimya-

Şekil 3: Değişen konsantrasyonlarda klorpirifos’a maruz bırakılan HEK 293 hücrelerinin ortalama 
gerçek zamanlı hücre analizi xCELLigence proliferasyon eğrileri

Şekil 4: Değişen konsantrasyonlarda Tannik Asit’e maruz bırakılan HEK 
293 hücrelerinin ortalama gerçek zamanlı hücre analizi xCELLigence pro-
liferasyon eğrileri
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salların bozulmamış hücrelerle etkileşimlerini incelemek için 
popüler hale gelmiştir. Toksisite çalışmaları için karaciğer, böb-
rek, nöron vb. çeşitli in vitro hücre sistemleri geliştirilmiştir. 
Çalışmada kullandığımız böbrek hücre kültürü sistemi, kseno-
biyotiklerin vücuttan atılmasını ve toksisitesini göstermesi açı-
sından ideal ortam şartlarını barındırmaktadır (33). 

Klorpirifos’un HEK293 hücrelerine etkisini araştırmak için uygu-
ladığımız dozların 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sonrası hücre 
canlılığındaki azalmanın doza bağlı olarak değiştiğini söyleye-
biliriz. Toksik etkisini gördüğümüz klorpirifosun, doz arttıkça 
hücre canlılığında % 44,24’e kadar azalma meydana getirdiği 
görülmüştür.

Çok sayıda biyoaktif bitkisel biyomoleküller arasında, polife-
noller her zaman faydalı özellikleri göz önünde bulundurula-
rak odak noktası olmaya devam etmektedir. Sağlığa yararlı bir 
aile olarak tanımlanan polifenollerin, antikanser, antimutaje-
nik, antienflamatuar, antimikrobiyal, antibakteriyel, antiseptik 
ve antioksidan özellikleri olduğu bilinmektedir (9). Tannik asit, 
benzersiz biyokimyasal özellikleri nedeniyle biyoloji ve medikal 
araştırma alanlarında son on yılda popülerlik kazanmış, doğal 
olarak oluşan bir antioksidan polifenoldür. Kullanımının teme-
li, birçok hidroksil grubu, proteinler ve diğer biyomoleküllerle 
bağlar özellikle hidrojen bağları oluşturmaya yönelik afinite-
sinden kaynaklanmaktadır. Günümüzde tannik asit ile yapılan 
çalışmalar, birçok yeni farmasötik ve biyomedikal uygulamanın 
geliştirilmesine yol açmıştır. Tannik asitin bir antioksidan olarak 
iltihabı azalttığı, yaygın patojenik bakteride bir antibiyotik gö-
revi gördüğü ve çeşitli kanser türlerinde apoptozu indüklediği 
gösterilmiştir (7).  

Çalışmamız sonucunda tannik asitin belli bir doz artışından son-
ra toksik olabileceğini ve prooksidan özellik gösterebileceğini, 
dozu artırdığımızda azalmış hücre canlılığı ile ifade edebilece-
ğimizi düşünmekteyiz. Tannik asitin antioksidan mı yoksa ok-
sidasyonu artıran bir prooksidan gibi mi davrandığı tamamen 
konsantrasyonla ilişkilidir. Farklı konsantrasyonlarda antioksidan 
ve prooksidan özelliğe sahip oluşu her iki durum için de tannik 
asitin olumlu katkısı olduğunu gösterir, çünkü proksidan özelliği 
ile oksidatif stresi indükleme ve metal iyonlarını bağlama yete-
neğine sahip olup antibakteriyel ve antikanser özellik gösterir 
(21, 23, 34-36).

Çalışmamızın temel hedeflerinden biri tannik asitin hücre canlı-
lığına etkisini, en çok bilinen ve kullanılan MTT yöntemi yanında 
empedans değişimi esaslı olan xCELLigence analizi yöntemi ile 
de görmekti. Yöntemler arasında tannik asit etkinliğini değer-
lendirmede hücre çoğalmasını olumlu yönde etkileyen dozların 
her iki yöntemde de aynı dozlar olduğu tespit edilmiştir. Yüksek 
doz tannik asit uyguladığımız gruplarda her iki yöntemde de 
hücre canlılığının kontrole göre anlamlı olarak azaldığını bulduk. 
Kullanılan farklı yöntemlerin sonuçlarının birbirini destekler ni-
telikte olduğunu söyleyebiliriz. 

Çalışma sonunda bulduğumuz IC50 değerlerinin bu hücre hattı 
kullanılarak yapılacak diğer çalışmaları planlamada fayda sağ-
layacağını söyleyebiliriz. Klorpirifos toksisitesini azaltabilecek 

oksidan ve antioksidan maddeler ile ilgili olan ve tannik asitin 
bu toksisite de ne yönde hareket edeceğini tespit edecek çalış-
malar yapılmasının gerekli olduğunu ifade edebiliriz.
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