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Güncel In Vitro Sitotoksisite Testleri
Current In Vitro Cytotoxicity Tests

Review Article

ÖZET
Bir ilaç etkin maddesinin, kozmetik ürünün, çevresel bir kimyasalın (pestisitler, 
endokrin bozucular, ağır metaller, nanopartiküller gibi) ve fiziksel veya biyolo-
jik ajanların in vitro olarak sitotoksik etkilerinin güncel yöntemlerle belirlenmesi 
son yıllarda oldukça önem kazanmıştır. Sitotoksisitenin veya hücre canlılığının 
belirlenmesi için birçok yöntem bulunmaktadır. Bu yöntemler (i) boyama yöntem-
leri; (ii) kolorimetrik yöntemler; (iii) florometrik yöntemler; (iv) luminometrik 
yöntemler; (v) apoptozun belirlenmesi için kullanılan farklı teknikler ve (vi) oto-
fajinin belirlenmesi için kullanılan farklı teknikler olarak sınıflandırılabilir. Bu 
yöntemlerin hangisinin en uygun yöntem olduğu araştırıcı tarafından tüm bilimsel 
veriler kullanılarak değerlendirilmelidir. Bu değerlendirme yapılırken test mad-
desinin fiziksel ve kimyasal özellikleri, maddenin hangi mekanizma ile hücre 
ölümüne yol açtığı, yönteminin özgünlüğü ve hassasiyeti dikkate alınmalıdır. 
Bu şekilde elde edilen sonucun güvenirliliği ve doğruluğu konusunda emin 
olunmalıdır. Bu derlemede, günümüzde in vitro olarak sitotoksisitenin belirlen-
mesinde sıklıkla kullanılan güncel yöntemler ayrıntılı olarak ele alınmış ve bu 
yöntemlerin üstünlük ve dezavantajları değerlendirilmiştir.
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ABSTRACT
Determination of the in vitro cytotoxic effects of an active drug substance, cos-
metic product, environmental chemical (pesticides, endocrine disruptors, heavy 
metals, nanoparticles, etc.), and physical and biological agents has gained im-
portance and popularity in the recent years. There are many methods in order 
to determine cytotoxicity or cell viability. These methods can be classified as 
follows: (i) dye exclusion methods; (ii) colorimetric methods; (iii) flourometric 
methods; (iv) luminometric methods; (v) determination of apoptosis by several 
techniques and (vi) determination of autophagy by different techniques. The re-
searcher should evaluate all available methods using scientific data and select 
the most appropriate method. While making this evaluation, the physical and 
chemical properties of the test substance, the cell death mechanism by which the 
substance causes cytotoxicity and the specificity and sensitivity of the method 
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1. Giriş

İlaç etkin maddeleri, kozmetikler, kişisel bakım ürün-
leri, çevresel kimyasal maddeler, ağır metaller, fizik-
sel veya biyolojik ajanlar birçok farklı mekanizma ile 
sitotoksisiteye yol açabilir (1-4):

i. Hücreler çevrelerindeki diğer hücrelere daha az 
hasar vererek apoptoz olarak ifade edilen prog-
ramlanmış hücre ölümüne gidebilirler. Apoptozu 
tetiklediği bilinen en önemli mekanizmalardan biri 
oksidatif strestir ve günümüzde hücre ölümü ve 
oksidatif stres üzerine on binlerce bilimsel yayın 
bulunmaktadır. Oksidatif stres lipit, protein ve 
DNA gibi makromoleküllerde hasara, DNA’da ya-
pısal hasar oluşturarak genotoksik etkiye veya mi-
tokondri hasarına yol açabilir. Ayrıca, immünolojik 
mekanizmaların tetiklenmesi ve immün sistemden 
bir takım sitokin ve mediyatörlerin salımı sonucu 
da hücreler apoptoza veya nekroza gidebilir.

ii. Etmene bağlı olarak hücreler çevrelerindeki hüc-
releri de etkileyip onların da ölmesine yol açarak 
nekroza gidebilirler.

iii. Otofaji (otofagositoz), hücrenin yaşlanmış ve bo-
zulmuş yapılarının, hücrenin kendi lizozomu tara-
fından sindirilmesidir.

iv. Apoptoz ve otofajinin dışında tanımlanmış fark-
lı programlanmış diğer programlanmış hücre 
ölüm mekanizmaları (aponekrozis, nekropto-
zis, eriptozis, NET osis, paraptozis, piroptozis) 
da mevcuttur; ancak, hiçbirinin özellikleri henüz 
apoptoz ve otofaji kadar ayrıntılı bir şekilde belir-
lenmemiştir.

2. Sitotoksisitenin Belirlenmesinde 
Sıklıkla Kullanılan Yöntemler

Sitotoksisitenin/hücre canlılığının belirlenmesi için 
kullanılan ve güncelliğini koruyan yöntemleri şu şekil-
de sınıflamak mümkündür (5-8):

Boyama yöntemleri: Bu yöntemler Tripan mavi-
si, Eozin, Kongo kırmızısı ve eritrosin B kullanılarak 

gerçekleştirilebilir.

Kolorimetrik yöntemler: Bu yöntemler arasında 
en sık kullanılan testler, metabolik aktivitenin ölçü-
müne dayalı hücre ölümü/proliferasyonu testleridir. 
Nötral kırmızısı alımı (NRU) testi, kristal viyole tes-
ti, 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum 
bromür (MTT) testi, MTS testi, XTT testi, suda çözü-
nen formazan 1 (WST-1) testi, suda çözünen forma-
zan 8 (WST-8) ve sulforhodamin B (SRB) testi, testleri 
farklı boyalar kullanılarak spektrofotometrik okuma-
larla gerçekleştirilir. Diğer taraftan, farklı bir mekaniz-
manın kullanıldığı laktat dehidrogenaz (LDH) testi de 
spektrofotometrik olarak gerçekleştirilir.

Florometrik yöntemler: alamarBlue testi ve CFDA-
AM testleri en sık kullanılan florometrik yöntemlerdir.

Luminometrik yöntemler: ATP testi ve gerçek za-
manlı canlılık belirleme yöntemleri en sık kullanılan 
luminometrik yöntemlerdir.

Apoptozun belirlenmesi: Apoptozun belirlenme-
si için kaspazların (3, 8 ve 9) düzey ve aktiviteleri 
ölçülebilir. Terminal deoksinükleotidil transferaz 
dUTP uç işaretleme (TUNEL) yöntemi kullanılabilir. 
Akış sitometrisi ile apoptotik ve nekrotik hücreler ve 
oranları belirlenebilir. Ayrıca, apoptozda rol alan pro-
teinlerin [Bax, Bcl-2, p53, p21, pro-poli (ADP-riboz) 
polimeraz (pro-PARP) ve PARP parçalanması] eks-
presyonları belirlenebilir.

Otofajinin belirlenmesi için kullanılan teknikler: 
Otofajide rol alan proteinlerin (Beclin 1, p62, LC-3 
gibi) düzeylerinin/ekspresyonlarının belirlenmesin-
den sıklıkla yararlanılır.

(i) Boyama Yöntemleri 

Boyama ile genelde canlı hücrelerin yüzdesini belirle-
mek mümkündür. Boyama yöntemleri ya da “boyayı 
dışarıda bırakma yöntemleri” olarak adlandırılan bu 
yöntemler Triphan mavisi, Eozin, Kongo kırmızısı ve 
Eritrosin B kullanılarak gerçekleştirilir (6, 9, 10). Bu 
yöntemler canlı hücrelerin hücre kültürü ortamına 
eklenen boyaları dışarıda bırakması, ölü hücrelerin 

should be considered. By this way, the reliability and accuracy of the result must be assured. In this review, the most frequently 
used methods for the determination of in vitro cytotoxicity have been explained and the advantages and disadvantages of these 
methods have been discussed.

Anahtar Kelimeler: Cytotoxicity, cell viability, cell proliferation, colorimetric method, dye exclusion method, flourometric 
method, luminometric method
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ise bu boyaları dışarıda bırakamayarak hücre içine 
alması üzerine kurulmuştur. Bu boyalar arasında en 
sıklıkla kullanılanı, Tripan mavisi’dir (9, 10).

Boyama yöntemlerinin üstünlükleri şunlardır (6, 9, 
10):

 Yöntem çok basittir, uygulaması kolaydır.

 Süspande hücrelere doğrudan uygulanabilir.

 Kemosensitivitenin belirlenmesi için en hızlı 
sonuç veren yöntemlerdir. 

Boyama yöntemlerinin dezavantajları şunlardır (6, 9, 
10):

	Çok fazla sayıda hücreye uygulamak zordur 
ve zaman alır.

 Adheren hücrelere doğrudan uygulamak için 
uygun yöntemler değildir; adheren hücrelerin 
önce tripsinize edilip, süspansiyon haline ge-
tirilmeleri gerekir ve bu işlem zaman alır. 

 Bazı kimyasal maddelerin veya fiziksel ve bi-
yolojik ajanların hücre zarını parçalaması ve 
hücre zarının bütünlüğünü bozması uzun za-
man alabilir; bu sürede hasarlı hücreler yaşa-
maya devam edebilir ve sitotoksik etki kesin 
olarak belirlenemez.

 Çok hızlı apoptoza yol açan ajanlar için uygun 
yöntemler değildir; bu nedenle bazı ajanlar 
çok hızlı apoptoza götürebilir ve hücre kısa bir 
sürede disintegre olabilir.

Tripan mavisi
Bu boya ilk olarak Alman bilim insanı Paul Ehrlich 
tarafından 1904’te sentezlenmiştir. “Niagara mavisi”, 

“azidin mavisi” veya “diamin mavisi” olarak da adlan-
dırılır. Tripan mavisi bir azo boyasıdır; pamuklu teks-
tilleri boyamak için de kullanılır. Biyolojik bilimlerde 
hücre canlılığının/sitotoksisitenin belirlenmesi için en 

sık kullanılan boyalardandır (9, 10). Kimyasal yapısı 
Şekil 1’de gösterilmiştir.

Tripan mavisi canlı hücrelerin zarlarından geçemez; 
çünkü canlı hücrelerin zarları bütündür ve yapısı bo-
zulmamıştır. Ancak, ölü hücrelerin zarlarından ge-
çebilir ve hücreyi boyayabilir. Tripan mavisiyle ölü 
hücreleri boyayabilmek için adheren hücrelerin önce 
tripsinize edilerek süspande hale getirilmesi gerekir. 
Süspande hücrelere doğrudan uygulanabilir. Ancak, 
her iki durumda da hücrelerin önceden uygun bir şe-
kilde pipetlenerek, süspansiyonun içinde eşit halde 
dağılmalarını sağlamak gerekir. Takiben, hücre kültü-
ründen alınan bir uygun bir miktar (5-10 µl) eşit mik-
tarda tripan mavisiyle karıştırılır. Hücreler daha sonra 
uygun miktarlarda hemositometreye konur ve sayılır. 
Bu esnada boyayı içine alan hücreler ölü, almayan 
hücreler ise canlı kabul edilir. Böylece ölü hücrelerin 
süspansiyondaki toplam yüzdesi belirlenebilir (10-12).

Tripan mavisi ile boyama yönteminin üstünlükleri 
şunlardır (10-12):

	Basit ve ucuz bir yöntemdir. 

	Hücre zarı bütünlüğü bozulmuş hücreler mik-
roskop altında hızlıca sayılabilir.

Tripan mavisi ile boyama yönteminin dezavantajları 
şunlardır (10-12):

 Duyarlılığı düşüktür. 

 Uzun sürede toksisite oluşturan ajanlar için 
uygun değildir.

 Çok sayıda hücreyi saymak için uygun bir 
yöntem değildir.

 Süspande hücrelere uygulanabilir; adheren 
hücreleri önceden süspande hale getirmek 
gereklidir ve pipetleme doğru yapılmazsa, sa-
yım doğru olarak gerçekleştirilemez.

 Sayım için hemositometre gereklidir; hemo-

Şekil 1. Tripan mavisinin kimyasal yapısı 
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sitometreyi kullanmak deneyim gerektirir. Bi-
reyler arasında %10-20 arası sayım farklılıkları 
oluşabilir. 

 Hemositometriyi doldururken, hava kabarcık-
ları kalırsa sayım doğru olarak gerçekleşemez.

Eozin
Eozin, bazik veya eozinofilik maddelere (örneğin 
proteinlerdeki arjinin ve lizin amino asit kalıntıları 
gibi) bağlanan tuz oluşturan floresan özellikli asidik 
bileşiklere verilen genel bir isimdir. Hücrelerdeki pro-
teinleri boyamalarının yanı sıra, eozinler kollajeni ve 
kas liflerini de boyayabilirler. Eozin ile hızlı boyanan 
bileşikler “eozinolofik” olarak adlandırılır. Histolojide 
Eozin Y “histolojik boya” olarak kullanılmaktadır (13, 
14). Eozin B ise, Eozin Y yerine kullanılabilir ve kulla-
nımları araştırıcının seçimine ve alışkanlıklarına göre 
değişebilir. Eozinler ayrıca kırmızı mürekkep üreti-
minde de kullanılmaktadır (15-17). Kimyasal yapıları 
Şekil 2’de gösterilmiştir. Eozinler, hematoksilin ile 
birlikte kullanılır ve ikisi birlikte “H&E boyası” olarak 
adlandırılır.

Eozin ile boyama yönteminin avantajları şunlardır (17, 
18):

 Basit ve ucuz bir yöntemdir. 

 Hücre zarı bütünlüğü bozulmuş hücreler 

mikroskop altında hızlıca sayılabilir.

Eozin ile boyama yönteminin dezavantajları şunlardır 
(17, 18):

 Duyarlılığı düşüktür. 

 Kullanan laboratuvar sayısı azdır. 

 Özgün olmadığı için tercih edilmez. 

 Doku boyamak için daha sıklıkla tercih edilir.

Kongo Kırmızısı
İlk olarak 1883’te Paul Böttiger tarafından 
sentezlenmiştir. Kongo kırmızısı organik yapıda 
bir bileşik olup 3,3′-([1,1′-bifenil]-4,4′-diyil) bis(4-
aminonaftalen-1-sulfonik asit)’in sodyum tuzudur; bir 
azo boyasıdır. Suda ve organik çözücülerde çözünür. 
Suda kırmızı kolloidal bir çözelti oluşturur. Tekstil bo-
yamak için de kullanılmıştır (19). Ancak, karsinojenik 
özelliğinden dolayı uzun zamandır tekstil boyamada 
kullanımı yasaktır. Diğer taraftan vasküler bozukluk-
lara ve davranışsal sorunlara da yol açtığı bildirilmiştir 
(20-23). Kimyasal yapısı Şekil 3’de gösterilmiştir.

Kongo kırmızısı genel olarak doku boyamak için 
daha uygun bir bileşiktir. Amilodoziste boyamak 
amacıyla tercih edilir. Biyokimyasal ve histolojik 
analizlerde de tercih edilir. Özellikle sitoplazmayı ve 
alyuvarları boyar. Aynı zamanda bitki ve mantarların 

Şekil 2. Eozin Y ve Eozin B’nin kimyasal yapıları 

Şekil 3. Kongo kırmızısı’nın kimyasal yapısı 
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hücre duvarlarını ve Gram (-) bakterilerin dış zarlarını 
boyamak için kullanımı bulunmaktadır. Kongo kırmı-
zısı, Shigella flexneri serotip 2a’nın lipopolisakkarit 
yapısına bağlandığı için bu bakterinin boyanmasında 
en sık tercih edilen boyadır. Özellikle akış sitometrisi 
deneylerinde Acanthamoeba, Naegleria ve diğer 
amoebal kistlerin belirlenmesinde boya olatak kulla-
nılır (19). 

Kongo kırmızısı ile boyama yönteminin üstünlükleri 
şunlardır (20-23):

 Bitki ve mantar hücre kültürlerinde iyi bir bo-
yama sağlar.

Kongo kırmızısı ile boyama yönteminin dezavantajları 
şunlardır (20-23):

 Duyarlılığı düşüktür.

 Karsinojenik olduğu bilinmektedir.

 Doku boyamak için daha uygundur.

Eritrosin B
2,4,5,7-tetraiyodofluoreskeinin disodyum tuzudur, 
ksanten yapısındadır ve “Eritrosin” veya “Red No. 3” 
olarak bilinen bir boyadır (24). Florenden türevlendi-
rilen, organoiodin yapısında bir bileşiktir. Gıda bo-
yamada da kullanılır. Saç boyalarının, kişisel bakım 
ürünlerinin ve pestisitlerin içinde de bulunmaktadır. 
Ancak, yüksek miktarlarda alındığında çocuklarda hi-
perkinezisi tetikleyebileceği bildirilmiştir. Ayrıca, de-
ney hayvanlarında yapılan çalışmalarda trioit tümör-
lerine yol açabileceği belirlenmiştir (25, 26). Kimyasal 
yapısı Şekil 4’de gösterilmiştir.

Eritrosin B ile boyama çok sıklıkla kullanılan bir yön-
tem değildir; eritrosin B ile boyamanın prensibi Tri-
pan mavisiyle aynıdır. Canlı hücreler bu boyayı bü-
tünlüğü bozulmamış hücre zarlarından içeri alamaz-
ken, boya bütünlüğü bozulmuş hücre zarlarından 
içeri girebilir. Sulu çözeltileri 530 nm’de maksimum 

absorbans verir. Ancak, fotodegredasyonu hızlı bir 
şekilde gerçekleşir (27- 29).

Eritrosin B ile boyama yönteminin üstünlükleri şun-
lardır (27- 29):

 Maliyeti düşüktür.

 Esnek bir yöntemdir.

 Biyogüvenliliği yüksektir.

Eritrosin B ile boyama yönteminin dezavantajları şun-
lardır (27- 29):

 Uzun zamanda gerçekleştirilebilir.

 Sayım için hemositometre gereklidir; hemo-
sitometreyi kullanmak deneyim gerektirmek-
tedir. Bireyler arasında %10-20 arası sayım 
farklılıkları oluşabilir.

 Hemositometriyi doldururken, hava kabarcık-
ları kalırsa sayım doğru olarak gerçekleşemez.

(ii) Kolorimetrik Yöntemler 

Nötral kırmızısı alımı (NRU) testi
Nötral kırmızısı (3-amino-7-dimetil-amino-2-
metilfenazin hidroklorür) zayıf katyonik bir boyadır; 
örhodin yapısındadır ve “bazal kırmızısı” veya “tolu-
en kırmızısı” olarak da bilinir. Nötral kırmızısının bi-
yolojik pH’daki net yükü sıfırdır. Bu durum boyanın 
hücre zarını geçmesine olanak sağlar. Boya, hücre 
zarından sitozole non-iyonik difüzyonla geçebilir. 
Sonrasında lizozomlarda birikir. Lizozomların içinde 
sitozolden daha düşük bir pH oluşturmak için proton 
gradyanı bulunmaktadır. Lizozoma giren boya yük-
lü hale gelir ve lizozomun içinde kalır. Hücre ölürse 
bu pH gradyanı düşeceği için boya lizozomların için-
de tutulamaz. Ölü hücrelerin içinden dışarı çıkar ve 
böylece sitotoksisitenin belirlenmesi için kullanılabilir. 
Bu nedenle “lizozomal bir boya” olarak bilinir. Nöt-
ral kırmızısının uygulanmasını takiben boyanın canlı 
hücrelerden ekstraksiyonu asitlendirilmiş etanol ile 
gerçekleştirilir (30-34). Nötral kırmızısının kimyasal 
yapısı Şekil 5’da gösterilmiştir.

Nötral kırmızısı alımı (NRU) testi ilk olarak 1984’te 
Ellen Borenfreund tarafından geliştirilmiştir ve spekt-
roskopik olarak gerçekleştirilebilir. Testin prensibi, 
canlı hücrelerin nötral kırmızısını içlerine alabilme; ölü 
hücrelerin ise boyayı lizozomalarında biriktirememe 
özelliğine dayanır. Dolayısıyla, NRU’nın düşük olması 
sitotoksisiteyle paraleldir. Bu test, “In Vitro 3T3 NRU Şekil 4. Eritrosin B’nin kimyasal yapısı 
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Fototoksiste Testi” olarak bilinir ve OECD’nin test 
kılavuzu (TG) 432 olarak yayınlanmıştır (35). NRU testi 
kozmetiklerin fototoksik özelliklerinin belirlenmesinde 
de kullanılmaktadır. Fototoksisite, cildin UV ışığına ve 
fotoreaktif kimyasal maddelere aynı anda maruz kal-
ması sonucu oluşan bir yanıttır. NRU in vitro fototok-
sisite testi, OECD Test Kılavuzu 432’ye göre gerçek-
leştirilir. 3T3 fare fibroblast hücrelerine kozmetikler 
belirli seyreltme ile veya doğrudan bir gece boyunca 
uygulanır. Takiben, hücreler 60 dakika 5 J/cm2 ultravi-
yole A (UVA)’ya maruz bırakıldıkları solar simülatörde 
bekletilir. Bu test, ışığın varlığında (UV+) ve yokluğun-
da (UV-) kozmetik ürüne veya herhangi bir kimyasala 
maruz kalmış canlı hücrelerin nötral kırmızısını hücre 
membranlarından penetrasyon yolu ile intraselüler or-
tama alarak lizozomlarında biriktirmesi sonucu ortaya 
çıkan renk şiddetinin spektrofotometrik olarak ölçül-
mesi ile gerçekleştirilir (35). 

Nötral kırmızısı ile boyama yönteminin üstünlükleri 
şunlardır: (30,31):

 Lizozomal hasarın gösterilmesi için en uygun 
yöntemdir.

 Hızlı ve basit bir yöntemdir; 3 saatten kısa sürer.

 Hem primer hücrelerin, hem de hücre hatları-
nın boyanmasında iyi sonuç verir.

 Duyarlılığı yüksektir.

 Ucuz bir yöntemdir. 

 Fototoksisitenin belirlenmesinde de kullanıla-
bilir.

 Ortamın sıcaklığından veya ortamda tuz olu-
şundan etkilenmez.

Nötral kırmızısı ile boyama yönteminin dezavantajları 
şunlardır (30,31):

 Bazı kimyasallar nötral kırmızısının hücre içinde 
kristaller oluşturmasına yol açabilir; bu da yön-
temin doğru sonuç vermesini engelleyebilir.

Kristal viyole testi
Kristal viyole “gentian viyole”, “metil viyole 10B” ve 

“hekzametil pararosanilin” klorür olarak da bilinir. Triaril 
metan yapısındadır. Topikal antiseptik olarak da kulla-
nımı mevcuttur. Suda çözünür ve mavi-mor bir çözelti 
oluşturur. Doku boyaması için de kullanılır (36, 37).

Bu yöntemde kristal viyolenin canlı, adheren hücre-
lerin protein ve DNA’larına bağlanmasından yararla-
nılır. Ölen hücrelerin adheren özelliklerini yitirmesin-
den dolayı kristal viyole bu hücrelerdeki protein ve 
DNA’ya bağlanamaz. Bu da renk şiddetindeki azal-
ma ile sonuçlanır (37-39). Kristal viyole’nin kimyasal 
yapısı Şekil 6’da gösterilmiştir.

Şekil 6. Kristal viyole’nin kimyasal yapısı 

Kristal viyole ile boyama yönteminin üstünlükleri şun-
lardır (37-39):

 Hızlı ve esnek bir yöntemdir.

 Güvenilir sonuçlar verir.

 Özellikle kemoterapötiklerin hücre canlılığın-
da oluşturduğu değişikliklerin belirlenmesi 
için kullanılır.

 Apoptoz inhibitörleri (örneğin kaspaz inhibi-
törleri) ve nekroz inhibitörleri deney ortamına 
eklenebilir. Böylece hücrenin hangi yol ile öl-
düğünün belirlenmesine olanak sağlar.

 Moleküler çalışmaların yapılması için uygundur.

Kristal viyole ile boyama yönteminin dezavantajları 
şunlardır (37-39): 

 Hücresel metabolik aktivite değişikliklerine 
hassas değildir. Hücrenin proliferasyon hızın-
daki düşüşü belirleyemez; bu nedenle, prolife-
rasyon hızındaki değişikliklerin belirlenmesin-
de tercih edilmez.

Şekil 5. Nötral kırmızısı’nın kimyasal yapısı 

Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy

Volume 41 / Number 1 / Jaunary 2021 / pp. 45-63 Erkekoğlu&Baydar50



 Uygun çözücüde çözülmezse veya boyanan 
hücreler yeteri kadar yıkanmazsa mikroskop 
altında çözünmemiş kristal viyole kristallerini 
görmek mümkündür; bu da deneyin sonuçla-
rını etkileyebilir.

MTT Testi
Günümüzde en yaygın kullanılan hücre canlılığı, 
proliferasyon ve sitotoksisite belirleme yöntemlerinin 
başında MTT testi gelmektedir. Mosmann tarafından 
1983’te geliştirilen yöntem, hücre canlılığı testlerinin 
“altın standartı” olarak adlandırılmaktadır. (40). MTT 
testi in vitro olarak sadece hücre değil doku kültürle-
rinde de kullanıma olanak verir ve deri irritasyon, deri 
korozyon ile göz irritasyon testlerinde de hücre canlı-
lığının ölçümü için kullanılmaktadır (41-43).

MTT sarı renkli bir formazan tuzdur ve kimyasal yapısı 
Şekil 7’de gösterilmiştir. Proliferasyona uğrayan hüc-
reler artan mitokondriyel dehidrojenaz enzim aktivite-
si ile MTT’yi mor renkli suda çözünmeyen formazan 
kristallerine dönüştürür. Oluşan bu kristaller dimetil 
sülfoksit (DMSO)’da veya izopropil alkolde çözünür. 
Daha sonra hücre canlılığı spektrofotometrik olarak 
belirlenir ve uygulama yapılmayan hücrelerin canlılığı 
%100 kabul edilerek, uygulama yapılan hücrelerin 
canlılığı bu hücrelere göre yüzde (%) olarak belirlenir. 
MTT testinin yapılışı Şekil 8’da özetlenmiştir (40, 41).

Şekil 7. MTT’nin kimyasal yapısı 

MTT yönteminin üstünlükleri şunlardır (40, 41): 

 Güvenilir ve hızlı bir yöntemdir.

 Tekrarlanabilirliği oldukça yüksektir.

 Hem sitotoksisitenin hem de hücre proliferas-
yonunun belirlenmesi için kullanılabilir.

MTT yönteminin dezavantajları şunlardır (44, 45): 

 MTT formazanlar suda çözülmez ve hücre-
lerde iğne şeklinde kristaller oluşturur; bu 

nedenle, ölçümden hemen önce bu kristalleri 
çözmek gereklidir. İyi çözülme gerçekleşmez-
se kuyucuklar arasında ciddi absorbans fark-
lılıkları görülebilir.

 MTT formazan kendisi de sitotoksiktir. MTT 
formazanlar nedeniyle gözlenen hücre ölü-
mü için mutlaka kontrol kullanmak gereklidir; 
böylece yanlış pozitif veya yanlış negatif so-
nuçlar önlenmiş olur.

 Hücreler MTT ile 2-4 saat kadar inkübe edi-
lirler; bekletildikleri süre içinde MTT’nin hücre 
canlılığını ne kadar etkileyebileceği bilinme-
mektedir.

 Özellikle ölen hücrelerin hücre kültüründen 
uzaklaştırılması MTT formazan kristalleri ne-
deniyle zorlaşabilir.

 MTT testinde kullanılan kozmetik ürünün her-
hangi bir bileşeni ve uygulanan kimyasal mad-
de MTT ile reaksiyona giriyorsa veya MTT’yi 
kendi indirgeyebiliyorsa, hücre canlılığının tes-
piti için farklı bir yöntem seçilmesi gereklidir.

MTS testi
5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiyazolil)-3-
(4-sülfofenil) tetrazolyum yapısında bir tetrazolyum 
tuzu (MTS) ile yapılan test, “iç tuz metodu” olarak da 
adlandırılır. MTS testinin esası MTT testi ile aynıdır; 
proliferasyona uğrayan hücreler artan mitokondriyel 
dehidrojenaz enzim aktivitesi ile MTS’yi koyu pem-
be-kırmızı formazan kristallerine dönüştürür ve olu-
şan formazanın verdiği absorbans 492 nm’de ölçülür 
(46 47).

MTS yönteminin üstünlükleri şunlardır (47, 48):

 Kolay uygulanabilir.

 Ucuzdur.

 Doğru, hızlı ve kesin sonuçlar verir. 

 Performansı MTT veya XTT kadar iyidir.

MTS yönteminin dezavantajları şunlardır (46-48): 

 Alınan sonuçlar hücrelerin inkübasyon zamanı, 
hücre tipi ve hücre sayısından çok fazla etkile-
nebilir.

 Elde edilen absorbans ile renk şiddeti arasın-
daki doğrusal ilişki en fazla 5 saate dek süre-
bilir; bu nedenle, MTS ile inkübasyon süresi 
1-3 saat arası kısıtlandırılmalıdır.
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XTT ve WST Testleri
2,3-bis- (2-metoksi-4-n i t ro-5-sul fofeni l ) -2H-
tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) ve suda çözü-
nen tetrazolyum tuzları (Wst’ler) de MTT gibi tetra-
zolyum tuzlarıdır. Günümüzde en sıklıkla kullanılanı 
(2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disülfofenil)-
2H tetrazolyum yapısındaki Wst-1’dir. Sıklıkla kul-
lanılan diğer bir WST bileşiği ise, 2-(2-metoksi-4-
nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disülfofenil)-2H tet-
razolyum, monosodyum tuzu yapısındaki Wst-8’dir. 
Hücre canlılığının spektrofotometrik olarak belirlen-
diği bu testlerde de uygulama yapılmayan hücrelerin 
canlılığı %100 kabul edilerek, uygulama yapılan hüc-
relerin canlılığı bu hücrelere göre yüzde (%) olarak 
belirlenir (47-50).

XTT veya Wst ile boyama yönteminin üstünlükleri 
şunlardır (47, 50):

 Hızlı ve güvenilirlerdir.

 Basit ve kolay uygulanabilir testlerdir.

 Yüksek tekrarlanabilirliğe sahiplerdir.

 XTT ve Wst testlerinde hücrelerdeki mito-
kondriyel dehidrogenazların metabolik aktivi-
tesi sonucu oluşan formazanlar suda çözünür 
olduğu için DMSO’da çözünme basamağını 
gerektirmez; bu da testin güvenirliliğini arttırır.

 Medyumdaki fenol kırmızısı indikatörleri bu 
maddeler ile reaksiyona girmez.

 Her iki testin de MTT’ye göre hassasiyeti ve 
dinamik aralıkları daha yüksektir. 

Şekil 8. MTT testinin yapılışı
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XTT veya Wst ile boyama yönteminin dezavantajları 
şunlardır (47, 50): 

 XTT ve Wst MTT’ye göre daha pahalı testlerdir.

 Ortamın pH’sı, iyon konsantrasyonu (kalsi-
yum, potasyum, sodyum), çevresel faktörler 
(sıcaklık, nem) ve hücrelerin sikluslarının süre-
leri XTT testinin sonucunu etkileyebilir.

 Hücreler XTT ve Wst’ler ile ortalama 2 saat 
inkübe edilirler; bekletildikleri süre içinde XTT 
ve Wst’lerin hücre canlılığını ne kadar etkile-
yebileceği bilinmemektedir.

SRB Testi
Sülforhodamin B (SRB, Kiton Red 620) testi Skehan 
ve ark. (1990) tarafından ilaçlarla indüklenen sitotok-
sisite ve hücre proliferasyonunun belirlenmesi için 
geliştirilmiştir. SRB parlak pembe-kırmızı renkli ve 
suda çözünebilen bir boyadır (51). Testin prensibi 
bir protein boyası olan ve kimyasal yapısı Şekil 9’da 
gösterilen SRB’nin, trikloroasetik asit veya asetik 
asit ile fikse edilen hücrelerde amino asit kalıntılarına 
elektrostatik ve pH-bağımlı olarak bağlanmasına da-
yanır. Hafif asidik ortamda, boya hücrelerden ekstre 
edilip, çözücü ve boyanın verdiği renk şiddeti kolori-
metrik olarak 540 nm’de ölçülebilir. Ayrıca, SRB ile 
florometrik ölçümler de λeksitasyon = 565 nm ve λemisyon 
= 586 nm’de yapılabilir. SRB testi MTT’ye göre daha 
kısa sürede bitmesi, daha ucuz olması ve daha doğ-
rusal sonuçlar vermesi nedeniyle son yıllarda bilimsel 
araştırmalarda daha sıklıkla tercih edildiği görülmek-
tedir (52-54).

Şekil 9. Sulforhodamin B’nin kimyasal yapısı 

SRB ile boyama yönteminin üstünlükleri şunlardır 
(54-57):

 Basit ve hızlıdır.

 Artan hücre sayısıyla ve uygulama süresiyle 
doğrusallığı artar.

 Hassasiyeti florometrik yöntemler kadar iyidir.

 Sinyal-gürültü oranı uygundur.

 Tekrarlanabilirliği yüksektir. Stabil sonuçlar 
verir. 

 Çevresel faktörlerden (sıcaklık, nem gibi) çok 
düşük oranda etkilenir.

SRB ile boyama yönteminin dezavantajları şunlardır 
(54-57):

 Hücre süspansiyonunun homojen olması ge-
reklidir. Sellüler agregat oluşumu engellenme-
lidir. Yoksa elde edilecek sonuçlar etkilenebilir.

LDH Testi
Laktat dehidrojenaz (LDH) organizmadaki bütün 
hücrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Hüc-
reler, toksik bir maddeye maruz kaldığında, plazma 
membran bütünlükleri bozulur ve LDH hücrelerden 
sızıp hücre medyumuna geçer ve bu geçiş spektrofo-
tometrik olarak ölçülür. Kozmetik veya kişisel bakım 
ürünlerinin sitotoksisite potansiyellerinin değerlen-
dirilmesinde de LDH testi kullanılabilir (58-60). LDH 
testinin yapılışı Şekil 10’da gösterilmiştir.

(iii) Florometrik Yöntemler

alamarBlue Testi 
İlk olarak 2000 yılında O’Brien ve ark. (61) tarafın-
dan kullanılan bu test, MTT testine iyi bir alternatiftir. 
alamarBlue testinde non-toksik, hücre içine giren ve 
floresan mavi indikatör bir boya olan fenoksazin-3-
on yapısındaki resazurin kullanılır ve yöntem aynı za-
manda “resazurin redüksiyon yöntemi” olarak bilinir. 
alamarBlue kantitatif olarak insan, hayvan, bakteri, 
mantar ve mikobakterilerde hücre proliferasyonunn 
belirlenmesi için kullanılabilir. Ayrıca, sitokin ölçüm 
yöntemlerinde ve hücre büyümesinin izlenmesinde 
de kullanımı bulunmaktadır (62, 63). Resazurin ve re-
zorufinin kimyasal yapıları Şekil 11’de gösterilmiştir.
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Şekil 11. Resazurin ve Rezorufinin Kimyasal Yapıları 

Resazurin hücresel metabolik aktivite ile metabolik 
redüksiyona uğrayan bir redoks indikatörüdür. Re-
dükte formu rezorufin olarak adlandırılır ve pembe 
renkli ve yüksek derecede floresan özellikli bir bile-
şiktir. Resazurin canlı ve oksidatif fosforilasyon ya-
pabilen yani solunum yapabilen hücrelerde rezoru-
fine mitokondriyel enzimler ve bazı diğer enzimlerle 
(örneğin, diaforaz) dönüştürülür. Dolayısıyla, oluşan 
floresansın şiddeti canlı ve solunum yapabilen hücre 
sayısıyla doğru orantılıdır. Solunum yapabilen hücre-
lerdeki rezorufin miktarının ölçülmesi hem hücrenin 
sağlığı hem de hücre canlılığı ve sitotoksisite hakkın-
da bilgi verir. Ölçümler λeksitasyon = 560 nm ve λemisyon 
= 590 nm’de yapılır. Testin süresi hücre tipi, hücre 
miktarı ve medyuma göre 1-4 saat arasında değişir 
(64, 65). alamarBlue testinin yapılışı Şekil 12’de gös-
terilmiştir.

Şekil 10. LDH testinin yapılışı
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alamarBlue yönteminin üstünlükleri şunlardır (61-65):

 Ucuz bir yöntemdir.

 Hassasiyeti Wst yöntemlerinden bile daha 
yüksektir.

 Kaspazların aktivitesinin belirlenmesi gibi birçok 
farklı yöntemle kombine şekilde kullanılabilir. 

alamarBlue yönteminin dezavantajları şunlardır (61-
65):

 Kültür ortamındaki bazı bileşiklerle resazurinin 
reaksiyona girmesi mümkündür.

 Resazurinin bilinmeyen bazı toksik etkilerinin 
olabileceği ifade edilmektedir.

CFDA-AM Testleri 
5-karboksifluoreskein diasetat, asetoksimetil ester 
(CFDA-AM) sitotoksisitenin ve hücre içi reaktif ok-
sijen bileşikleri (ROS)’nin oluşumunun belirlenmesi 
için kullanılan nonpolar bir boyadır. CFDA-AM, canlı 
hücrelerde non-spesifik esterazlarla polar ve yeşil 
floresans veren bir boya olan karboksifluoreskein 
(CF)’ye dönüştürülür. CFDA-AM’nin CF’ye dönüş-
mesi plazma zarının bütünlüğünün gösterilmesi için 

Şekil 12. alamarBlue testinin yapılışı

Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy

ISSN: 2458 - 880655



iyi bir indikatördür. Ölçümler λeksitasyon = 485 nm ve 
λemisyon = 535 nm’de yapılır. Testin süresi hücre tipi, 
hücre miktarı ve medyuma göre 1-4 saat arasında 
değişebilir (66-69). CFDA-AM’nin CF’ye dönüşümü 
Şekil 13’de gösterilmiştir.

CFDA-AM yönteminin üstünlükleri şunlardır (67, 69):

 Basit bir yöntemdir.

 Hassasiyeti yüksektir.

 Non-toksiktir.

alamarBlue yöntemiyle paralel olarak yürütülebilir.

CFDA-AM yönteminin dezavantajları şunlardır (67, 
69):

 Test bileşiklerinin floresan özellikte olması de-
neyde yanlış pozitif sonuçlar görülmesine yol 
açabilir.

(iv) Luminometrik Yöntemler 

Son yıllarda sıklıkla tercih edilen luminometrik yön-
temler, hücre proliferasyonu ve sitotoksisitenin hızlı 
ve basit bir şekilde tayin edilmesini sağlar. 96 veya 
384 kuyucuklu plaklarda yapılabilir ve oluşan lumine-
sansın şiddeti luminometrik bir mikroplak oluyucu ile 
belirlenir. Son reaktifin eklenmesinde sonra lumine-
sansın kalıcı ve stabil olması aynı kuyucuk için hem 
hücre canlılığının hem de sitotoksisitenin belirlenme-
sine olanak tanır (18, 69, 70).

ATP Yöntemi
Bilindiği üzere adenozin trifosfat (ATP) memeli hüc-
relerinde oksidatif fosforilasyon ile üretilen ve biyo-
sentez, sinyalleşme, taşıma ve hareket gibi birçok 
biyolojik işlevin yürütülmesini sağlayan kimyasal 
enerji rezervuarıdır. Apoptoz veya nekrozla ölen hüc-
relerde ATP düşer ve bu düşüş nekrozda çok hızlı 

gerçekleşirken, apoptozda nekroza oranla daha ya-
vaş ilerler. Bu nedenle, hücrelerdeki toplam ATP mik-
tarının ölçülmesi hücrenin canlılığı hakkında bilgi ve-
rir. Günümüzde gerçekleştirilen ATP ölçüm yöntem-
lerinde genelde Mg+2 iyonlarının varlığında lusiferinin 
oksilusiferine dönüşmesi reaksiyonundan yola çıkılır. 
Oluşan luminesans sinyali ile ATP konsantrasyonu; 
ATP konsantrasyonu ile de hücre canlılığı arasında 
doğrusal bir ilişki bulunmaktadır. Bu yöntemde ge-
nelde 1536 kuyucuklu plaklar kullanılır ve her küçük 
kuyucuğa 10 hücre ekilir. En son reaktifin eklenme-
sinden sonra luminesans sinyali 10 dakika içinde sa-
bit bir düzeye ulaşır ve takiben de luminesans şiddeti 
ölçülür (71-73).

ATP yönteminin üstünlükleri şunlardır (71-73):

 Çok hassastır.

 Bir inkübasyon süresi gerektirmez ve hücre 
canlılığını en hızlı belirleyen yöntemdir.

ATP yönteminin dezavantajları şunlardır (71-73):

 Hücrelerin çok doğru bir şekilde sayılması ve 
kuyucuklara eklenmesi gerekir. Aksi takdirde 
tekrarlanabilirlik azalır.

Gerçek Zamanlı Canlılık Belirleme Yöntemleri
Son yıllarda gerçek zamanlı olarak hücre canlılığının 
ve sitotoksisitenin belirlenmesi yöntemleri çok kul-
lanılmaktadır. Bu güncel yöntemlerde genellikle de-
niz karidesinden derive edilen bir lusiferaz ve küçük 
moleküllü bir prosubstrat kullanılmaktadır. Bu pro-
substrat doğrudan lusiferaz tarafından kullanılamaz. 
Lusiferaz ve prosubstrat hücre kültürü ortamına ekle-
nir. Canlı hücreler prosubstratı lusiferazın kullanabi-
leceği bir substrata dönüştürürler ve oluşan substrat 
bir luminesans sinyali oluşturur (74, 75). Şekil 14’te 
esası gösterilen güncel gerçek zamanlı canlılık be-
lirleme yöntemleri, “sürekli izleme” veya “son nokta 

Şekil 13. CFDA-AM’nin CF’ye dönüşümü
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okuma” şeklinde iki yol ile gerçekleştirilebilir; sürekli 
izleme yönteminde, oluşan luminesans sinyali gerçek 
zamanlı olarak uzun bir süre içinde takip edilir.

Gerçek zamanlı canlılık belirleme yöntemlerinin üs-
tünlükleri şunlardır (74-78):

 Hem sitotoksisite hem de hücre canlılığını be-
lirlemeye olanak sağlarlar.

 Luminesans sinyalindeki artış ve stabil hale 
gelmesi oldukça kısa bir süre alır. Böylece bu 
yöntemler diğer yöntemler ile birlikte kullanıla-
bilir.

Gerçek zamanlı canlılık belirleme yöntemlerinin de-
zavantajları şunlardır (74-78):

 Sürekli izleme yapıldığında, prosubtrat bit-
tiği zaman canlı ve metabolik aktivitesi olan 
hücrelerin prosubtrattan substrat oluşturması 
mümkün olmaz. Bu durumda, bir süre 
sonra luminesans şiddetinde sabit kalma 
ile sonuçlanabilir ve alınan doğrusal sinyal 
bozulur. Bu nedenle, eklenecek prosubstrat 
miktarı hücre tipine göre doğru olarak 
seçilmeli ve izleme yapılacak süre çok doğru 
olarak belirlenmelidir.

(v) Apoptozun Belirlenmesi İçin 
Kullanılan Farklı Teknikler 

Apoptozun ve/veya nekrozun belirlenmesi için An-
nexin V/propidyum iyodür boyama yöntemi kulla-
nılabilir. Apoptozun belirlenmesinde aynı zamanda 

kaspazların (-3, -8 ve -9) düzey ve aktiviteleri ölçü-
lebilir; terminal deoksinükleotidil transferaz dUTP uç 
işaretleme (TUNEL) yöntemi kullanılabilir. Akış sito-
metrisi ile apoptotik ve nekrotik hücreler ve oranları 
belirlenebilir. Ayrıca, apoptozda rol alan proteinlerin 
[Bax, Bcl-2, p53, p21, pro-poli (ADP-riboz) polime-
raz (pro-PARP) ve PARP parçalanması] ekspres-
yonları da hücrenin apoptoza gittiğini gösteren iyi 
biyogöstergelerdir. Ancak, akış sitometrisi hariç bu 
tip ölçümlerle canlı/ölü hücre bilgisi ve/veya kontrole 
göre yüzdesini belirlemek mümkün değildir. Sadece, 
apoptoz veya nekroz gibi hücre ölümü mekanizmala-
rını aydınlatmak için kullanılabilirler (78-81).

Apoptotik ve Nekrotik Hücrelerin Belirlenmesi 
İçin Annexin V/Propidyum İyodür Boyama 
Yöntemi
Annexin V (VAC alfa) kalsiyum bağımlı bir şekilde 
fosfatidilserin (PS)’ye bağlanır. PS normalde plazma 
zarının ekstrasellüler bölgesinden dışarı atılır. Ancak, 
apoptoz başladığında, PS zarın iç ve dış bölgeleri 
arasında taşınır. Bu nedenle, floresan olarak işaret-
lenmiş Annexin V apoptotik hücrelerin belirlenmesi 
için kullanılabilir. Ancak, bazen nekrotik hücrelerde 
de bu durum ortaya çıkabilir ki bu da yanlış pozitif 
yanıtların oluşmasına yol açar. Bu durumu önlemek 
için nekrotik hücreler sonrasında propidyum iyodür 
ile boyanarak, yanlış pozitif sonuçların önüne geçi-
lebilir (82-84). 

Şekil 14. Gerçek zamanlı canlılık belirleme yöntemlerinin esası

Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy

ISSN: 2458 - 880657



Kaspaz 3 Aktivitesinin ve/veya Düzeyinin 
Belirlenmesi
Kaspaz 3 terminal apoptoz kaskadında prokaspa-
zın 3’ün parçalanmasıyla aktive olan bir proteazdır. 
Apoptozun belirlenmesinde prokaspaz düzeyinin 
veya kaspaz 3 düzeyi ve/veya aktivitesinin belirlen-
mesinden sıklıkla yararlanılır. Kaspaz 3 aktive olur ol-
maz, hücre ölümü kaçınılmazdır. Aktive kaspaz 3’ün 
düzey ve/veya aktivitesini belirlemek için kaspaz 
3 substratlarına bir kromofor [p-nitroanilid (p-NA)] 
veya florofor [7-amino-4-triflorometilkumarin (AFC), 
7-amino-3-metilkumarin (AMC)] takılır ve bu kromo-
for veya floroforun kaspaz 3 ile asıl substrattan ay-
rılmasıyla oluşan ışık şiddeti veya floresans şiddeti 
ölçülür. Ayrıca, Western blot ile de prokaspaz veya 
kaspaz 3’ün ekspresyonlarının belirlenmesi ve ileri 
izleme teknikleri (örneğin kemilüminesans gibi) ile 
düzeylerinin belirlenmesi mümkündür (85, 86).

Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 Aktivitelerinin ve/veya 
Düzeylerinin Belirlenmesi
Kaspaz 8 aktivitesinin belirlenmesinde bu proteazın 
IETD (Ile-Glu-Thr-Asp) amino asit sekansını tanıma-
sından yararlanılır. Önce substrata pNA kromoforu 
takılır ve IETD-p-NA yapısı oluşturulur. Sonrasında 
bu kromoforun asıl substrat (IETD)’den ayrılmasıy-
la oluşan ışık şiddeti 400-405 nm’de ölçülür. Kas-
paz 9 aktivitesinin tayininde ise, bu proteazın LEHD 
(Ac-Leu-Glu-His) amino asit sekansını tanımasından 
yararlanılır. Önce substrata pNA kromoforu takılır ve 
LEHD-p-NA yapısı oluşturulur. Sonrasında bu kro-
moforun asıl substrat (LEHD)’den ayrılmasıyla oluşan 
ışık şiddeti 400-405 nm’de ölçülür. Ayrıca, Western 
blot ile de kaspaz 8 veya kaspaz 9’un ekspresyon-
larının belirlenmesi ve ileri izleme teknikleri (örneğin 
kemilüminesans gibi) ile düzeylerinin belirlenmesi 
mümkündür (85, 86).

Terminal Deoksinükleotidil Transferaz Dutp 
Çentik Uç İşaretleme (Tunel)
TUNEL yöntemi temel olarak apoptozda oluşan çift 
sarmal DNA kırıklarının in situ olarak tanınmasını sağ-
lar ve diğer apoptoz belirleme yöntemleriyle birlikte 
kullanılır. Apoptotik parçalanma sonucu DNA uçları, 
DNA polimeraz veya Klenow fragmenti kullanılarak 
işaretlenebilir. Ancak, asıl olarak deoksinükleotidle-
rin bağlanmasından sorumlu bir enzim olan terminal 
deoksinükleotidil transferaz (TdT) kullanılarak yapı-
lan işaretleme göreceli olarak daha duyarlı bir yön-

tem olarak bulunmuştur. Yöntemde, bir florofor veya 
başka bir marköre takılan TdT’nin çift sarmal DNA 
kırıkları ile oluşan 3’-hidroksi terminal bölgelerine 
bağlanmasından yararlanılır. Konvansiyonel parafin 
kesitleri, TdT ve nonizotopik işaretli nükleotidler (sık-
lıkla biyotinli dUTP) kullanılarak yapılan in situ işaret-
leme ardından floresan veya enzimatik görüntüleme, 
apoptotik hücreleri diğerlerinden ayırmada yeterli ol-
maktadır (85-87).

Akış Sitometrisi
Akış sitometrisi genelde lazer veya akustik temele 
dayanan bir tekniktir. Hücrelerin sayılması, sınıflan-
dırılması, biyogösterge belirlenmesi ve protein mü-
hendisliğinde kullanılır. Temeli süspande hücrelerin 
bir elektron deteksiyon aparatından geçirilmesi esa-
sına dayanır. Bu teknikle saniyede binlerce partikülün 
fiziksel ve kimyasal karakteristikleri simultan olarak 
multi-parametrik şekilde analiz edilebilir. Floresans 
ile aktive edilen hücre sıralama (FACS) hızlı, objektif 
ve özelleştirilmiş bir akış sitometresidir. FACS, hücre-
lerin ışığı dağıtma ve floresan özelliklerinden yararla-
nılarak fiziksel özelliklerini kantitatif olarak belirlemek 
için çok iyi bir tekniktir. FACS ile kantifikasyon, DNA 
degredasyonunun ölçümü, mitokondriyel membran 
potansiyelinin belirlenmesi, geçirgenlik değişimle-
ri, kaspaz aktivitesinin belirlenmesi gibi birçok farklı 
şekilde apoptoz, nekroz ve patojen-konak adherensi 
gibi hücre adherenslerini belirlemek mümkündür (85, 
86, 88).

Apoptozda Rol Alan Proteinlerin 
Ekspresyonları
Apoptozda rol alan proteinlerin ekspresyonları [Bax, 
Bcl-2, p53, p21, pro-poli (ADP-riboz) polimeraz (pro-
PARP) ve PARP parçalanması] genel olarak Western 
blot ile belirlenir ve ileri izleme teknikleri (örneğin, 
kemilüminesans gibi) ile düzeylerinin belirlenmesi 
mümkündür (78-81). 

(vi) Otofajinin Belirlenmesi İçin 
Kullanılan Teknikler: 

Otofaji, lizozomal bir hücre ölümü mekanizmasıdır ve 
genelde besin kısıtlaması, gelişme ve hücre farklılaş-
ması gibi fizyolojik durumlarda veya patolojik olay-
larda (nörodejeneratif hatalıklar, stres, kanser gibi) 
aktive olan programlanmış hücre ölümü olarak ta-
nımlanmaktadır. Memeli hücrelerinde besin yokluğu 
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gibi bir uyarandan sonra, otofagozom yapımı başlar 
ve takiben endoplazmik retikulum (ER) zarında ome-
gazom oluşur ve ardından fagofor (izolasyon zarı) bü-
yümesi görülür (89, 90).

Otofaji, çekirdeklenme (izolasyon membranının olu-
şumu), uzama (izolasyon membranının uzaması), ol-
gunlaşma (otofagozomun tamamlanması ve taşınma-
sı), birleşme (otofagozom ile lizozomun kaynaşması 
ve birleşimi) ve parçalanma (kargoların otolizozom 
içinde yıkımı) aşamalarından oluşur (91). Otofajinin 
belirlenmesinde sıklıkla otofajide rol alan proteinle-
rin düzeylerinin/ekspresyonlarının belirlenmesinden 
yararlanılır. Bu proteinler içinde en sıklıkla Beclin-1, 
LC-3 ve p62 düzeylerindeki değişimler belirlenir. 
Beclin 1 ve LC-3 gibi proteinlerin düzeylerindeki ar-
tışlar ve p62’nin düzeyindeki azalışlar otofajinin tetik-
lendiğinin belirlenmesinde güncel iyi biyogöstergeler 
olarak bildirilmektedir.

3. Sonuç

Sitotoksisitenin belirlenmesi fiziksel, kimyasal ve bi-
yolojik ajanların toksik etkilerinin değerlendirilmesi 
için ilk basamak in vitro toksikolojik verilerin elde edil-
mesini sağlar. Bu nedenle artık birçok hücre kültürü 
çalışmasında ilk olarak ajanların sitotoksisite potan-
siyelleri değerlendirilmekte, takiben ise elde edilen 
inhibitör konsantrasyon 50 (IC50, hücrelerin %50’nin 
öldüğü konsantrasyon), inhibitör konsantrasyon 30 
(IC30, hücrelerin %30’nin öldüğü konsantrasyon) veya 
inhibitör konsantrasyon 20 (IC20, hücrelerin %20’nin 
öldüğü konsantrasyon) değerleri kullanılarak toksi-
siste değerlendirmesine farklı analizlerle devam edil-
mektedir.  

Günümüzde sitotoksisite, hücre canlılığı ve hücre 
proliferasyonunun belirlenmesi için birçok yöntem 
kullanılmaktadır. Bu yöntemlerin birbirlerine göre 
üstünlükleri ve dezavantajları bulunmaktadır. En 
çok tercih edilen kolorimetrik yöntemler ucuzdur, 
güvenirlilikleri yüksektir, tekrarlanabilir sonuçlar ve-
rir ve hızlıdırlar. Diğer taraftan, florometrik yöntem-
lerin hassasiyetleri ise kolorimetrik yöntemlere göre 
yüksektir. Bu durumda, araştırıcı kullanacağı hücre 
tipi (adheren, süspande, primer hücre kültürü, hüc-
re hattı gibi), uygulayacağı test maddesinin, fiziksel 
ve biyolojik ajanın dozu ve özellikleri ile hangi meka-
nizma aracılığıyla hücre ölümüne yol açtığı (apoptoz, 
nekroz, otofaji gibi), deneyin süresi, ölçmek istediği 
son nokta (sitotoksisite, proliferasyon, canlılık gibi) 

ve yönteminin özgünlüğü ve hassasiyetini dikkate 
alarak, araştırması için en doğru yöntemi seçmelidir.

Günümüzde sitotoksisite testleri sadece hücre kül-
türlerinde değil, doku kültürlerinde de uygulanmaya 
başlamıştır. Özellikle deri ve göz irritasyon ve ko-
rozyon testlerinde de ölçülen son nokta uygulanan 
ajanın neden olduğu sitotoksisitedir. Bu amaçla kul-
lanılan doku kültürlerine her yıl yeni doku modelleri 
de eklenmekte ve özellikle dermal veya oküler olarak 
uygulanan ürünlerin güvenliliğinin belirlenmesinde si-
totoksisitenin ölçülmesi büyük önem kazanmaktadır. 

Gelecekte ilaçlar dahil tüm kimyasal ajanların toksisi-
te testlerinin in vitro olarak yapılması planlanmaktadır. 
Bu nedenle, in vitro sitotoksik analizler büyük önem 
kazanacaktır. Varolan yöntemlerin daha da gelişti-
rilmesi veya yeni, kolay uygulanabilir, hızlı ve kesin 
sonuç veren testlerin geliştirilmesi başta ilaç toksisi-
tesi olmak üzere tüm ajanların sitotoksik özelliklerinin 
daha doğru değerlendirilmesine katkı sağlayacaktır.
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