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Amag: Organofosfatl bir pestisit olan klorpirifos, yaygin olarak kullanilan
bir bécek olduricudir ve etkisini asetilkolinesterazin etkinligini engelleye-
rek, kalp kasinda, diiz kasta, merkezi sinir sisteminde asetilkolin birikimine
neden olarak zehirlenme ile gosterir. Pestisitler kanserin, nérodejeneratif
hastaliklarin, Greme bozuklugunun ve birgok organ fonksiyonunun bozul-
masinda risk faktorudarler. Tannik asit(TA) antioksidan, antiinflamatuar,
antikanserojen ozellikleri ile geleneksel ve modern tipta kullanilan bir
polifenoldir. Calismamiz insan embriyonik bobrek hiicresi olan HEK 293
hiicre hattina klorpirifos ve tannik asitin farkli doz ve siirelerde uygulan-
masinin hicre canliligi Gizerine olasi etkilerini arastirmak tizere planlanmis-
tir.

Gereg ve Yontem: Calisma, kontrol, klorpirifos ve tannik asit grubu olmak
tzere 3 grup ile yapilmistir. HEK 293 hiicrelerinde klorpirifos ve tannik
asitin hiicre canlilig Gizerine hangi dozlarda ve hangi siirelerde daha etkin
oldugunu belirlemek amaciyla MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromid] ve xCELLigence analiz yontemleri kullaniimis-
tir. Bu amagla hiicre kiltiri ortamina 10, 30, 60 ve 90 pg/ml klorpirifos ve
5, 10, 15, 20 ve 25 pM tannik asit eklenerek inkiibasyon gerceklestirilmis
ve hiicre canhhgi analizleri yapilmistir.

Bulgular: 30 pg/ml, 60 pg/ml ve 90 ug/ml klorpirifos uygulanan gruplarda
24, 48 ve 72 saatlik stirede hiicre canhliginin kontrol grubuna gére anlam-
I olarak azaldigi gérilmstir. Klorpirifosa ait IC_; (%50 baskilayici konsant-
rasyon) degeri 24 saatlik maruziyette 79,94 pg/ml bulunmustur. Tannik
asitin 25 uM uygulandigl grubun absorbans degerininin diger gruplara
gore anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir (p<0.001).

Sonug: Klorpirifosun hticre canliligl Gzerinde ozellikle yiksek dozlarda
etkili oldugu ve canliligl daha ¢ok azalttigi goriilmustir. Tannik asitin hicre
canhhgini artirmada etkili dozunun 10uM oldugu ve yiksek dozlarda can-
lihgr azaltma yoniinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: HEK-293, klorpirifos, tannik asit, Hiicre canliligi 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 pg/ml chlorpyrifos and 5, 10, 15, 20 and 25 uM tannic acid
to the cell culture medium.

Results: It was observed that the cell viability of the 30 pg/ml, 60 pg/ml
and 90 pg/ml chlorpyrifos groups decreased significantly over the 24, 48
and 72 hours compared to the control group. The IC_; value of chlorpyrifos
was found to be 79.94 pug/ml at 24-hour exposure. It was determined that
the absorbance value of the group in which 25 uM 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 10uM and it is effective in reducing viability at high doses.
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GiRiS

Diinya nifusunun hizl bir sekilde ve kontrolsiizce artmasi, ti-
ketime bagli olarak gidaya olan ihtiyaci strekli olarak artirmakta
ve yeterli miktarda Uriin saglanamamaktadir. Bugiin tim diinya-
da ve Ulkemizde de Uriin miktarindaki artisi saglayabilmek ama-
clyla tarimda gesitli zararhlarla miicadelede “pestisit” olarak
adlandirilan gesitli kimyasallar kullanilmaktadir. Ancak tarimda
kullanilan bu ilaglar, toprakta, suda ve rinlerin izerinde uzun
zaman hi¢ bozulmadan kalabilmekte ve besin zinciri ile insan-
lara kadar ulagsmaktadir (1-2). Organofosfatli bir pestisit olan
klorpirifos [0,0-diethyl-0-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl) phosp-
horothioate], yaygin olarak kullanilan bir bocek éldurtctdir.
Klorpirifos, daha ¢ok temas ve gastrointestinal sistem toksisitesi
yoluyla etkili olur. Dis parazitlerde ve konakgl organizmalarda
kolinesteraz enzimiyle birlesip onu inhibe ederek etkisini gos-
terir. Organofosfatl insektisitler, insanlarda ve hayvanlarda ase-
tilkolini (ACh) pargalayan asetilkolinesterazin (AChE) etkinligini
donlisimsiz olarak engeller ve viicutta néromuskdler kavsak-
larda, kalp kasinda, diiz kasta, parasempatik sinir uglarinda ve
merkezi sinir sisteminde bulunan kolinerjik sinapslarda asetilko-
lin birikimine neden olarak zehirlenmeye yol agmaktadir (3-4).

Toksisiteyi, kimyasal ve fizyolojik faktorler, isi, ilacin uygulandigi
doz, uygulanma yolu ve diger kimyasal maddelerle bir arada
kullanilip kullanilmadig gibi faktorler etkilemektedir (3). Pesti-
sitlerin bir grubu olan organofosfath insektisitler iginde yer alan
klorpirifosun serbest oksijen radikallerinin Gretimini artirdigi ve
oksidatif doku hasarlarina yol agtigi bildirilmistir. Olusan radi-
kallerin, lipitlere, proteinlere ve DNA’ya zarar veren reaksiyon-
lari baslattiklari bilinmektedir (5). Reaktif oksijen Grtnlerinin
olusmasini ve bunlarin olusturdugu hasari 6nlemek amaciyla
antioksidan savunma mekanizmalari etkin rol oynarlar (6).

Polifenol gesitliligi arasinda, tannik asidin geleneksel tipta kulla-
nimi, zehirli maddelerin detoksifiye edilmesinden, bitkisel tib-
bin terapotik gliclinlin gosterilmesine kadar uzayan genis bir
yelpazede nesiller 6ncesine dayanmaktadir (7-8). Tannik asit,
derinin, demir mazi mirekkebinin, kirmizi saraplarin bitkisel
tabaklanmasinda ve gesitli hastaliklari tedavi etmede gelenek-
sel bir ilag olarak kullanilan 6nemli bir bilesendir. Bitki kaynakli
polifenolik fitokimyasallar beslenme cesitliligi icerisinde her
yerde bulunabilir ve genis bir kullanim alanina sahiptir (9-11).
Mevcut arastirmalar, tannik asitin antikanserojen, antimikrobi-
yal, antimutajenik, antienflamatuar, antimikrobiyal, antiallerjik
ve antioksidan etkinlige sahip oldugunu ve kanamayi durdu-
rabilme 6zelligini gbstermistir. Ayrica tannik asitin antiviral ve
antifungal aktiviteleri de mevcuttur (12-15).

Tannik asitin oksidan ve antioksidan mekanizmalari tam olarak
aydinlatilamamistir. Tannik asit, hem gegis metallerinin varh-
ginda DNA hasarini indiikleyerek bir prooksidan olarak hem
de baskilayici hidroksil radikal Giretimi ile antioksidan olarak
islev gorebilmektedir (16- 17). Tannik asitin hidroksil radikal
olusumuna karsi bir antioksidan olarak hareket ettigi ve yiksek
stiperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit stpuriciye sahip
oldugu bilinmektedir. Ancak ayni zamanda bir prooksidan olarak
hareket ettigi, en belirgin olarak kromatindeki bakir iyonlarini

bagladigi ve DNA'ya zarar verdigi gosterilmistir (18-21). Bununla
birlikte tannik asitler ¢dziinebilir tanenler icin verilebilecek en
iyi orneklerdir. Saghk alaninda bizlstlrici, hemostatik, anti-
septik, yatistirici, bagisiklik sistemini kuvvetlendirici, ates di-
surlca, peklik yapici, antiromatizmal gibi etkilere sahip olan
tanenlerin, bakir, kursun ve alkaloid zehirlenmelerinde antidot
olarak kullanildigi bilinmektedir (22-24).

Bu ¢alismada, daha ¢ok deney hayvanlari tizerinde yapilan ga-
lismalarda etkileri gozlemlenen klorpirifos insektisiti ile anti-
oksidan ve prooksidan 6zellikleri oldugu bilinen tannik asitin
insan embriyonik bobrek hicresi HEK 293 hiicre hattinda doz
ve slreye bagh olarak hiicre canlihigi Gzerine olan etkilerinin
MTT ve xCELLinge yontemleri ile incelenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

CGalismamizda klorprifosun “(Klorpirifos-etil (Safban 25 WP)
-Safa Tarim A.S.)” ve tannik asitin “(TEKKIM Tannik Asit Pur. Gr.
500 Gr LB.TK.201783.00502)” hiicre canlilig tGizerine etkilerini
insan embriyonik bobrek hicrelerinde (Human Kidney Emb-
riyonic Cells — HEK 293) arastirmayi amacladik. Calismamiz-
da kullandigimiz HEK293 hiicre hatti, Amerikan Hiicre Kiltur
Koleksiyonundan (American Type Culture Collection - ATCC®
CRL1573™) soguk zincir ile teslim alindi ve calisma baslayana
kadar Bahgesehir Universitesi Tip Fakiltesi Biyofizik Anabilim
Dali Hiicre Kulturi laboratuvarinda bulunan sivi azot tankinda
-196°C’de muhafaza edildi.

Calismaya baslamadan 6nce kullanilacak materyaller otoklav-
lanarak 37°C’lik etlivde sterilize edildi, ayrica her galisma 6n-
cesinde hiicre kilturi laboratuvari ve laminar akim kabinini
sterilize etmek amaciyla 15 dakika ultraviole 1sik (UV) kullanil-
di. Hicreler deneysel ¢alismada kullaniimak amaciyla sivi azot
tankindan gikartilarak 37°C’de su banyosunda hizli bir sekilde
¢Ozduruldi. Kriyotlp igerigi, toplam hacim 6 ml olacak sekil-
de %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin iceren besiyerinden 5
ml konulan santrifdj tipline aktarildi. 5 dakika stiresince 1500
RPM’de 5 dk santrifiij edildikten sonra slipernatant uzaklastirildi
ve yikama islemi iki kez tekrarlandi. Stipernatant uzaklastirildik-
tan sonra hiicre peleti tizerine 500 pl besiyeri eklenip hiicreler
pipetaj yapildi. Hicre stispansiyonu 25 cm?lik flasklara (T-25
kiiltiir kabi) aktarildi ve Gizerine 5 ml besiyeri eklendi. Uzerine
besiyeri eklenen hiicreler CO, inklibatérde 37°C’de %5 CO, ve
%97 nemli hava icerecek sekilde standart kiltlir ortaminda in-
kiibasyona birakildi.

Calisma gruplari 10, 30, 60 ve 90 pg/ml klorpirifos eklenerek
hazirlanan klorpirifos grubu ile 5, 10, 15, 20 ve 25 uM tannik
asit eklenerek hazirlanan tannik asit gruplaridir (9,25-28). Kont-
rol grubu ise igerisinde klorprifos veya tannik asit bulunmayan
besiyer ortami ile olusturulmus gruptur. Tim deney gruplari
belirlenen dozlarda 24, 48 ve 72 saat inkibe edildi.

Hucre Canlihgi Analizleri

MTT Yontemi: 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 aliminyum folyoya sarilan balon
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joje icerisinde karanlik ortamda vortexlenerek ¢ozdirildi ve
0.22 um filtreden gegirildi. Deney asamasindan 6nce ¢ozelti 37°
C’lik su banyosunda isitildi. Deneyde 3 ayri 96’lik plate ile gali-
sildi ve 96’lik plate kuyucuklarinin her birinde 100 pl’de10000
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 37 T'de %5 CO, inkibaté-
rinde hicrelerin yapismasi igin 24 saatlik inklibasyon sonra-
sinda kontrol, klorpirifos 10, 30, 60, 90 ug/ml ve tannik asit 5,
10, 15, 20, 25 uM konsantrasyonlarinda uygulamalar yapildi.
Her bir kuyuya 10 pl MTT sollisyonu eklenerek 3 saat inkibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin yiizeyinde var olan
medyum bir pipet ile alinip 50 ul DMSO (Dimetyhl Sulfoxide)
ilave edildikten sonra tekrar 10 dk inkiibatérde bekletildi. inkii-
basyonu yapilmis olan hiicrelerin, mikroplate okuyucu ile 570
nm absorbans degerinde 6lglimleri yapildi. Kontrol kuyucuklari
belirlenen absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve bu deger
%100 canli hiicre olarak belirlendi. Klorpirifos-etil ve tannik asit
ilave edilmis kuyucuklardan okunan absorbans degerleri kontrol
absorbans degerine oranlandi ve yiizde canlilik olarak kabul
edildi. Sonugta 24 saatlik MTT canlilik analizi sonuglari bulun-
du. 48. ve 72. saat MTT canlilik analizi sonuglarini elde etmek
icin farkh konsantrasyondaki maddelerin hiicrelere uygulanma
isleminden sonra inkiibasyon sireleri ayarlanarak tim islemler
tekrarlandi. Microsoft Excel programi ile uygulanan doz ve %
htcre canhlig egrisi elde edilerek IC_ (%50 baskilayici konsant-
rasyon) degerleri logaritmik egim grafigi ile hesaplandi.

XCELLigence yontemi: xCELLigence, elektriksel impedans tekno-
lojisi sayesinde hicrelerin elektrodlara baglanip baglanmama-
sina bagli olarak 6l¢tim yapan, hiicre bazli olan mikroelektronik
biyosensor sisteminden olusur. xCELLigence, mikroelektronik
hicre sensori dizisinden olusmaktadir. Sensér sayesinde elekt-
ronik empedansin 6lglilmesini, elektrotlar tGzerinde var olan
degisikliklerin tespit edilmesini saglar ve degisikliklerin izlen-
me olanagini saglar. Hiicre indeksi, elektrik empedansindaki
degisikliklerin 6lgtlmesi amaciyla kullanilir. Hiicre sayisi, can-
lilig1, morfolojisi elektrod empedansini etkilemektedir. Hiicre
indeksindeki azaliga ve artiga gore elde edilen bilgiler yazilim ile
degerlendirilip sonuglandirildi. xCELLigence yontemi ile hiicre
proliferasyonu yani hiicrelerin ¢ogalip cogalmadigl, sitotoksisi-
te yani canli hiicreler Gzerindeki toksik etki orani belirlenebilir.
xCELLigence yontemi hiicre karakterizasyonu hakkinda bilgi
verir (29-30).

Calismamizda HEK293 insan embriyonik bébrek hiicre hatti,
%10 fetal bovine serum ve %1 Streptomisin-Penisilin iceren
DMEM besiyerinde gerektiginde pasajlama islemleri yapila-
rak yeterli hiicre sayisina ulasincaya kadar kiltir ortaminda
cogaltildi. Hicreler besiyeri ortaminda 37 °C’de ve %5 CO, ile
nemlendirilmis inkGbatérde T25 hicre kalturd flakslarinda
kilture edildi. Hicreler flaksta %80 doluluga ulastiginda steril
hicre kaziyici ile kazinarak ve falkon tiipline aktarilarak sogut-
mali santrifijde 1500 rpm’de 15 dk santriflj edildi. Hiicreler
daha sonra e-plate’lere ekilmek lzere hiicre sayim prosedi-
rine gore sayilip, sayim sonucu elde edilen hiicre sayisi 1x 10°
olarak hesaplandi.

RTCA (Real Time Cell Analysis) programinda deneyde kullani-
lacak kuyucuklarin segimi, hiicre tiirli, kuyu basina kullanilacak
hiicre sayisi, kullanilacak bilesigin adi, konsantrasyonu ve kon-
santrasyon birimi bilgileri girilerek deneyle ilgili veriler tanim-

landi. Plakalarin cihazdan cikarilacagi her bir asama igin (Step
1, Step 2 ve Step 3) ayri ayri planlanmalar yapildi. Blank oku-
masi tamamlandiginda plateler inkiibatérden laminer kabine
alinip 16 kuyulu e-plate’lerin her bir kuyusuna 150 pl’de yaklagik
1.5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreleri ektikten
24 saat sonra madde uygulanacagi i¢in “Duration” segenegi
24 saate, kuyulardan 15 dakika araliklarla 6lgiim almak igin “In-
terval” segenegi 15’e ayarlandi. Bu siire sonunda, toplamda 16
kuyusu bulunan plakalara klorpirifos i¢in 0, 10, 30, 60, 90 pug/ml
ve tannik asiti¢in 0, 5, 10, 15, 20, 25 uM konsantrasyonlarinda
madde uygulamasi yapildi. Hiicre {izerine etkisi incelenen her
bir madde igin ayri bir plaka kullanildi. (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)

Surre sonunda sistemden, alt kisminda iyi bir iletken olan altin
ile kapli elektrotlara yapisan hiicre sayisina ve kontrol grubuna
gore, hicrelerdeki degisime bagli olarak hiicre indeksi deger-
leri elde edildi. istatistiksel degerlendirmenin yapilabilmesi icin
gerekli uygun saylya ulasabilmek adina her bir madde igin iki
16’li e-plate kullanilarak toplamda 6 6lgiim sonucu elde edildi.

istatiksel analiz: Orneklerin % canlilik degerleri hesaplandi. So-
nuglar IBM SPSS 21 (Statistical Package for the Social Sciences)
programi kullanilarak degerlendirildi. Grup igi karsilastirmalarda
parametrik olmayan gruplar igin Kruskal Wallis, parametrik olan
gruplar igcin One-Way ANOVA testleri yapildi. Sonuglar ortalama
+ SD (standart sapma) olarak verilip anlamhlik diizeyi p<0.05
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Klorpirifosun doza bagl etkisinde MTT hiicre canlihg: analizi
24 saatlik MTT analiz sonuglarina gore; klorpirifosun 10 pg/
ml uygulandigi grubun MTT degeri kontrol grubu ile karsilas-
tirildiginda anlamh bir azalma oldugu belirlendi (*p<0.05). 30
pg/ml, 60 pg/ml ve 90 pg/ml klorpirifos uygulanan gruplarin
MTT degerleri de kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamh
bir azalma tespit edildi (°p<0.001) (Tablo 1, Sekil 1). HEK293
hicrelerinin 24 saat boyunca klorpirifosa maruz kalmasiyla elde
edilen IC_ degeri 79,94 pg/ml'dir. 48 saatlik MTT analiz sonugla-
rina gére; 10 ug/ml, 30 ug/ml ve 60 pg/ml klorpirifos uygulanan
gruplarinin absorbans degerlerinin 90 pug/ml uygulanan gruba
gore anlamli olarak artmis oldugu (?p<0.001) gérildi. 10 pg/ml
klorpirifos dozunun uygulandigi grubun MTT degeri ise kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir azalma oldugu belirlendi
(°p<0.05) (Tablo 2, Sekil 1). HEK293 hiicrelerinin 48 saat boyun-
ca klorpirifosa maruz kalmasiyla elde edilen IC, degeri 85,95
ug/ml'dir. 72 saatlik MTT analiz sonuglarina gére; 30, 60, 90
ug/ml uygulanan gruplarin absorbans degerleri kontrol grubu
ile karsilastirildiginda anlamli bir azalma belirlendi (°p<0.001).
Kontrol ve 10 pug/ml klorpirifos uygulanan gruplar arasinda 72
saatlik MTT sonuglarina gore istatistiksel agidan anlamli fark
tespit edilmedi (Tablo 3, Sekil 1). HEK293 hicrelerinin 72 saat
boyunca klorpirifosa maruz kalmasiyla elde edilen IC, degeri
80,23 pg/mldir.

Tannik asitin doza bagh etkisinde MTT hiicre canlihig analizi
24 saatlik MTT analiz sonuglarina gore; tannik asitin 5uM uy-
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Tablo 1: Klorpirifos’un (KP) 24 saatlik MTT sonuglarina ait ortalama (M) ve standart
sapma (SD) degerleri (M+SD)

Parametre Kontrol 10 pg/ml 30 pg/ml 60 ug/ml 90 pg/ml
MTT b b b

0,226%0,03 0,204+0,06° 0,157+0,04 0,140+0,03 0,097+0,05
(570 nm)

p<0.05 ve *p<0.001 kontrolle karsilagtirildiginda

Tablo 2: Klorpirifos’un (KP) 48 saatlik MTT sonuglarina ait ortalama (M) ve standart
sapma (SD) degerleri (M+SD)

Parametre Kontrol 10 pg/ml 30 pg/ml 60 pg/ml 90 pg/ml
MTT .

0,210+0,02  0,191%0,02* 0,162+0,01° 0,133+0,01° 0,102+0,01
(570 nm)

2p<0.001 90 pg/ml ile karsilastirildiginda, ®p<0.001 kontrolle karsilastirildiginda

Tablo 3: Klorpirifos’un (KP) 72 saatlik MTT sonuglarina ait ortalama (M) ve standart
sapma (SD) degerleri (M£SD)

Parametre Kontrol 10 pg/ml 30 ug/ml 60 ug/ml 90 pg/ml
MTT
0,207+0,03 0,187+0,06 0,147+0,02°  0,121+0,03°  0,092+0,05°
(570 nm)
2p<0.001 kontrolle karsilastirildiginda
120
100 100
100 92,02 9142 9371
77,14
g0 71,68
T 63,71 53 33
&0 § 1
44,24
a0 I
20 | |
0 -
24 saat 48 s3at 72 saat

Hiicre Canliig (3)

m0 m10pg/ml m30pg/ml m60pg/mi m90pg/mi

Sekil 1: Klorpirifos’a ait 24, 48 ve 72 saatlik % hiicre canlihgi/konsantrasyon grafigi

gulandigi grupta absorbansin kontrol grubuna gore ®p<0.01 an-
lamhhginda azalmis oldugu goézlendi. 15 pM, 20 uM ve 25uM
tannik asit uygulanan gruplarda ise absorbans degerlerinin
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi (°p<0.001) be-
lirlendi. 25 pM tannik asit uygulanan grubun absorbans dege-
rinin diger ¢alisma gruplarina gére anlamli olarak azaldigi tespit
edildi (‘p<0.001) (Tablo 4, Sekil 2). HEK293 hiicrelerinin 24 saat
boyunca tannik asite maruz kalmasiyla elde edilen IC_ degeri
21,34 uM ‘dir. 48 saatlik MTT analiz sonuglarina gore; tannik asi-
tin farkh dozlarda uygulandigi gruplarin 48 saat sonraki verileri
incelendiginde 10 uM uygulanan grupta kontrole gére anlamli
artislar gozlendi (°p<0.01). 20 uM ve 25 uM yiksek dozlarda

ise absorbans degerlerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli ola-
rak azaldigi belirlendi (°p<0.001). 10 uM uygulanan grubunun
absorbans degerinin 5 uM ve 15 pM gruplarina gore (°p<0.01)
ve 20 uM ve 25 uM'’lik gruplara gore(%p<0.001) arthigi gorildu
(Tablo 5, Sekil 2). HEK293 hiicrelerinin 48 saat boyunca tannik
asite maruz kalmasiyla elde edilen IC_ degeri 23,99 uM’dir. 72
saatlik MTT analiz sonuglarina gore; tannik asitin 10uM uygu-
landig1 grupta 72 saatlik maruziyette absorbans degeri kontrole
gore artmigken (*p<0.001), 20 uM ve 25uM uygulandigi grup-
larda ise azaldi (°p<0.001). 25 uM uygulanan grubun degerleri
tim gruplarla karsilastirildiginda anlamli olarak distk oldugu
belirlendi (°p<0.001) (Tablo 6, Sekil 2). HEK293 hiicrelerinin 72
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Tablo 4: Tannik asit’in 24 saatlik MTT sonuglarina ait ortalama (M) ve standart sapma (SD)

degerleri (M£SD)

Parametre Kontrol 5uM 10pmM 15 um 20uM 25 uM
(“:;; nm) 0,18+0,08 0,155+0,04*  0,176+0,04° 0,112+0,06>¢ 0,095+0,04°¢  0,07+0,07°¢

2p<0.01, ’p<0.001 kontrolle karsilastirildiginda, p<0.001 25 uM ile karsilastirildiginda

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

degerleri (MSD)

Parametre Kontrol 5umM 10pum 15 pyMm 20puM 25 uM
MTT b, b,d b,d

0,1740,01 0,15+0,01°¢ 0,1940,01° 0,14+0,02°¢ 0,1040,03" 0,07+0,02"
(570 nm)

p<0.01 p<0.001 kontrolle karsilastirildiginda, ¢p<0.01, “p<0.05 10 uM ile karsilastirildiginda

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

degerleri (M1SD)

Parametre Kontrol 5uM 10um 15 um 20puM 25 uM
MTT b b
0,15+0,02 0,161+0,01°¢ 0,20+0,01*>¢  0,153+0,01>¢  0,10+0,01°¢ 0,07+0,01°¢
(570 nm)
p<0.001, ®p<0.001 kontrolle karsilastirildiginda, p<0.001 25 uM ile karsilastirildiginda
0 133,33
120 /
- mnms,ss
100 100 .
88,23 s
B0
62,22 58,82
80 52,77
a0 38,88 41,17
i I I

24 saat

48 saat 72 saat

Hicre Canlihgi ()

m0 m5pM @ 10pM

15pM  m20pM @ 25pM

Sekil 2: Tannik asitin 24, 48 ve 72 saatlik % hiicre canliligi/konsantrasyon grafigi

saat boyunca tannik asite maruz kalmasiyla elde edilen IC,  de-
geri 25,89 uM “dir.

xCELLigence Analiz Sonuglari

Klorprifos’un xCELLigence Analiz Sonuglari

HEK293 hiicrelerinin 24 saatlik XCELLigence analiz sonuglarina
gore, 30 pg/mL ve 60 pg/mL klorpirifos uygulanan gruplarda
hticre indeksinin 90 ug/mL uygulanan gruba gore anlamli olarak
yuksek oldugu bulunmustur (p<0.01). HEK293 hiicrelerinin 48
saatlik XCELLigence analiz sonuglarina gére 60 pg/mL klorpirifos
uygulanan grubun hiicre indeksinin 10 pg/mL uygulanan gruba
gore daha duslik oldugu tespit edildi (p<0.001). Kontrol grubu
ve 10 pg/mL uygulanan gruplarin hiicre indeksinin 90 pug/mL
uygulanan gruba gére anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.001). HEK293 hiicrelerinin 72 saatlik xCELLigence analiz

sonuglarina gére 10 pg/mL uygulanan grubun hicre indeksinin
60 pg/mL klorpirifos uygulanan gruba gére anlamli olarak yiik-
sek oldugu saptandi (p<0.01). 90 pug/mL klorpirifos uygulanan
grubun hiicre indeksinin kontrol ve 10 pg/mL uygulanan grup-
lara gore istatistiksel agidan anlamli olarak azaldigi belirlendi
(p<0.001) (Sekil 3).

Tannik Asit’in xCELLigence Analiz Sonuglar

HEK293 hiicrelerinin 24 saatlik XCELLigence analiz sonuglarina
gore, 25 uM tannik asit uygulanan grubun hiicre indeksinin 20
UM uygulanan gruba goére anlamli olarak duistik oldugu (p<0.01)
belirlendi. 20 uM ve 25 puM tannik asit uygulanan gruplarin hiic-
re indeksinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak diistik oldugu
saptandi(p<0.001). HEK293 hiicrelerinin 48 saatlik xCELLigence
analiz sonuglarina gore, 15 uM tannik asit uygulanan grubun
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Hiicre indeksi

D 14 48
.1 k |
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Sekil 3: Degisen konsantrasyonlarda klorpirifos’a maruz birakilan HEK 293 hiicrelerinin ortalama
gercek zamanli hiicre analizi xCELLigence proliferasyon egrileri

hicre indeksinin kontrol grubuna goére anlamli olarak artmis ol-
dugu belirlendi (p<0.05). 20 uM ve 25 uM uygulanan gruplarin
hiicre indeksinin kontrol grubuna gére anlamli olarak azalmis
oldugu belirlendi (sirasiyla p<0.001, p<0.001). Tannik asitin
10 uM uygulandigi grubun hiicre indeksinin kontrol grubuna
gore anlamli olarak artmis oldugu goruldi (p<0.05). HEK293
hicrelerinin 72 saatlik xCELLigence analiz sonuglarina gore 20
UM (p<0.001) ve 25 uM (p<0.001) uygulanan gruplarin hicre
indeksinin kontrol grubuna gére anlamli olarak azaldigi belir-
lendi. Tannik asitin 10 uM uygulandigi grubun hiicre indeksi
kontrol (p<0.01), 20 ve 25 pM uygulana gruplara gore p<0.001
anlamliliginda yuksektir (Sekil 4).

TARTISMA

Organofosfath insektisitler kimyasal yapilarindan dolayi yagda
cozlinebilirler (lipofiliktir) ve noniyonizedir. Lipofilik 6zellikle-
rinden dolayi hiicre membranini, kan beyin bariyerini gegebi-
lirler ve bu yollarla hasara yol agabilirler (4,31). Calismamizda
kullandigimiz klorpirifos toksisite yoniinden orta diizeyde riskli
olan bir organofosfatli insektisit grubu igerisinde yer almaktadir
ve maruz kalindiginda baslica hepatoksisite, nérotoksisite ve
endokrin sistem bozukluklari gériilmektedir. Ozellikle merkezi

sinir sisteminde noérolojik toksisite yaninda DNA hasarina da
neden olarak ¢ok ciddi hasarlara yol agmaktadir. Bazi calismalar
klorpirifosa maruziyetin gelisimsel bozuklukla, otoimmiin sis-
tem patolojileriile,akciger, bobrek ve meme kanseri gibi kanser
tirleriyle baglantili oldugunu da gostermistir (32).

Ulusal Bilimler Akademisi raporu, 21. ylizyilda toksisite testle-
rinde, in vitro yola dayal toksisite testini genisletmek ve tim
hayvan yaklagimlarini en aza indirmek igin diger bilimsel arag-
larin kullanimina yonelik bir paradigma degisikliginin temelini
atmistir (Ulusal Aragstirma Konseyi, 2007). Maruz kalan insan
hicre kulturlerinin biyoinformatik analizleri gibi bu alternatif
yontemler, bir yaklasim kullanarak in vivo toksisiteyi tahmin
etmede kabul gérmektedir (9). Geleneksel olarak, pestisitlerin
toksik potansiyelini incelemek igin hayvan modelleri kullanil-
maktadir. Glinimuzde daha fazla sayida yeni pestisitin kesfedil-
mesiyle, toksisiteyi tespit etmek igin in vivo modellerin kullanil-
masl zaman, etik ve maliyet agisindan pratik olmadigi anlayisi
kabul gormeye baslamistir. In vitro hicre kiltiirG sistemlerinin,
kimyasallar veya ilaca maruz kalma yoluyla hedef organlarda
toksisite tahmini igin faydali oldugu kanitlanmistir. Hiicre tabanh
sistemler, yliksek diizeyde entegrasyon sundugundan, kimya-
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Sekil 4: Degisen konsantrasyonlarda Tannik Asit’e maruz birakilan HEK
293 hicrelerinin ortalama gergek zamanli hiicre analizi xCELLigence pro-

liferasyon egrileri
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sallarin bozulmamis hiicrelerle etkilesimlerini incelemek igin
popller hale gelmistir. Toksisite calismalari igin karaciger, bob-
rek, néron vb. gesitli in vitro hicre sistemleri gelistirilmistir.
Calismada kullandigimiz bobrek hiicre kiltlra sistemi, kseno-
biyotiklerin viicuttan atilmasini ve toksisitesini gbstermesi agi-
sindan ideal ortam sartlarini barindirmaktadir (33).

Klorpirifos’'un HEK293 hiicrelerine etkisini arastirmak igin uygu-
ladigimiz dozlarin 24, 48 ve 72 saatlik inklibasyon sonrasi hiicre
canliligindaki azalmanin doza bagli olarak degistigini sdyleye-
biliriz. Toksik etkisini gordiigimuz klorpirifosun, doz arttikga
hlcre canhhginda % 44,24’e kadar azalma meydana getirdigi
gorulmustir.

Cok sayida biyoaktif bitkisel biyomolekiller arasinda, polife-
noller her zaman faydah 6zellikleri géz 6niinde bulundurula-
rak odak noktasi olmaya devam etmektedir. Sagliga yararh bir
aile olarak tanimlanan polifenollerin, antikanser, antimutaje-
nik, antienflamatuar, antimikrobiyal, antibakteriyel, antiseptik
ve antioksidan 6zellikleri oldugu bilinmektedir (9). Tannik asit,
benzersiz biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle biyoloji ve medikal
arastirma alanlarinda son on yilda popdlerlik kazanmis, dogal
olarak olusan bir antioksidan polifenoldir. Kullaniminin teme-
li, birgok hidroksil grubu, proteinler ve diger biyomolekiillerle
baglar 6zellikle hidrojen baglari olusturmaya yonelik afinite-
sinden kaynaklanmaktadir. Giniimuzde tannik asit ile yapilan
¢alismalar, birgok yeni farmasotik ve biyomedikal uygulamanin
gelistirilmesine yol agmistir. Tannik asitin bir antioksidan olarak
iltihabi azalthigl, yaygin patojenik bakteride bir antibiyotik go-
revi gordigl ve gesitli kanser tirlerinde apoptozu indikledigi
gosterilmistir (7).

Calismamiz sonucunda tannik asitin belli bir doz artisindan son-
ra toksik olabilecegini ve prooksidan 6zellik gosterebilecegini,
dozu artirdigimizda azalmis hiicre canliligi ile ifade edebilece-
gimizi diistinmekteyiz. Tannik asitin antioksidan mi yoksa ok-
sidasyonu artiran bir prooksidan gibi mi davrandigi tamamen
konsantrasyonla iliskilidir. Farkli konsantrasyonlarda antioksidan
ve prooksidan 6zellige sahip olusu her iki durum igin de tannik
asitin olumlu katkisi oldugunu gosterir, ¢linku proksidan &zelligi
ile oksidatif stresi indiikleme ve metal iyonlarini baglama yete-
negine sahip olup antibakteriyel ve antikanser 6zellik gosterir
(21, 23, 34-36).

Calismamizin temel hedeflerinden biri tannik asitin hiicre canli-
ligina etkisini, en ¢ok bilinen ve kullanilan MTT yéntemi yaninda
empedans degisimi esash olan xCELLigence analizi yontemi ile
de gormekti. Yontemler arasinda tannik asit etkinligini deger-
lendirmede hiicre gogalmasini olumlu yonde etkileyen dozlarin
her iki yontemde de ayni dozlar oldugu tespit edilmistir. Yiiksek
doz tannik asit uyguladigimiz gruplarda her iki yontemde de
hicre canliliginin kontrole gére anlamli olarak azaldigini bulduk.
Kullanilan farkli yontemlerin sonuglarinin birbirini destekler ni-
telikte oldugunu soyleyebiliriz.

Calisma sonunda buldugumuz IC50 degerlerinin bu hiicre hatt
kullanilarak yapilacak diger galismalari planlamada fayda sag-
layacagini soyleyebiliriz. Klorpirifos toksisitesini azaltabilecek

oksidan ve antioksidan maddeler ile ilgili olan ve tannik asitin
bu toksisite de ne yonde hareket edecegini tespit edecek galis-
malar yapilmasinin gerekli oldugunu ifade edebiliriz.
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