FARMASOTIK TOKSIKOLOJi LABORATUVAR FOYU

DENEY NO 1: KANDA ETiL ALKOL TAYIiNi (Mikrodifiizyon Yéntemi)

Yontemin Esasi

Conway mikrodifizyon duzeneginde reaksiyon kapali sistem igerisinde ve iki

odacikta gerceklesir. Dis odacikta ugucu zehri agiga c¢ikaracak reaktif ve analizi

yapilacak biyolojik materyal, ic odacikta ise ugucu zehirle reaksiyona giren reaktif
bulunur.

Yontem, dis odaciktaki agiga cikarilmis ugucu zehirle i¢c odacikta bulunan
reaktifin reaksiyona girmesi esasina dayanir. Oda sicakligi veya 37°C de buhar veya
gaz haline gecen ucgucu zehir, kapali sistemde diflUzyona ugrar, i¢ odaciktaki ¢dzicu

icinde ¢ozunerek sivi faza gecer ve reaksiyon gergeklesir.
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Enine kesit

Sekil 1. Conway mikrodifiizyon diizenegi

Deney Protokolii

Cozeltiler:

Doymus Na>CO3 ¢ozeltisi: Na2CO3’in 100 ml suda doymus ¢ozeltisi hazirlanir.

Ansties reaktifi: 3,70 g potasyum bikromat 150 mL distile suda ¢dzilir. Uzerine 280
ml derisik H2.SO4 yavasca karistirilarak ilave edilir. Distile su ile 500 mL’ye tamamlanir.
Alkol standardi (%160 mg=160 mg/100 ml): 0,1 mL %96 etilalkol 50 mL ye su ile

tamamlanir.

Deneyin Yapihisi:

Conway mikrodifuzyon duzeneginin dig odacigina;

1. Ucgucu zehrin aranacagi biyolojik materyal (1 mL kan) ve ugucu zehiri serbest
hale gecirecek reaktiften (1 mL doymus Na>COs3 ¢ozeltisi) konur.

2. Kantitatif tayin igin standart ve kor érnekler de yapiimaldir.



3. Standart drnek icin 1 mL biyolojik materyal yerine %160 mg alkol igeren standart

cozelti ilave edilir.

4. Kor ornek icin ise 1 mL biyolojik materyal yerine alkol icermeyen kan érnegi kullanilir.

Conway mikrodifizyon dizeneginin i¢ odacigina ise;

5. Ugucu zehirle reaksiyona girecek olan ansties reaktifinden 2 ml ilave edilir.
6. Duzenegin agzi derhal kapatilr.

7. Difuzyon igin 37°C de 1 saat bekletilir.

8. Ucucu zehir (alkol) varliginda ansties reaktifi saridan vesil renge doner.

Kantitatif tayin igin:

9. Difizyon tamamlandiktan sonra i¢ odaciktaki ¢ozelti balon jojeye alinarak distile su

ile 10 mL'ye tamamlanir.

10. Spektrofotometre klvetlerine 1,5 mL hacimde 0Ornek, standart ve kor cozeltiler
konur.

11. Cozeltinin absorbansi 450 nm dalga boyunda suya kargi ol¢ulur.

Degerlendirme igin:

12. Standart ve numune ¢ozeltilerinde bulunan alkolle reaksiyona girmeyen potasyum
bikromat c¢ozeltisi asagida belirtilen formul ile hesaplanir. (A-As) standarttaki, (A-An) ise
numunedeki potasyum bikromat miktarini gosterir.

13. Alkol konsantrasyonu ile absorbans ters oranti gosterir (Alkol konsantrasyonu
arttikga potasyum bikromat miktari azalacagindan absorbansi diger).

14. Alkol miktar, kalibrasyon egrisi hazirlanarak hesaplanabilecegi gibi, tek standart
yontemi kullanilarak da hesaplanabilir.

15. Tek standart yontemine gore kantitatif tayinde;

Cn: Kan drnegindeki alkol konsantrasyonu (mg/100 ml kan)
(A-As) Cs: Alkol standardinin konsantrasyonu (mg/100 ml kan)
(A-An) A: K&r 6rnegin absorbansi

An: Numunenin absorbansi

As: Standardin absorbansi

Cn= CS




DENEY NO 2: ALKALOIDLERIN TESHISi

Alkaloidlerin teshisinde c¢esitli renk ve ¢oktirme reaksiyonlari kullanilir. Bu
reaksiyonlarda alkaloidlerin saf ve genelde alkoldeki ¢ozeltileri tercih edilir.
Oncelikle, drnegin hafif asitlendirilmis sulu ¢dzeltisine alkaloid ¢oktirme reaktifleri

ilave edilerek drnekte alkaloid olup olmadigi tespit edilir.
Coktlirme reaktifleri:
a) Mayer reaktifi (K-Hgly) ile beyaz veya acik sari bir ¢gokelti meydana gelir.
b) Wagner reaktifi (I, ¢ozeltisi) ile kiziimsi kahverengi ¢okelti meydana gelir.

c) Pikrik asit ile sari renk meydana gelir.

Coktirme reaktifleri ile alkaloid veya bazik bir azot bilesidi icerdigi saptanan
ornek, cesitli alkaloid renk reaktifleri (=grup reaktifleri) ile muamele edilerek hangi grup
reaktifine cevap verdigi belirlenir. Kullanilacak grup reaktifleri sirasi ile:

1) Konsantre stilfirik asit

2) Marquis reaktifi

3) Vitali reaktifi

4) Sulfurik asit ve kati potasyum bikromat

5) p-Dimetilaminobenzaldehid (kons. H,SO, ile asitlendirilmis alkolll ¢dzeltisi)

6) Potasyum klorat’dir

Bu reaktiflerle belirgin bir renk reaksiyonu vermeyen alkaloidler, tarevlerinin kristal

sekillerinin mikroskopta incelenmesi amaciyla 7. grup altinda toplanirlar.

Her renk reaksiyonu igin porselen kapsul veya saat cami (beyaz bir zeminde
incelenmek Uzere) Uzerine alkaloid ¢ozeltisinden 1 damla alinir, tercihen ugurulduktan

sonra 1 damla renk reaktifi ilave edilerek degerlendirme yapilir.



l. GRUP (Grup reaktifi: Saf derigik H2SOu,)

Bu grupta derisik H,SO, ile belirgin renk veren Narkotin, Tebain, Hidrastin ve

Ergotoksin gibi alkaloidler incelenir.

Narkotin

Konsantre sulfurik asit:

Marquis reaktifi:

Mecke reaktifi:

Frohde reaktifi:

derhal limon sarisi

mavimsi mor, ¢cabuk koyulasir, dnce kenarlari sarimsi yesil
olur, sonra ortasi zeytin yesili kenarlari kahverengi olur
yaprak yesili, koyulasir, sonra sari turuncumsu kahverengi ve
nihayet turuncu-kirmizi olur

soluk yesil

II. GRUP (Grup reaktifi: Marquis reaktifi)

Bu grupta derigsik H,SO, ile az veya hi¢ renk vermeyen, fakat Marquis reaktifi ile

belirgin renk veren Morfin, Apomorfin, Heroin, Kodein, Dionin, Oksikodon, Hidrokodon,

Lobelin, Efedrin, Papaverin gibi alkaloidler incelenir.

Kodein
Marquis reaktifi:

Mecke reaktifi:

Frohde reaktifi:

Dionin
Marquis reakitifi:

Mecke reaktifi:

Frohde reaktifi:

Papaverin
Marquis reaktifi:

Mecke reaktifi:

Frohde reaktifi:

kirmizi ndansh mavi
sonra parlak agik maviye doénen yesilimsi mavi, neticede
parlak yesil

sonra yesile donen sari, neticede mavi

kirmizi ntansli mavi
yesil, once kenarlari mavi zeytin yesili, sonra tum leke zeytin
yesili olur

sonra yesile donen sari, neticede mavi

sarimtirak sonra soluk mor (hassas degil)
gittikce koyulasan yesil, sonra mavi, daha sonra kenarlari
kirmizi

siraslyla yesilimtrak, mavi ve sari



[ll. GRUP (Grup reaktifi: Vitali testi)

Bu grupta Vitali testinde pozitif sonug veren veya dumanl nitrik asitle renk veren
alkaloidler aranir. Atropin, Hiyosiyamin ve Skopolamin gibi alkaloidler Vitali reaktifi ile

renk verirler (Grup Ill a). Fizostigmin, Brusin, Aminofenazon renk vermezler (Grup Il b).

Vitali testi: Bir iki damla ornek kapsulde buharlastiriir. Artigin Uzerine 1 damla
dumanh HNOs ilave edilr ve su banyosunda tekrar buharlastiriir. Kapsal
sogutulduktan sonra 1 damla alkolli KOH ¢dzeltisi ilave edilir. Grup 11l a’daki alkaloidler

kahverengi-mor renk verir.

Grup Il a’daki alkaloidleri birbirinden ayirt etmek igin lam Uzerine 1 damla alkaloid
cozeltisi ve 1 damla ¢oktlirme reaktifi (Wagner veya Pikrik asit) konur ve kristal sekiller

ya da yagli damlalar mikroskop altinda incelenir.

Atropin

Wagner Realktifi: kristaller
Pikrik asit ¢co6z: kristaller
Skopolamin

Wagner Realktifi: yagh damlalar

Pikrik asit ¢oz: yagh damlalar

Brusinin teshisi icin birkac damla 6rnegin buharlastiriimis artigi 1-2 damla derisik
H>SO4'de ¢ozulir. 1 damla derigsik HNO3 ilave edilir. Renk koyu portakal rengi olursa

test olumludur. Olugan renk SnCl> ¢6z. ile kaybolur; HNOsile yeniden ortaya cikar.

IV. GRUP (Grup reaktifi: derigik H2.SO4’li ortamda potasyum bikromat)

Bu grupta derisik H>SO4li ¢Ozeltilerine kuguk bir kristal potasyum bikromat
atildiginda renk veren Striknin, Yohimbin, Kotarnin, Hidrastinin ve Gelsemin gibi

alkaloidler bulunur.

Striknin

Potasyum bikromat: mavi mor, sonra kirmizi mor, daha sonra kirmizi ve nihayet turuncu
Mecke reaktifi: renk vermezler

Yohimbin

Potasyum bikromat: once mavi-mora, daha sonra yegil’e donen mavi

Mecke reaktifi: sonra yegile donen yesilimsi mavi



Kotarnin
Potasyum bikromat: pembe, sonra yesile doner Mecke reaktifi: sari, kahverengine

doner

V. GRUP (Grup reaktifi: p-Dimetilaminobenzaldehid reaktifi, kons. H2SOaile

asitlendirilmis alkolliu ¢ozeltisi)

Bu grupta p-dimetilaminobenzaldehid reaktifi ile reaksiyon veren Nikotin,
Meskalin, Pilokarpin, Novakain (=Prokain), Anestezin (=Benzokain), Pantokain
(=Tetrakain), Atovain, Tutokain gibi alkaloidler ve sentetik lokal anestezikler bulunur.

Novokain

p-Dimetilaminobenzaldehid reaktifi ile oda sicakliginda kuvvetli sari renk meydana gelir.
Karigim kuruluga kadar buharlastinidiginda renk kirmizimsi turuncuya doner. Ayrica

Wagner ve Pikrik asit ¢ozeltileri ile mikroskopta incelendiginde yagh damlalar gozlenir.

Pilokarpin

p-Dimetilaminobenzaldehid reaktifi ile kuruluga kadar buharlastirildiginda kenarlari
pembe, kuvvetli sari renk olusur.

Pilokarpinin varligini gosteren en iyi test notr ortamda potasyum kromat ile verdigi
reaksiyondur. Birkac damla ornek deney tupine ahnir. Uzerine kiclk bir kristal
potasyum kromat katilarak ucurulur. Elde edilen artiga 1 mL kloroform ve 1 mL H20:

cozeltisi ilave edilip calkalandiginda kloroform fazi mavi, sulu faz pembe bir renk alir.

Anestezin

p-Dimetilaminobenzaldehid reaktifi ile oda sicakhginda kuvvetli sari renk meydana
gelir. Karisim kuruluga kadar buharlastinildiginda renk kirmizimsi turuncuya doner.

Cokturme reaktifleri (Wagner veya Pikrik asit) ile mikroskopta incelendiginde;
Wagner realktifi: ¢ogu yagli damlalar

Pikrik asit ¢oz: uzun igneler gozlenir



VI. GRUP (Grup reaktifi: Hidroklorik asit veya Amonyak)

Bu grupta hidroklorik asit veya amonyak ile renk veren Kafein, Kinin, Kinidin,

Spartein, Emetin, Perkain gibi alkaloidler bulunur.

Kafein

Birkag damla ornekten elde edilen artik 1 damla derisik HCI'de ¢ozullr. Kuaguk bir
kristal KCIOs ilave edilerek su banyosunda kuruyuncaya kadar isitilir. Kenarlari
kirmizi sari bir renk olusur. Olusan renk artigin amonyak buharlarina tutulmasi ile

erguvan rengine doéner.

Kinin

Birkag damla o6rnekten elde edilen artik 1 damla kons. HCl de ¢ozllir. Kuglk bir
kristal KCIO3 ilave edilerek su banyosunda kuruyuncaya kadar isitiir. Kenarlari
kirmizi sari bir renk olusur. Olusan renk artigin amonyak buharlarina tutulmasi ile yesile

doner.

Thaleioquin testi: Kinin, kinidin ve bazi diger cinchona alkaloidleri igin pozitiftir, VI.
grubun diger alkaloidleri ile reaksiyon olmaz. Ug-dért damla alkaloid deney tiipiine
alinarak, ucurulur, artigin Gzerine 3-4 damla su ilave edilir. 1-2 damla 2N H2SOs ile

asitlendirildiginde mavi fluoresans gozlenir.

VII. GRUP

Bu grupta teshisleri yukaridaki grup reaktifleri ile uygun renk reaksiyonlari
vermeyen Kokain, Tropakokain, Psikain, Alipin, Sinnamil, Kokain, a-eukain, Akonitin,
Koniin, Lupininin ve Arekolin gibi alkaloidler toplanmistir. Alkaloidlerin turevlerinin kristal

sekilleri mikroskopta incelenir.

Kokain
Bir iki damla alkaloid ucurulur, arttk 1 damla suda ¢ozulir ve Uzerine kicuk KMnOas
kristali eklenerek mikroskopta incelenir. Kismen birbiri Uzerinde ve aga¢ manzarasinda

birlesmis dikdortgen seklinde plaklar gozlenir.

Arekolin
Bir iki damla alkaloid ugurulur. Mikroskopta incelendiginde Wagner reaktifi ile yagh

damlalar goézlenir; Pikrik asit ¢ozeltisi ile reaksiyon vermez.



DENEY NO 3: METALIK ZEHIRLERIN TESPIiTi (Reinsch Testi)

Testin Esasi

Biyolojik materyaldeki metalik zehirleri teshisinde parcalama islemine gerek

duyulmaksizin dogrudan biyolojik materyal Gzerine uygulanan “Reinsch Testi” metallerin

teshisinde 6nemli yer tutmaktadir. Bu test ile arsenik, civa, gimus, bizmut, antimon gibi
toksik metaller basit ve hizli bir sekilde teshis edilebilirler.

Testin esasi “metal iyonlarinin asit ortamda indirgenerek bakir levha Uzerine
toplanmalarina” dayanir. Bu durum, bir elementin (Cu®) normal potansiyeli
kendininkinden daha az negatif olan element (As*™) igin reduktor etkisi olusturmasi
sonucu gercgeklesir ve elektrokimyasal bir analiz yontemidir. Bu test; mide yikama sulari,
kusmuk, idrar, digki, karaciger, bobrek gibi c¢esitli vicut sivi ve organlarina da

uygulanabilir.
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Deney Protokolii

Cozeltiler

Kinin stilfat-Kl reaktifl: 1 g kinin sUlfat, 100 mL %0.5’lik HNOs icinde ¢oziilir. 2 g Kl ilave
edilir.



Deneyin Yapihsgi

1. 1 cm? biyikligiindeki bakir levha énce %50 HNOs ve daha sonra distile su ile
yikanarak temizlenir.

2. Temizlenmig bakir levha, asitli numune ¢ozeltisinin bulundugu tipe konarak, kaynar
su banyosunda 15-20 dk bekletilir (Bizmut igin daha uzun sire beklenmelidir).

3. Aranacak metallerin bakir levha Uzerinde toplanmasi sonucu bazi renkler olusur.

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

- GUmUsi renk: Civa

- Parlak siyah renk: Bizmut

- Mat gri-siyah renk: Arsenik

- Mor renk: Antimon olabilecegini gosterir.

Bakir levha uizerinde toplanan metalin kesin tanimlanmasi

On deneyler ile 6rnekte var oldugu diisiintilen metal ile ilgili asagidaki testler yapilir:

Civa aranmasi

1. Saat camina filtre kagidi yerlestirilir ve Uzerine sirasiyla, 1-2 damla %5 Kl, 1-2
damla %5 Na>SOa karisimi ve 1-2 damla %5 CuSOys ilave edilir.

2. Distile su ile yikanmis ve kurutulmus Uzerinde civa toplandidi dusunulen bakir levha
bu karigim tzerine konur.

3. Ikinci bir saat cami ile (izeri kapatilarak yaklasik 40 dk bekletilir.

4. Civa varliginda bakir levha Uzerinde sari-kirmizi renk belirir.

Bizmut aranmasi

Uzerinde bizmut toplandi§i disinilen bakir levha bir tipe alinir, Uzerine sirayla
1 mL %5 NaSOs, 1 mL %15 HNOs konur ve 5 dk galkalanir. Bizmut varsa ¢ozeltiye

geger.

1. Cozelti bir bagka tipe aktarilarak Uzerine 1 mL su, 1 mL kinin sulfat-KI reaktif
karisimi ilave edilir.

2. Bizmut varliginda ¢ozeltide turuncu renk olusur.




Arsenik ve Antimon aranmasi

Uzerinde arsenik veya antimon toplandigi dusiniilen bakir levha bir tipte 0.5 mL %10
KCN ile calkalanir. Arsenik varsa c¢oOzeltiye gecer (antimon ise bakir levha Uzerinde

kalir). Arsenik ve antimon aranmasina Gutzeit testi ile devam edilir.

- Gutzeit Testi

1. 1 mL c¢ozelti (arsenik varligindan suphenilen) veya bakir levha (antimon
varligindan suphenilen) bulunan tup igerisine 1 mL %20 H>SOa4, 1-2 saf granul ¢inko,

1-2 damla %5 SnCl: ilave edilir ve tlpun agzi sikica bir mantar tipa ile kapatilir.

2. Kapatma esnasinda mantarin kenarina 1 damla %5 HgCIl> veya 1 damla %5
AgNO3z emdirilmis filtre k&gidi yerlestirilir.

3. Arsenik varliginda; 20-30 dk icinde HgCl> emdiriimis filtre kagidinda

konsantrasyona bagh olarak sari-turuncu-kahverengi-siyah degisen renk tonlari, AQNO3

emdirilmis filtre kagidinda ise siyah renk goruldr.

4. Antimon varlidinda; olusan renk sari-siyahtir ve daha ge¢ meydana gelir.

5. Ayrica konsantre HCI dumanlari ile temasta, antimon ile olusan renk kayboldugu
halde arsenik ile olusan renk sabit kalir.
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DENEY NO 4: KANDA METHEMOGLOBIN TAYINi (Siyaniir Metodu)

Testin Esasi

Metod, methemoglobinin 630 nm’de goérilen maksimum absorpsiyon bandinin
siyanur ilavesi ile kaybolmasi esasina dayanir. Olusan siyano-methemoglobin bilesigi
(CN-Met-Hb), bu dalga boyunda g¢ok diisiik bir absorpsiyon gésterir (Sekil 1). ki
absorpsiyon degeri arasindaki fark, c¢ozeltideki methemoglobin konsantrasyonu ile

dogru orantilidir.
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Sekil 1. Oksihemoglobin, methemoglobin ve siyano-methemoglobinin absorbsiyon

spektrumliari

Deney Protokoli

Cozeltiler:
Ks[Fe(CN)g] ¢ozeltisi: 0,5 g madde 10 mL suda ¢ozullr (Taze hazirlanir).

KCN ¢ozeltisi: 0,05 g madde 10 mL suda ¢ozulur (Taze hazirlanir).

Fosfat tamponu ¢ozeltisi (pH 6,9): 5,5 kisim ¢ozelti A (11,876 g Na2P0O4.2H20/L) ve
4,5 kisim ¢ozelti B (9,078 g KH2PO4/L)'nin karigtirimasi ile laboratuvar esnasinda taze

hazirlanir.
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Deneyin Yapihsi:
1. Santrifdj tGptine 5 mL su konur.

2. Yaklasik 4-5 damla kan bekletiimeden iginde su bulunan santrifij tiptine konur, iyice
karistirihr ve 10 dakika bekletilir.

3. Hazirlanan hemolizat Gzerine 5 ml fosfat tamponu c¢ozeltisi eklenir, karistiriir ve
5 dk 1000 devir/dk ile santriftj edilir.

4. Ustteki analiz gdzeltisinden iki ayri spektrofotometre kivetine (1 cm’lik) 1,5 mL konur.

5. Boylece, 1. ve 2. ile 3. ve 4. dlgimlerde kullanilacak ¢ozeltiler hazirlanmig olur.

Spektrofotometrede 6lgiimler

1. ve 2. 6lgiim:

6. Spektrofotometre klvetindeki 1,5 mL analiz ¢ozeltisine 1 damla su ilave edilir,

kanstirilir. Cozeltinin absorbansi 630 nm dalga boyunda suya karsi élgulir (=Az).

7. Sonra kuvetteki c¢ozeltiye 1 damla KCN c¢oOzeltisi ilave edilir ve kangtirilr.

Cozeltinin absorbansi 5 dk sonra tekrar olgulir (=Ay).

3.ve 4. élglim:

8. Diger spektrofotometre klveti icerisindeki 1,5 mL analiz ¢Ozeltisine ise 1 _damla

Kz[Fe(CN)sl cozeltisi ilave edilir, karistinlir. 3 dk sonra ¢ozeltinin absorbansi 630 nm

dalga boyunda suya karsi olgulur (=Az) .

9. Kuvetteki cozeltiye 1 damla KCN cozeltisi ilave edilir ve karistiriir. Cozeltinin

absorbansi 5 dk sonra tekrar dlgullir (=A4).

NOT: Spektrofotometrede 1. ve 3. dlgimler ile 2. ve 4. dlgimler paralel olarak dlgulGr.

Sonucun hesaplanmasi:

(A1-Az2) x 100

% Met-Hb =

(Asz—Ag)
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DENEY NO 5: SITOTOKSISITE TESTLERiI (MTT ve TRiIiPAN MAVISi TESTIi)

MTT TESTI
Testin esasi

MTT bilesiginin yapisinda bulunan tetrazolyum halkasinin canli ve mitokondriyal
fonksiyonlari bozulmamis hlcrede mitokondriyal bir enzim olan slksinat dehidrojenaz
enzimi ile formazana donugmesi esasina dayanir.

Soluk sart renkli MTT, tetrazolyum halkasinin pargalanmasli sonucu

koyu mavi-mor renkli formazan urinine donutsur. Bdylece canli ve mitokondriyal

fonksiyonlari bozulmamig hucreler mor renge boyanirken o6l ve mitokondriyal
fonksiyonu bozulmus htcreler boyanmaz. Olusan rengin siddeti spektrofotometrik olarak

590 nm’de olgullr.

Deney Protokoli
Cozeltiler:
Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS): 150 mM NacCl (8,766 g/L) + 1,9 mM NaH2PO4 (0,296 g/L)
+ 8,1 mM Na2HPO4 (2,9 g/L)
MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromur) c¢oézeltisi;: 10 mg/mL
PBS (4°C’de ve karanlkta saklanmal)
C6zindirme karisimi: 10 g SDS + 99,4 ml DMSO + 0,6 ml glasiyel asetik asit H20>
cozeltisi: %030 H202 ¢ozeltisi 8,8 M’a tekabul eder.

0,1 M H202 ¢ozeltisi: 11,5 ul %30 H202 Gzerine 988,5 pl distile su eklenir.

0,2 M H202 ¢ozeltisi: 23,0 ul %30 H202 Gzerine 977,0 pl distile su eklenir.

0,4 M H202 ¢ozeltisi: 46,0 pl %30 H202 Gzerine 954,0 ul distile su eklenir.

0,8 M H202 gozeltisi: 92,0 pl %30 H202 tGzerine 908,0 ul distile su eklenir.

Yanak epitel hiicresinin elde edilmesi:

Agiz suyla cgalkalanarak temizlenir. Pamuklu ¢ubukla surterek agizdan alinan

yanak epitel hucreleri 1,5 mL PBS igerisine alinir.
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Deneyin yapilisi:

1. Yanak epitel hicrelerinin PBS’deki suspansiyonu 2 ayri mikrosantrifij tipine her
biri 1080 uL olacak sekilde konur.

2. Kontrol grubuna (1. mikrosantriftij tipa) 120 pl distile su ilave edilir.

3. Hasar olusturulacak gruba (2. mikrosantrifij tupld) farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis olan H2O2 ¢ozeltisinden 120 uL ilave edilir.

4. Her iki mikrosantrifuj tupu 37°C’de 30 dk inkubasyona birakilir.
5. Her iki mikrosantrifij tptne 40 yl MTT ¢ozeltisi eklenir.

6. 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilir.

7. 5000 rpm’de 5 dk santrifij edilerek uUstteki sivi atilir (Cokeltinin dokilmemesine
dikkat edilmeli!).

8. Cokeltiye 1,2 mL “¢dzindlirme karisimi” ilave edilir ve 5 dk oda sicaklhiginda
inkibasyona birakilir.

9. 5000 rpm’de 5 dk santrifuj edilir.

10. Olusan rengin siddeti 590 nm’de olgulur.

Sonucun hesaplanmasi:
Kontrol grubundan elde edilen absorbans degeri %100 canlihdi ifade eder.

Hasar olusturulan oOrnekteki canli hicre orani, kontrol grubunun absorbans degeri ile

kiyaslanarak % cinsinden hesaplanir.

Bu deger 100’den cikarildiginda 6l hlcrelerin % cinsinden orani hesaplanir. Buradan
hareketle %50 6liume sebep olan konsantrasyon hesaplanarak [ICso degeri (%50

inhibisyona sebep olan konsantrasyon) bulunur.
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TRIPAN MAVISi TESTI

Testin esasi
Oli hicrenin bozulmus hiicre membranlarindan dolayi tripan mavisi boyasini
icerisine alirken, canli hucrenin boyayl igine almamasi esasina dayanir. Isik

mikroskobu ile incelendiginde; canli_hucrelerin sadece membranlari soluk mavi renkli, 8

[0 hdcrelerin ise tamami mavi renge boyanmis halde gozlenirler.

Deney Protokolii
Cozeltiler:

Tripan mavisi ¢ozeltisi: 100 L tripan mavisi Uzerine 300 uL distile su eklenir.

H,0, ¢ozeltisi: %30 H,O, ¢ozeltisi 8,8 M’'a karsilik gelmektedir.
0,1 M H202 ¢ozeltisi: 11,5 pl %30 H202 Uzerine 988,5 uL distile su eklenir.
0,2 M H202 ¢ozeltisi: 23,0 pl %30 H202 tzerine 977,0 uL distile su eklenir.
0,4 M H202 ¢ozeltisi: 46,0 pl %30 H202 Uzerine 954,0 uL distile su eklenir.
0,8 M H202 ¢ozeltisi: 92,0 pl %30 H202 UGzerine 908,0 uL distile su eklenir.

Yanak epitel hiicresinin elde edilmesi:
Agdiz suyla calkalanarak temizlenir. Pamuklu gubukla slrterek agizdan alinan yanak

epitel hicreleri 1,5 mL PBS igerisine alinir.

Deneyin yapilisi:
1. Yanak epitel hicrelerinin PBS’deki suspansiyonu 2 ayri mikrosantrifij tliptine her
biri 225 uL olacak sekilde konur.
2. Kontrol grubuna (1. mikrosantrifij tlipt) 25 L distile su ilave edilir.
3. Hasar olusturulacak gruba (2. mikrosantrifij tupld) farkh konsantrasyonlarda
hazirlanmis olan H,O, ¢dzeltisinden 25 pL ilave edilir.
4. Her iki mikrosantrifij tipa 37 °C’de 30 dk inkibasyona birakilir.
5. Hucre suspansiyonlarindan 15’er yL ahlinarak iki ayri temiz mikrosantrifij tiplne
aktarilr.
6. Uzerlerine 15 pL tripan mavisi ¢ozeltisi eklenir ve iyice karistirilir.
7. Tripan mavisi ile boyanmig hicre suspansiyonundan 12 pL “Hemasitometre
lami’na vyerlestirilir. YUkleme yapilmadan dnce hemasitometre laminin (hticre sayim lami;
thoma lami) lamel ile iyi bir sekilde kapatilmasi gereklidir (Sekil 1).
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8. Isik mikroskobu altinda canh ve olu hucreler sayilir (Cizgilerin Uzerinde bulunan
hicreler de sayima dahil edilmelidir) (Sekil 2).

9. Hucre sayimi en ge¢ 30 dk icerisinde tamamlanmalidir.

Kaplayici Lamel

Ornek uygulama noktasi

0.1 mm

'Sayma bolgeleri
— ornek derinligi

|~ Lamel sabitleme destegi

Toplam canli hiicre sayisi (X) = (Ax 2x 10%) /4

Toplam 6li hiicre sayisi (Y) = (B x2x 10%)/4
% Oliim orani = [Y x 100 / (X + Y)]

D

EEE

A= 4 koésedeki toplam 64 karede bulunan tim canh hiicreler (maviye boyanmayan, ¢cekirdegi saglam)

B= 4 kosedeki toplam 64 karede bulunan tiim 6lii hiicreler (maviye boyanan)

Toplam canli/éli hiicre sayisi formdillerindeki:

2 ile garpim: Tripan mavisiile % oraninda seyreltmeden dolayidir.

4’e bolinme: 4 adet 16’lik (toplam 64) kare sayildig igindir.

104 0,1 mm®deki sayim sonucunu 1 mL'deki saylya donlstirmek ve standart sonug elde etmek igin

kullanilan bir degismezdir. (1 mL =1 cc = 1 cm3=10000 x 0,1 mm?3)
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FARMASOTIK TOKSIKOLOJi OGRENCI LABORATUARI RAPORU - 1

GRUP: TARIH:
AD SOYAD: OGRENCI NO: iMZA:

DENEY NO 1: KANDA ETiL ALKOL TAYiNIi
DENEYIiN ESASI:

SONUG:

DENEY NO 2: ALKALOIDLERIN TESHisSi
DENEYIN ESASI:

SONUG:



FARMASOTIK TOKSIKOLOJi OGRENCi LABORATUARI RAPORU - 2

GRUP: TARIH:
AD SOYAD: OGRENCI NO: iMZA:

DENEY NO 3: METALIK ZEHIRLERIN TESPITi (Reinsch Testi)
DENEYIN ESASI:

SONUG:

DENEY NO 4:KANDA METHEMOGLOBIN TAYINi
DENEYIN ESASI:

SONUG:



FARMASOTIK TOKSIKOLOJi OGRENCi LABORATUAR RAPORU - 3
GRUP: TARIH:

AD SOYAD: OGRENCI NO: iMZA:

DENEY NO 5: MTT TESTI
DENEYIN ESASI:

SONUG:

DENEY NO 6: TRIPAN MAVISi TESTI
DENEYIN ESASI:

SONUG:



