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TOKSIKOLOJIK ANALIZ

Toksikolojik degerlendirmelerin 6nemi

O

» Mesleki, cevresel ve ilag etkenlerine yonelik akut veya kronik
zehirlenmelerin teshisi

» Terapdtik ilac izlenmesi

» Toksisite arastirmalari

» Bireysel tedavide genetik yatkinligin tespiti
» Risk degerlendirmesi

» Adli Toksikoloji

» Cevresel Toksikoloji
» Klinik Toksikoloji
 Analitik Toksikoloji
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Toksikolojik Analiz Ozellikleri

O

Toksikolojik Analiz

O

19.02.2019



Toksikolojik Analizde Onemli Faktorler

O

Toksikolojik Analizde Onemli Faktérler

O
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Toksikolojik Tam (Sistematik) Analiz
Cesetten Al@n Ornekler

Toksikolojik Tam (Sistematik) Analiz
Hastadan Alinan Ornekler
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Toksikolojik Tam Analizde
()rnekleri@%iiliinmesi

1. Kisim On deneyler (fizikokimyasal, kimyasal 6n deneyler),
. Kisim Ucgucu zehirerin analizi,

3. Kisim Ugucu olmayan, tartarik asitli alkol ile ekstre
edilebilen ve sulu ortamdan organik ¢oziicilere

tuketilebilen organik maddelerin analizi,

4. Kisim Organometaller ve anorganik bilesiklerdeki metallerin
analizi,

5. Kisim Ozel vasifii bilesiklerin analizi,

6. Kisim Kantitatif tayin (isteniyorsa).



2. Kisim: Uc¢ucu zehirler (1.Esas grup)

O

. G . Q DIS ODACIK iC ODACIK
Mlkl‘OdlfllZyOIl yontemi: Aranacak  [Z0ii aciga gikaran | Absorban | Renk reaktifleri ‘
. . .. Zehir reaktifler reaktifler | ve sonug
* Az miktarda ugucu zehirlerin izole % 101,50, = [ PdCl,s Siyah ‘
H H Siyaniir % 10 H,SO, % 10 NaOH | FeSO,+HCl—mavi 4
edllmeslnde Klorlu - | ml saf I ml % 30 NaOH+ saf
. . e . o hidrokarbonlar oluen iridin—kirmizs
« Conway Mikrodifiizyon diizenegi: . : :
Ugucu zehirlerin taninmasi ve ot | T T e
kantltatif anallzinde de kullanlhr Metil alkol Doymus Na,CO; H,S0, 2 Kromotropik asit—viyole |
. . Fenoller P",‘() H,S0, % 10 NaOH | Folin-fenolftalein—mavi
* Dis odacik; b|yo|oj|k materya| + Fosfiir Doymus Na;CO, HNO;  [% 5 AgNO,—kahverengi |
] o . | % 10 Amonyum molibdat+
ucucu zehri agiga ¢ikaracak reaktif [ san § ‘
. X Siilfur % 10 HyS0, F10NSOH | a)% 10 Pb asetat—ssiyah L |
¢ I¢ odacik; ugucu zehri adsorbe [ )% 10 Cd asetat» san |_|

edecek + renk reaksiyonu verecek
reaktif

70 mm
40 men ———{
—=

Enine ket

Deney no 1: Kanda Etil Alkol Tayini

O

Kantitatif tayin igin:

Mikrodifiizyon Yontemi ile Kanda Etil Alkol Tayini
9. Difizyon tamamiandiktan sonra ig odaciktaki ozelti baion jojeye alinarak distile su
ile 10 mi'ye tamamianir.

Cozeltiler: 10. Gézettinin absorbansi 450 nm daiga boyunda suya karsi 8Icaldr.

Doymus NazCOs ¢ozeltisi: NazCO3'in 100 ml suda doymus ¢dzeltisi hazirlanir.

Deney Protokoli

Ansties reaktifi: 3,70 g potasyum bikromat 150 ml distile suda ¢ozhlur. Uzerine 280

Degerlendirme igin:
ml derigik H2SO4 yavasca kanistiniarak llave edilir. Distile su lle 500 ml'ye tamamianir.
Alkol standardi (%160 mg): 0.1 ml %96 etilalkol 50 ml ye su ile tamamlanir. 11 Sandait;ve mummne:gizeRerkids; bulinan’alkole;reskslyons: gimeyen: potasyum
bikromat gozeltisi asagida belirtilen formdl le hesaplanir. (A-As) standarttaki, (A-Aq) ise
Deneyin Yapiligi: numunedeki potasyum bikromat miktarini gosterir.
Conway dis 12. Alkol konsantrasyonu ile absorbans ters oranti gésterir (Alkol konsantrasyonu
1. Ugucu zehrin aranacadl biyolojik materyal (1 ml kan) ve ugucu 2zehiri serbest SR POSOTIR DINEOCARE KRN AZNACAONIINN ELAOANG! AipAc):
13. Alkol miktar, egrisi ilecegi gibi, tek standart

hale gegirecek reaktiften (1 ml doymus Na,CO; ¢dzeltisi) konur.

yontemi kullanilarak da hesaplanabilir.
2. Kantitatif tayin icin standart ve kér dmekler de yapiimalidir.

14. Tek standart yéntemine gére kantitatif tayinde:
3. Standart érek icin 1 ml biyolojik materyal yerine %160 mg alkol igeren standart

cozelti ilave edilir. (A-Ag)

4. [Kér dmek icin ise 1 ml biyolojlk materyal yerine alkel igermeyen kan omedi kullanilir. Co=Cs (A-Aq)

Conway mikrediflizyon duzeneginin i¢ odacigina ise; Ca: Kan 8megindeki alkol konsantrasyonu (mg/100 ml kan}
5. Ugucu zehirle reaksiyona girecek clan ansties reaktifinden 2 mi ilave edilir. Cs: Alkol standardinin konsantrasyonu (mg/100 mi kan)

A Kér drmegin absorbansi

6. Dazenegin agzi derhal kapatilir.
An: Numunenin absorbansi

7. Difazyon igin 37°C de 1 saat bekletilir. As: Standardin absorbansi
8. Ugucu kol) varliginda ansties reakiifi saridan yesil renge déner.
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3. Kisim: Uc¢ucu olmayan ve Organik Coziiciilerle

TﬁketilebilebZ.Esas grup)

Deney no: 2 Alkaloidlerin Tayini

O
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Deney no: 2 Alkaloidlerin Tayini

O

 Spot testler; kiigiik bir tiip, saat cami, kapsiil i¢inde yapilir

» Uygulamada analiz yapilacak alkaloid numune {izerine
renk reaktifi damlatilir ve karistirilir.

 Karakteristik rengin olugsmasi belirli gruba giren
maddelerin varligini gosterir

 Higbir “spot test” tek bir madde i¢in spesifik degildir

* Renk olusmamasi ise o maddelerin yoklugunu gosteren
1y1 bir indikatordiir

Deney no: 2 Alkaloidlerin Tayini

O

Bazi maddelerin renk reaktifleri ile verdikleri “spot test” sonuglari

Narkotin:
Konsantre sillfurik asid: derhal limon sarisi :
Margquis reakdifi mavimsi mor, cabuk koyulasir, dnce odein:

kenarlan sanmsi yesil olur, sonra Marquis reakiifi kirmiz! nuansli mavi

ortas! zeytin yesili kenarlan Oliver testi: renk vermezler.

kahverengi olur. Mecke reaktifi: sonra parlak agik maviye donen yesilimsi
Mecke reakfifi: yaprak yesili, koyulasir, sonra sarl mavi, neticede pariak yesil.

turuncumsu kahverengi ve nihayet Frohde reakdifi: sonra yesile donen sari, neticede mavi

turuncu-Kinmmizi olur.
Frahde reaktifi: soluk yesil Dionin:
Mandelin reaktifi: once pembe, sonra portakal kimizi Marquis reaktifi kirmizi niansl mavi

Oliver testi: renk vermezler.
AT Mecke reaktifi: vesil, once kenarlan mavi zeytin yesili
sonra tim leke zeytin yesili olur
Marquis reaktifi- kirmizi ndansl mavi Frahde reaktifi sonra yesile dénen sari, neticede mavi
Oliver testi: Kirmizi kahverengi renk
FeCl,: yesil
Mecke reaktifi: once zeytin yesili sonra mavimsi mora
déner, daha sonra tekrar zeytin yesili olur,
bu defa kenarlar kirmizi

Fréhde reaktifi sonra pariak yesile ddnen kimizi mor
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Deney no: 2 Alkaloidlerin Tayini

O

Maddenin, uygun bir reakiifle verdidi kristal seklinin mikroskopla
incelenmesine dayanir.
Wagner reaktifi Pikrik asit goz.
Atropin Kristaller Kristaller
Skopolamin Yagh damlalar Yagh damlalar
Novokain Yadl damlalar Yagl damlalar
Anestezin  Codu yagh damla Uzun igneler
Az rombik kristal
Arekolin Yagh damlalar

Kokain KmnO, varliginda kismen birbiri Gzerinde ve agag
manzarasinda bifesmis dikddrigen seklinde plaklar seklinde
gozlenir.

4. Kisim: Metalik Zehirler (3.Esas grup)

O
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Deney no:3 Reinsch Testi

Deneyin Yapilisi

1. 1 cm? blyGKIogundekl bakir levha once %50 HNO: ve daha sonra distile su ile

yikanarak temizlenir.

2. Temizlenmis bakir levha, asitii numune ¢dzeltisinin bulundugu tipe konarak, kaynar

su banyosunda 15-20 dk bekletilir (Bizmut icin daha uzun sire beklenmelidir).

3. Aranacak metallerin bakir levha (zerinde toplanmasi sonucu bazi renkler olusur.

Bakir levhanin rengi, metalik zehrin cinsi hakkinda bize 6n bilgi verir:

- GUmasi renk: Civa

- Parlak siyah renk: Bizmut

- Mat gri-siyah renk: Arsenik

- Mor renk: Antimon olabllecegini gésterir.

Bakir levha iizerinde toplanan metalin kesin tanimlanmasi
On deneyler ile drekte var oldugu digdnilen metal ile iigili agagidaki testier yapilir:

- Civa aranmas!

1. Saat camina filtre kagidi yerlestirilir ve Gzerine sirasiyla, 1-2 damla %5 KI, 1-2

damia %5 Na:SOa kangimi ve 1-2 damla %5 CuSOs ilave edilir.

2. Distile su ile yikanmig ve kurutulmus Gzerinde civa toplandigi dUsindlen bakir levha

bu kangim Uzerine kanur.

3. Ikinci bir saat cami ile Uzeri kapatilarak yaklagik 40 dk beklstilir.

4. Civa varlidinda bakir levha (zerinde sari-kirmizi renk belirir.

- Bizmut aranmas!

Uzerinde bizmut toplandigi diginOlen bakir levha bir tipe alinir, Ozerine sirayla
1 ml %5 Na;SO3. 1 mi %15 HNO; konur ve 5 dk calkalanir. Blzmut varsa ¢azeltiye gecer.

Uzerinde arsenik veya antimon toplandigi ddsinGien bakir levha bir tapte 0.5 ml %10
KCN ile cakalanir. Arsenik varsa ¢oOzeltiye gecer. antimon ise bakir levha Uzerinde
Kalir. Bu nedenle antimon aranacaksa KCN lle calkalama yapiimayacaktic. Arsenik ve
antimon aranmasina Gutzeit testi iie devam edilr.

Gutzeit Testi

1. 1 mi gozelti (arsenik varigindan sUphenilen) veya bakir levha (antimon

varligindan sUphenilen) bulunan tlp icerisine 1 mi %20 H:SOx, 1-2 saf granlil ¢inko, 1-2
damla %5 SnCl; ilave edilir ve tdpin agz! sikica bir mantar tipa ile kapatilir,
2. Kapatma esnasinda mantarin kenarina 1 damla %5 AgNO; emdiriimis filtre kagid:

yerlestiilir.

3. Arsenik varhginda; AgNO: emdiriimis fitre kagidinda 20-30 ok Iginde siyah renk
goraiar.

4. Antimon varliginda; olugan renk sari-siyahtir ve daha geg meydana gelir.

5. Ayrica konsantre HCI dumanlar ile temasta, antimon ile olusan renk kayboldugu
haide arsenik ile olugan renk sabit kalir.

19.02.2019
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* Bu grup diger gruplarin ayrilmasi islemleri esnasinda elde
edilemezler veya tam olarak hig¢bir gruba dahil olamazlar

Mineral asitler, yakici alkaliler, organik asitler (laktik asit..), kuvvetli
organik asitlerin tuzlari, protein yag ve karbonhidratlar, glikozid,
enzim, hormon v.s, stilfonamidler, notr hidrofiller

» Kimyasal maddelerin biyolojik materyalde teshis ve
kantitatif analizlerinde kullanilan teknikler;

Spektrofotometrik yontemler
Kromatografik yontemler
Immiinoassay teknikler

Diger (elektrometri, optik kristallografi...)

Kanda yapilan analizler

~ Glukoz ve Ure tayini

~ Serum kolinesteraz aktivesi

~ Methemoglobin miktarn

~ Karbonmonoksit-hemoglobin miktan
~ Alkol konsantrasyonu

 Salisilat ve barbituratiann tayini

Idrarda yapilan analizler

~ Lange : Aseton ve diger kefon cisimleri

A Fe(ill)kiorir : Fenolik bilegikler

~ Fujiwara : Alifatik klorlu hidrokarbonlar ve metabolitleri

~ FPN : Fenotiyazin tirevieri

~ Forrest - Imipramin ve desimipramin

~ Cronheim-Ware : Bazik ilaclar

 Diazo : Fenasetin ve parasetamolun metaboliti olan p-
aminofenol

# Indofenol - Paration, Klortion, folition vs metaboliti olan p-
nitrofenoller

~ Fehling: Glukoz ve ketonlar

' Dikromat: Alkol ve aldehitler

A Trinder: Salisilatlar

A Krezol-NH;: Parasetamol

A Difenilamin: Etklorvinil

~ Ditionit: Paraquat, diquat

19.02.2019
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Deney no: 4

* Akut zehirlenme vakalarinda alinan zehir bilinmiyorsa hekime
yardimci olmast agisindan ¢abuk sistematik analizler yapilir.

* Cok sayida ksenobiyotik ve ilaglarin etkisi ile hemoglobin, oksidasyon
drtini inaktif methemoglobine (Met-Hb) doniisiir

» Hb’deki +2 degerlikli Fe

iyonu (ferro), oksidan
maddelerin etkisi ile +3
degerlikli (ferri) iyonuna
yiikseltgenir

» Hb dokulara yeterli oksijen
tagtyamadiginda
“methemoglobinemi” hastalik

Léko-MM

 Hb.Fess.OH-

NaNO, -

.

=
Hb

Met-Hk
rediiktaz

pGITe
MM Hb.Fe*2....0, </ \L\ NADP*

NADPH

<>¢' MM
¥LOKD-MM

(Diger rediiksiyon
reaksiyonu G6PD tarafindan katalizlenir)

Y

¢

NaNO;

Met-Hb

tablosu ortaya ¢ikar

Deney no: 4

» Normal kosullarda kanda Hb ile Met-Hb oranlar1 arasinda

denge vardir

» MetHb rediiktaz, Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
» Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz kalitimsal eksikligi yeni

doganda yiiksek Met-Hb

* Viicutta %8-10 Met-Hb diizeyi tolere edilebilir

%10-15 => siyanoz

%20-40 => bas agris1, halsizlik solunum kisitlig

%60-80 => 6liim

« Kloratlar, perkloratlar, nitritler, nitratlar, aromatik amino ve
nitro bilesikler, azot oksitler, siilfonamidler, redoks boyalari

(metilen mavisi)

19.02.2019
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Deney no: 4 Kanda Met-Hb Tayini

O

 Siyaniir metodunun esast;

* Met-Hb nin 630 nm de
goriilen maksimum
absorbsiyon bandinin siyaniir
ilavesi ile kaybolmasi esasina
dayanr.

* Olusan siyano-Met-Hb
bilesigi, bu dalga boyunda
cok dusiik absorbsiyon
gosterir.

o Iki absorbsiyon degeri
arasindaki fark, ¢ozeltideki
Met-Hb konsantrasyonu ile
dogru orantilidir.

‘Normal Blood Chocolate Brown coloured Biood

Figure 1: Normal Blood vs. dark brown colored blood due to
Methemoglobinemia.
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Deney no: 4 Kanda Met-Hb Tayini

O

Deneyin Yapiligi:

1. Santrifl] tipdne 5 ml su konur.

2. Parmak ucundan alinan 0,2 ml (yaklagik 4-5 damla) kan beklgtiimeden iginde su
bulunan santrifQ] tiplne konur, iyice kangtiriir ve 10 dakika bekletilir.

3. Hazirlanan hemolizat Uzerine 5 mi fosfat tamponu gézeltisi eklenir, kangtiriir ve
5 dk 1000 devir/dk ile santrifdj edilir.

4. Ustteki analiz gdzeltisinden iki ayn spektrofotometre kivetine (1 cmlik) 1.5 ml konur.

5. Bdylece, 1. ve 2.1le 3. ve 4. Sicimlerde kullanilacak ¢8zsltiler hazirianmg olur.

1. ve 2. dlglm:

1.5 ml analiz ozeltisine 1 damla su ilave edili. karistiniir.
Cozeltinin abscrbansi 630 nm dalga boyunda suya karsi 8lUllr (=A1). A1 degeri kandaki
methemoglobini ffade eder.

Sonra kivetteki gozeltye 1 damla KCN ozeltisi ilave edilit ve kanstinlie, Gazeltinin
absorbansi 5 dk sonra tekrar 8lclllr (=Ag). A2 degerl kandaki methemoglobinin (A1
degerinde 8igtlen) siyanc-methemoglobine cevrilmis halini Hade eder.

3. ve 4. 8igiim:

Diger spektrofotometre kveti Icerisindeki 1.5 mi analiz g6zeltisine ise 1 _damia
KAER(CNI) cozeltisl llave edillr, kangtiriir. 3 dk sonra gozeltinin absorbansi 630 nm
daiga boyunda suya kargi 8galr (=As) . A3 degeri kandaki tim oksihemoglobinin
methemoglobine gevriimig halini fade eder.

Kvetteki gézeltiye 1 damia KCN ozeltisi ilave edilir ve kanistiniir. Gozeltinin absorbansi
5 dk sonra tekrar 6ig0I0r (=Ad). Ad degerl kandaki tdm methemoglobinin (A3 degerinde
olugturulan) siyano-methemoglobine gevrilmig halini fade eder.

NOT: Spektrofotometrede 1. ve 3. 8igimier ile 2. ve 4. digimier paralel olarak 8iguldr.
Sonucun hesaplanmasi:
Ar-Az)x 100

% Met-Hb =
(As=Aq)

* Hemoglobin K;[Fe(CN)] (potasyum llavesi lie
donUglr. Methemoglobin Ise KCN llave edilerek lle siyanomethemoglobine don(sor.

19.02.2019
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PREKLINIK

ARASTIRMALAR
()

ILACLAR PIYASAYA CIKMADAN ONCE GENELDE UC ASAMADAN GECER
1) ilacin kesfi: ilag aday molekiiller farmakolojik 6zelliklerine gére segilir.

2) Preklinik dénem: Deney hayvanlari ve in vitro ¢aligsmalar: igerir (toksisite
testleri, farmakokinetik analizler ve formiilasyon gelistirilmesi vd).

3)  Klinik déonem: Saglikli gonilli ve hastalarda preklinik asamadan gegen
bilesikler etkinlik ve advers etkiler agisindan test edilir.

DRUG Drug Discovery &
DISCOVERY . .
Development-Timeline
PRECLINICAL
CLINICAL TRIALS

~6.5 YEARS ~1.5 YEARS

Hiicre Kiltiiru

O

¢ Hiicrelerin dokudan mekanik yollarla ve ¢esitli
enzimlerle izole edilerek besiyeri igerisinde in Vvitro
olarak ¢ogaltilmasi

» Kokenine gore:
© Primer Hiicre Hatlar1: Direkt organizmadan alinms hiicreler
© Sinirh Hiicre Hatlari: Hiicre bir kez bdliindiikten sonra sinirli
hiicre olur ancak o6liimsiiz olma potansiyeli de vardir.
© Transforme Hiicre Hatlar1: Degismis islev, biiylime 6zellikleri ve
morfoloji sergiler.

19.02.2019
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O

ATCC Number: CCL-185 ATCC Number: HB-8065 ATCC Number: CRL-1721
Designation: A-549 Designation: Hep G2 Designation: PC-12

Low Density Low Density Scale Bar = 100um

Low Density Scale Bar = 100pm

19.02.2019
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Kofluent / adherent hiicre Mikroplakalar

¢ Hiicre Kiiltiirii:
Cell Culture Training Video

http://www.youtube.com/watch?v=WGKoJRNKADY

Sitotoksisite Testleri

» Hiicresel aktivitenin geri doniigtimsiiz durdurulmasi ve hiicresel yapinin
onarilamaz bozuklugudur.

» Sitotoksik maddeye maruz kalan hiicreler gesitli sekillerde yanit verir;

© Nekroz olabilir
~ Membran biitiinligi kaybolur ve hiicre lizizine bagl: olarak hizla
oliir
© Biiytime ve boliinme durabilir
© Apoptoz olabilir
~ Kontrollii hiicre 6liim mekanizmalar1 aktive olabilir

19.02.2019
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Sitotoksisite Testleri

SITOTOKSISITE TEST SISTEMLERIi

ASIT FOSFATAZ

NOTRAL KIRMIZI
Lizozom aktivitesi
Membran permeabilitesi

LDH
Membran
permeabilitesi

SULFORODAMIN B
Hiicre proliferasyonu
Total protein sentez orant

GLUKOZ
Hiicrenin genel fiziksel
durumu
Glukoz tiiketimi

MTT/XTT
Mitokondriyal metabolizma
Solunum toksisitesi

KRISTAL ViYOLE
Hiicre proliferasyonu
DNA

Deney no:5 MTT Testi

O

MTT testinin esasi; MTT bilesiginin yapisinda bulunan tetrazolyum halkasinin

canli ve hiicrede bir enzim olan
Uksinat 2imi ile esasina dayanir.

Soluk _sar renkli  MTT, sonucu
koyu mavi-mor renkll formazan (rlnlne dénUglr. Bdylece canli ve mitokondriyal
fonksiyonlar bozulmamis hicreler mor renge boyanirken &i0 ve mitokondriyal
fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmaz. Olusan rengin siddet spektrofotometrik olarak
590 nm'de Sigildr.

Yanak epitel hilcresinin elde edilmesi:

Agiz suyla galkalanarak temizlenir. Pamuklu gubukla sirterek agizdan alinan
yanak epitel hicreleri 1,5 ml PBS igerisine alinir.

Deneyin yapiligi:

1. Yanak spitsl PBS'deki sispansiyonu 2 ayn tapine her
biri 1080 ul clacak sekilde konur.

2. Kontrol grubuna (1. mikrosantrifuj tapd) 120 pl distile su ilave edilir.

3. Hasar olusturulacak gruba (2. mikrosantrifl) tipl) farkh konsantrasyonlarda
haziranmig olan H;O; gozeltisinden 120 pl ilave edili.

4. Her Ikl mikrosantrifl] tOpQ 37°C'de 30 dk inklbasyona birakilir.
5. Her iki mikrosantrifl] tUptne 40 pl MTT ¢dzeltisi eklenir.

6. 37°C'de 1 saat inkibasyona birakilir.

7. 5000 rpm'de § dk santrifllj edilerek Gstteki sivi atilir (Gokeltinin dokiimemesine
dikkat edilmelil).

8. Cokeltiye 1,2 ml “¢ziindlrme karigimi” ilave edilir ve 5 dk oda sicakiginda
ink(ibasyona birakilir.

9. 5000 rpm'de 5 dk santrifij edilir.

10. Olugan rengin giddeti 590 nm'de Slgllr.

Sonucun hesaplanmasi:

Kontrol grubundan &lde edilen absorbans degeri %100 canlihd: ifade eder.

Hasar olusturulan drekteki canli hiicre orani. kontrol grubunun absorbans degeri ile
kiyaslanarak % cinsinden hesaplanir.

Bu deger 100'den gikaridiginda 610 hiicrelerin % cinsinden orani ve hasar olugturan
maddenin ICsy degeri hesaplanmis olur.

19.02.2019

18



Test maddesi

Hiicre ,)

Inkiibasyon
m——

Reaksiyon karigimi
Tetrazolium tuzu

S

Supernatant alinir

Diaforaz

Deney no:6 Tripan Mavisi Testi

Tripan mavisi testinin esas;; Oll hiicrenin bozulmus hilcre membranlanindan
dolay tripan mavisi boyasini igerisine alirken, canli hicrenin boyay igine almamasi
esasna dayanr. Ik mil il canli_hilerelerin  sadece

soluk mavi renkli, 810 _hidcrelerin ise famam: mavi renge boyanmis halde

gbzlenirler.
Yanak epitel hiicresinin elde edilmesi:
Agiz suyla calkalanarak temizienir. Pamuklu cubukla sirterek agizdan alinan yanak

epitel hicreleri 1.5 ml PES igerisine alinir.

Deneyin yap:
1. Yanak epitel in PES'deki 2 ayn tiplne her

biri 225 i olacak gekikde Konur.
2. Kontrol grubuna (1. mikrosantrif] tOpd) 25 pi distile su llave edilir.

3. Hasar olusturulacak gruba (2. )| tOpa) farkl
haziflanmis olan H,0, ¢bzsltisinden 25 i ilave edilir.
4, Her [kl mikrosantrifd] tliph 37 °C'de 30 dk Inklbasyona birakilir,

5. Hicre sspansiyonlanndan 15'%er pl alinarak Iki ayn temiz mikrosantrif) tiplne
aktarilir.

6. Uzerlerine 15 pl tripan mavisi cézeltisi eklenir ve fyica kanitinir

7. Tripan mavisi ile boyanmis hicre si 12l F
lami'na yerlestirilir. Yikleme yapiimadan &nce hemasitometre laminin (hicre sayim lami;

thoma  lami) lamel lie Iyl bir gekiide kapatiimas: gereklicir (Seki 1),
8. Isik mikroskobu altinda canii ve 8I0 hicreler sayilir (Gizgilerin Gzerinde bulunan
hicreler de sayima dahil ediimelidi) (Sekil 2).

9. Hicre sayimi en geg 30 dk igerisinde tamamianmalidi.

Kapkay Lamel

) o1mn
e dzomy
[

Sekil 1: Hemasitometre lam (62631 0.1 mm* hacimde hicre sayiminin yapilablimesidir)

Orvek uygulams nokts

$ekil 2: Hemasitometre laminda hucrelerin mikroskop altindaki gérantalert
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Deney no:6 Tripan Mavisi Testi

O

Sonucun hesaplanmasi:

il 1 I
slalz]a]l

A= 4 kigedek toplam 54 karede bulunan tim canli hicreler (maviye boyanmayan,
gekirdegl sagiam)
B= 4 kdgedekl toplam 64 karede bulunan tam lii hilcreler (maviye boyanan)

Toplam canli hilcre sayis (X) = (Ax 2 x 10% /4

Toplam 8l hicre saysi (Y) = (Bx2x 10414

o, Glim orani = [¥ x 100/ (X + Y)]

sayisi
Tripan mavisiile ! oraninda seyreltmeden dolayidir.
4 adet 161K (toplam 64) kare sayildigi igindir,
01 mmPdeki saym sonucunu 1 mideki sayya
ide stmak bir

degismezdir. 1 ml= 1 cc = 1cm3= 10000 x 0,1 mm®
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5R PRENSIBI

O

REPLACEMENT (Yer Degistirme)

5R REDUCTION (Azaltma)

RESPONSIBILITY (Sorumluluk)

RESPECT (Sayg))

e REPLACEMENT
o Doku kiiltiirii
o Perfiize organlar
0 Doku pargalari
o Seliiler ve subseliiler fraksiyonlar

e REDUCTION

o Caligmalar bilimsel ve istatistiksel
olarak uygun tasarlanmali

O En az sayida hayvan kullanilmali
o0 Celismalar gereksiz tekrarlanmamali

O Hayvanin en iyi kosulda olmas1
saglanmali

19.02.2019
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OKULER IRRITASYON
DRAIZE TEST

HET-CAM
Tavuk Yumurtas1 Koryoallantoik Zar Testi

* Amag, test maddesinin okiiler irritan 0Ozelliginin, tavuk
yumurtasinin - kKoryoallantoik zarinin igindeki advers olaylari
indiikleme yeteneginin dlgiilmesidir.

e Tavsan goziinde uygulanan goz iritasyon testi Draize testine
alternatif olarak kozmetolojik tirtinler vs de kullanilir.
e Test i¢in kullanilacak olan tavuk yumurtast,
Beyaz Leghorn tavuk yumurtas: tercih edilir.
Taze olmali (maks.7 giinliik)
Fertil olmali
50-60 g olmal1

e Yumurta once 1sikta kontro, edilir, Cénlsm, kusurlu, sekilsiz,
catlak, Ince kabuklu yumurtalar tercih edilmez.

e Embriyo canliliginin, ve gelisiminin etkilenmemesi icin cevre
kosulle}llrlna crilllk‘kgt e(rilllmel% : i 4

19.02.2019
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HET-CAM
O

e Her grup i¢in en az 3 yumurta kullanilmali.

¢ 38.3£0.2 °C ve %58+2 bagil nemde otomatik olarak veya ginde en az bes kez el ile
dondiirtilerek 8. giine kadar inkiibe edilir.

» 8. giinde 151k altinda yumurtalar test edilir. Cansiz ya da kusurlu olanlar kullanilmaz.
e Yumurtalar inkiibatore genis u¢ yukari gelecek sekilde yerlestirilir.

e 9. giinde test yapilir.

» Yumurtanin hava hiicresi isaretlenir.

o Isaretlenmis boliim bistiiri ile kesilir ve kabuk ¢ikarilir.

300 saniye siire ile CAM. tepkileri gozlemlenir. Ortaya ¢ikan her endpoint (olay) i¢i
Eaman sanK/e cSJ aFak andeMllr.p e ya etian P (lay) igin

« Dikkate almmas: gereken endpointler;
~Hemoraji
~Lizis
+ Koagiilasyon

o Tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilmesi igin referans fotograflarin kullanilmasi
faydalidir.

e Deney esnasinda gozlemlenen ekstra durumlar da raporlanmalidir.

Lizis
Deney Oncesi (Damarlarin Par¢alanmasi)

Hemoraji )
(Kanama) Koagiilasyon
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