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OZET

Bir ilag etkin maddesinin, kozmetik {iriniin, ¢evresel bir kimyasalin (pestisitler,
endokrin bozucular, agir metaller, nanopartikiiller gibi) ve fiziksel veya biyolo-
jik ajanlarin in vitro olarak sitotoksik etkilerinin giincel yontemlerle belirlenmesi
son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Sitotoksisitenin veya hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in birgok yontem bulunmaktadir. Bu yontemler (i) boyama yontem-
leri; (ii) kolorimetrik yontemler; (iii) florometrik yontemler; (iv) luminometrik
yontemler; (v) apoptozun belirlenmesi i¢in kullanilan farkli teknikler ve (vi) oto-
fajinin belirlenmesi i¢in kullanilan farkli teknikler olarak siniflandirilabilir. Bu
yontemlerin hangisinin en uygun yontem oldugu arastirici tarafindan tiim bilimsel
veriler kullanilarak degerlendirilmelidir. Bu degerlendirme yapilirken test mad-
desinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, maddenin hangi mekanizma ile hiicre
olimiine yol actifi, yonteminin 6zgiinligii ve hassasiyeti dikkate almmalidir.
Bu sekilde elde edilen sonucun giivenirliligi ve dogrulugu konusunda emin
olunmalidir. Bu derlemede, giiniimiizde in vitro olarak sitotoksisitenin belirlen-
mesinde siklikla kullanilan giincel yontemler ayrmtili olarak ele alinmis ve bu
yontemlerin iistiinliik ve dezavantajlar1 degerlendirilmistir.

Keywords: Sitotoksisite, hiicre canlilig, hiicre proliferasyonu, boyama yontemi,

kolorimetrik yontem, florometrik yontem, luminometrik yontem

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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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

1. Giris

ila(;, etkin maddeleri, kozmetikler, kisisel bakim Grtin-
leri, cevresel kimyasal maddeler, agir metaller, fizik-
sel veya biyolojik ajanlar birgok farkli mekanizma ile
sitotoksisiteye yol acabilir (1-4):

i. Hucreler cevrelerindeki diger hicrelere daha az
hasar vererek apoptoz olarak ifade edilen prog-
ramlanmis hiicre 6limine gidebilirler. Apoptozu
tetikledigi bilinen en énemli mekanizmalardan biri
oksidatif strestir ve glinimuzde hicre 6lumu ve
oksidatif stres Uzerine on binlerce bilimsel yayin
bulunmaktadir. Oksidatif stres lipit, protein ve
DNA gibi makromolekiillerde hasara, DNA’da ya-
pisal hasar olusturarak genotoksik etkiye veya mi-
tokondri hasarina yol agabilir. Ayrica, immunolojik
mekanizmalarin tetiklenmesi ve immun sistemden
bir takim sitokin ve mediyatérlerin salimi sonucu
da hicreler apoptoza veya nekroza gidebilir.

ii. Etmene bagl olarak hicreler gevrelerindeki hic-
releri de etkileyip onlarin da élmesine yol acarak
nekroza gidebilirler.

iii. Otofaji (otofagositoz), hiicrenin yaslanmis ve bo-
zulmus yapilarinin, hiicrenin kendi lizozomu tara-
findan sindirilmesidir.

iv. Apoptoz ve otofajinin disinda tanimlanmis fark-
Il programlanmis diger programlanmis hiicre
o6lim mekanizmalari (aponekrozis, nekropto-
zis, eriptozis, NET osis, paraptozis, piroptozis)
da mevcuttur; ancak, hicgbirinin 6zellikleri henliz
apoptoz ve otofaji kadar ayrintili bir sekilde belir-
lenmemistir.

2. Sitotoksisitenin Belirlenmesinde
Siklikla Kullanilan Yontemler

Sitotoksisitenin/hiicre canlihginin  belirlenmesi icin
kullanilan ve guncelligini koruyan yéntemleri su sekil-
de siniflamak mimkunddr (5-8):

Boyama yoéntemleri: Bu ydntemler Tripan mavi-
si, Eozin, Kongo kirmizisi ve eritrosin B kullanilarak
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gerceklestirilebilir.

Kolorimetrik yontemler: Bu yontemler arasinda
en sik kullanilan testler, metabolik aktivitenin 8l¢i-
miine dayali hiicre 6limu/proliferasyonu testleridir.
Noétral kirmizisi alimi (NRU) testi, kristal viyole tes-
ti, 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum
bromur (MTT) testi, MTS testi, XTT testi, suda ¢6zuU-
nen formazan 1 (WST-1) testi, suda ¢dzlinen forma-
zan 8 (WST-8) ve sulforhodamin B (SRB) testi, testleri
farkli boyalar kullanilarak spektrofotometrik okuma-
larla gercgeklestirilir. Diger taraftan, farklh bir mekaniz-
manin kullanildidi laktat dehidrogenaz (LDH) testi de
spektrofotometrik olarak gerceklestirilir.

Florometrik yontemler: alamarBlue testi ve CFDA-
AM testleri en sik kullanilan florometrik yontemlerdir.

Luminometrik yéntemler: ATP testi ve gercek za-
manl canlilik belirleme ydntemleri en sik kullanilan
luminometrik yéntemlerdir.

Apoptozun belirlenmesi: Apoptozun belirlenme-
si icin kaspazlarn (3, 8 ve 9) dlizey ve aktiviteleri
Olculebilir. Terminal deoksintkleotidil transferaz
dUTP ug isaretleme (TUNEL) yontemi kullanilabilir.
Akis sitometrisi ile apoptotik ve nekrotik hiicreler ve
oranlari belirlenebilir. Ayrica, apoptozda rol alan pro-
teinlerin [Bax, Bcl-2, p53, p21, pro-poli (ADP-riboz)
polimeraz (pro-PARP) ve PARP parcalanmasi] eks-
presyonlari belirlenebilir.

Otofajinin belirlenmesi icin kullanilan teknikler:
Otofajide rol alan proteinlerin (Beclin 1, p62, LC-3
gibi) duzeylerinin/ekspresyonlarinin  belirlenmesin-
den siklikla yararlanilr.

(i) Boyama Yontemleri

Boyama ile genelde canli hiicrelerin ytzdesini belirle-
mek mumkindur. Boyama yontemleri ya da “boyayi
disarida birakma ydntemleri” olarak adlandirilan bu
yéntemler Triphan mavisi, Eozin, Kongo kirmizisi ve
Eritrosin B kullanilarak gergeklestirilir (6, 9, 10). Bu
yéntemler canli hicrelerin hicre kultirt ortamina
eklenen boyalari disarida birakmasi, 6li hicrelerin
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ise bu boyalar disarida birakamayarak hicre igine
almasi Uzerine kurulmustur. Bu boyalar arasinda en
siklikla kullanilani, Tripan mavisi’dir (9, 10).

Boyama yodntemlerinin Ustlnllkleri sunlardir (6, 9,
10):

* Ydntem cok basittir, uygulamasi kolaydir.
* Suspande hicrelere dogrudan uygulanabilir.

¢ Kemosensitivitenin belirlenmesi icin en hizl
sonug veren ydntemlerdir.

Boyama yontemlerinin dezavantajlari sunlardir (6, 9,
10):

e Cok fazla sayida hlicreye uygulamak zordur
ve zaman alir.

¢ Adheren hiicrelere dogrudan uygulamak igin
uygun yontemler degildir; adheren hicrelerin
once tripsinize edilip, sispansiyon haline ge-
tirilmeleri gerekir ve bu islem zaman alrr.

e Baz kimyasal maddelerin veya fiziksel ve bi-
yolojik ajanlarin hiicre zarini parcalamasi ve
hicre zarinin bltinligind bozmasi uzun za-
man alabilir; bu slirede hasarl hiicreler yasa-
maya devam edebilir ve sitotoksik etki kesin
olarak belirlenemez.

e Cok hizli apoptoza yol agan ajanlar i¢in uygun
yontemler degildir; bu nedenle bazi ajanlar
cok hizli apoptoza gétirebilir ve hiicre kisa bir
surede disintegre olabilir.

Tripan mavisi

Bu boya ilk olarak Alman bilim insani Paul Ehrlich
tarafindan 1904’te sentezlenmistir. “Niagara mavisi”,
“azidin mavisi” veya “diamin mavisi” olarak da adlan-
dirthr. Tripan mavisi bir azo boyasidir; pamuklu teks-
tilleri boyamak icin de kullanilir. Biyolojik bilimlerde
hucre canliiginin/sitotoksisitenin belirlenmesi icin en

NHz
” DH

H{}as—{:‘ J? $
s

'_-2

Sekil 1. Tripan mavisinin kimyasal yapist

sik kullanilan boyalardandir (9, 10). Kimyasal yapisi
Sekil 1’de gosterilmistir.

Tripan mavisi canl htcrelerin zarlarindan gecemez;
cUnkd canli hiicrelerin zarlari batindUr ve yapisi bo-
zulmamistir. Ancak, OlU hucrelerin zarlarindan ge-
cebilir ve hlcreyi boyayabilir. Tripan mavisiyle 6lU
hiicreleri boyayabilmek icin adheren hicrelerin dnce
tripsinize edilerek slispande hale getirilmesi gerekir.
Suspande hiicrelere dogrudan uygulanabilir. Ancak,
her iki durumda da hicrelerin 6nceden uygun bir se-
kilde pipetlenerek, slispansiyonun iginde esit halde
dagiimalarini saglamak gerekir. Takiben, hiicre kulti-
riinden alinan bir uygun bir miktar (5-10 pl) esit mik-
tarda tripan mavisiyle karistinlr. Hicreler daha sonra
uygun miktarlarda hemositometreye konur ve sayilir.
Bu esnada boyayi icine alan hicreler 6lU, almayan
hiicreler ise canli kabul edilir. Bdylece 61U hicrelerin
stispansiyondaki toplam ytizdesi belirlenebilir (10-12).

Tripan mavisi ile boyama ydnteminin Ustinlikleri
sunlardir (10-12):

* Basit ve ucuz bir yéntemdir.

e Hucre zan butlnligl bozulmus hicreler mik-
roskop altinda hizlica sayilabilir.

Tripan mavisi ile boyama yénteminin dezavantajlari
sunlardir (10-12):

e Duyarlihg distktur.

e Uzun slrede toksisite olusturan ajanlar igin
uygun degildir.

e Cok sayida hilicreyi saymak icin uygun bir

yéntem degildir.

e Slspande hicrelere uygulanabilir; adheren
hicreleri dnceden slspande hale getirmek
gereklidir ve pipetleme dogru yapillmazsa, sa-
yim dogru olarak gergeklestirilemez.

e Sayim icin hemositometre gereklidir; hemo-

—{r 3
504H @w WSD "
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sitometreyi kullanmak deneyim gerektirir. Bi-
reyler arasinda %10-20 arasi sayim farkliliklar
olusabilir.

* Hemositometriyi doldururken, hava kabarcik-
lar kalirsa sayim dogru olarak gergeklesemez.

FEozin

Eozin, bazik veya eozinofilik maddelere (6rnegin
proteinlerdeki arjinin ve lizin amino asit kalintilari
gibi) baglanan tuz olusturan floresan 6zellikli asidik
bilesiklere verilen genel bir isimdir. Hlcrelerdeki pro-
teinleri boyamalarinin yani sira, eozinler kollajeni ve
kas liflerini de boyayabilirler. Eozin ile hizli boyanan
bilesikler “eozinolofik” olarak adlandirilir. Histolojide
Eozin Y “histolojik boya” olarak kullaniimaktadir (13,
14). Eozin B ise, Eozin Y yerine kullanilabilir ve kulla-
nimlari arastiricinin segimine ve aliskanliklarina goére
degisebilir. Eozinler ayrica kirmizi mirekkep Ureti-
minde de kullaniimaktadir (15-17). Kimyasal yapilari
Sekil 2’de gosterilmistir. Eozinler, hematoksilin ile
birlikte kullanilir ve ikisi birlikte “H&E boyasi” olarak
adlandirilir.

Eozin ile boyama yénteminin avantajlar sunlardir (17,
18):

e Basit ve ucuz bir yéntemdir.

e Hicre zan butinligld bozulmus hicreler

O
g
Br ! ! Br
HO O OH
Br Br

Eozin Y

Sekil 2. Eozin Y ve Eozin B’nin kimyasal yapilar1

NH,

mikroskop altinda hizlica sayilabilir.

Eozin ile boyama ydnteminin dezavantajlari sunlardir
(17, 18):

e Duyarlhg disuktar.
e Kullanan laboratuvar sayisi azdir.
«  Ozgiin olmadidi igin tercih edilmez.

¢ Doku boyamak icin daha siklikla tercih edilir.

Kongo Kirnuzisi

ilk olarak 1883’te Paul Boéttiger tarafindan
sentezlenmistir. Kongo kirmizisi organik yapida
bir bilesik olup 3,3'-([1,1’-bifenil]-4,4'-diyil) bis(4-
aminonaftalen-1-sulfonik asit)’'in sodyum tuzudur; bir
azo boyasidir. Suda ve organik ¢éztculerde ¢dzinUr.
Suda kirmizi kolloidal bir ¢ozelti olusturur. Tekstil bo-
yamak icin de kullaniimistir (19). Ancak, karsinojenik
6zelliginden dolayr uzun zamandir tekstil boyamada
kullanimi yasaktir. Diger taraftan vaskiler bozukluk-
lara ve davranissal sorunlara da yol actigi bildirilmistir
(20-23). Kimyasal yapisi Sekil 3'de gosterilmistir.

Kongo kirmizisi genel olarak doku boyamak igin
daha uygun bir bilesiktir. Amilodoziste boyamak
amaclyla tercih edilir. Biyokimyasal ve histolojik
analizlerde de tercih edilir. Ozellikle sitoplazmayi ve
alyuvarlari boyar. Ayni zamanda bitki ve mantarlarin

O ONa
(0]
0T
(6) O
Br Br

Eozin B

MNH2

N:Nw“

D=$=O
ONa

Sekil 3. Kongo kirmizisi’nin kimyasal yapist
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hiicre duvarlarini ve Gram (-) bakterilerin dis zarlarini
boyamak icin kullanimi bulunmaktadir. Kongo kirmi-
zisi, Shigella flexneri serotip 2a’nin lipopolisakkarit
yapisina baglandigi igin bu bakterinin boyanmasinda
en sik tercih edilen boyadir. Ozellikle akis sitometrisi
deneylerinde Acanthamoeba, Naegleria ve diger
amoebal kistlerin belirlenmesinde boya olatak kulla-
nilir (19).

Kongo kirmizisi ile boyama ydnteminin Ustlnlikleri
sunlardir (20-23):

e Bitki ve mantar hicre kiltlrlerinde iyi bir bo-
yama saglar.

Kongo kirmizisi ile boyama yénteminin dezavantajlari
sunlardir (20-23):

e Duyarlihg distktur.
e Karsinojenik oldugu bilinmektedir.

¢ Doku boyamak icin daha uygundur.

Eritrosin B

2,4,5,7-tetraiyodofluoreskeinin  disodyum tuzudur,
ksanten yapisindadir ve “Eritrosin” veya “Red No. 3”
olarak bilinen bir boyadir (24). Florenden tlrevlendi-
rilen, organoiodin yapisinda bir bilesiktir. Gida bo-
yamada da kullanilir. Sa¢ boyalarinin, kisisel bakim
drtnlerinin ve pestisitlerin icinde de bulunmaktadir.
Ancak, yiksek miktarlarda alindiginda ¢cocuklarda hi-
perkinezisi tetikleyebilecegi bildirilmistir. Ayrica, de-
ney hayvanlarinda yapilan calismalarda trioit timor-
lerine yol agabilecegi belirlenmistir (25, 26). Kimyasal
yapisi Sekil 4’de gosterilmistir.

Eritrosin B ile boyama ¢ok siklikla kullanilan bir yon-
tem degildir; eritrosin B ile boyamanin prensibi Tri-
pan mavisiyle aynidir. Canli hiicreler bu boyayi bi-
tanligu bozulmamis hicre zarlarindan iceri alamaz-
ken, boya butinliglu bozulmus hicre zarlarindan
iceri girebilir. Sulu ¢dzeltileri 530 nm’de maksimum

Sekil 4. Eritrosin B’nin kimyasal yapist

49

absorbans verir. Ancak, fotodegredasyonu hizli bir
sekilde gerceklesir (27- 29).

Eritrosin B ile boyama y6nteminin dstinlikleri sun-
lardir (27- 29):

e Maliyeti disUktdr.
¢ Esnek bir ydntemdir.
* Biyoguvenliligi yksektir.

Eritrosin B ile boyama ydnteminin dezavantajlar sun-
lardir (27- 29):

e Uzun zamanda gerceklestirilebilir.

e Sayim icin hemositometre gereklidir; hemo-
sitometreyi kullanmak deneyim gerektirmek-
tedir. Bireyler arasinda %10-20 arasi sayim
farkliliklar olusabilir.

e Hemositometriyi doldururken, hava kabarcik-
larl kalirsa sayim dogru olarak gergeklesemez.

(ii) Kolorimetrik Yontemler

Notral kirmuzist alimi (NRU) testi

Notral kirmizisi (3-amino-7-dimetil-amino-2-
metilfenazin hidrokloriir) zayif katyonik bir boyadir;
orhodin yapisindadir ve “bazal kirmizisi” veya “tolu-
en kirmizisi” olarak da bilinir. Nétral kirmizisinin bi-
yolojik pH’daki net yiki sifirdir. Bu durum boyanin
hiicre zarini gegmesine olanak saglar. Boya, hiicre
zarindan sitozole non-iyonik diflizyonla gecebilir.
Sonrasinda lizozomlarda birikir. Lizozomlarin i¢inde
sitozolden daha distk bir pH olusturmak igin proton
gradyani bulunmaktadir. Lizozoma giren boya yUk-
IU hale gelir ve lizozomun icinde kalir. Hiicre 6llrse
bu pH gradyani diisecegi icin boya lizozomlarin igin-
de tutulamaz. Ol hiicrelerin icinden disari cikar ve
bdylece sitotoksisitenin belirlenmesi icin kullanilabilir.
Bu nedenle “lizozomal bir boya” olarak bilinir. N6t-
ral kirmizisinin uygulanmasini takiben boyanin canli
hlcrelerden ekstraksiyonu asitlendiriimis etanol ile
gergeklestirilir (30-34). Notral kirmizisinin kimyasal
yapisi Sekil 5’da gosterilmistir.

Notral kirmizisi alimi (NRU) testi ilk olarak 1984’te
Ellen Borenfreund tarafindan gelistirilmistir ve spekt-
roskopik olarak gerceklestirilebilir. Testin prensibi,
canl hicrelerin nétral kirmizisini iclerine alabilme; 6l
hlcrelerin ise boyayi lizozomalarinda biriktirememe
ozelligine dayanir. Dolayisiyla, NRU’nin disik olmasi
sitotoksisiteyle paraleldir. Bu test, “In Vitro 3T3 NRU
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Sekil 5. Notral kirmizisi’nin kimyasal yapist

Fototoksiste Testi” olarak bilinir ve OECD’nin test
kilavuzu (TG) 432 olarak yayinlanmistir (35). NRU testi
kozmetiklerin fototoksik &zelliklerinin belirlenmesinde
de kullanilmaktadir. Fototoksisite, cildin UV isigina ve
fotoreaktif kimyasal maddelere ayni anda maruz kal-
masli sonucu olusan bir yanittir. NRU in vitro fototok-
sisite testi, OECD Test Kilavuzu 432’ye gére gercek-
lestirilir. 3T3 fare fibroblast hicrelerine kozmetikler
belirli seyreltme ile veya dogrudan bir gece boyunca
uygulanir. Takiben, hiicreler 60 dakika 5 J/cm? ultravi-
yole A (UVA)’ya maruz birakildiklar solar similatérde
bekletilir. Bu test, i1sigin varliginda (UV+) ve yoklugun-
da (UV-) kozmetik Urline veya herhangi bir kimyasala
maruz kalmis canl hicrelerin nétral kirmizisini hiicre
membranlarindan penetrasyon yolu ile intraselller or-
tama alarak lizozomlarinda biriktirmesi sonucu ortaya
¢ikan renk siddetinin spektrofotometrik olarak &lcul-
mesi ile gergeklestirilir (35).

Noétral kirmizisi ile boyama ydnteminin UstlnlUkleri
sunlardir: (30,31):

¢ Lizozomal hasarin gosterilmesi icin en uygun
yéntemdir.

e Hizl ve basit bir ydntemdir; 3 saatten kisa strer.

e Hem primer hticrelerin, hem de hicre hatlari-
nin boyanmasinda iyi sonug verir.

e Duyarlihgi ylUksektir.

e Ucuz bir yéntemdir.

* Fototoksisitenin belirlenmesinde de kullanila-
bilir.

e Ortamin sicakligindan veya ortamda tuz olu-

sundan etkilenmez.

Notral kirmizisi ile boyama yonteminin dezavantajlari
sunlardir (30,31):

e Baz kimyasallar nétral kirmizisinin hiicre i¢inde
kristaller olusturmasina yol acabilir; bu da yén-
temin dogru sonug vermesini engelleyebilir.
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Kristal viyole testi

” o«

Kristal viyole “gentian viyole”, “metil viyole 10B” ve
“hekzametil pararosanilin” klortr olarak da bilinir. Triaril
metan yapisindadir. Topikal antiseptik olarak da kulla-
nimi mevcuttur. Suda ¢6zinir ve mavi-mor bir ¢ozelti
olusturur. Doku boyamasi igin de kullanilir (36, 37).

Bu ydntemde kristal viyolenin canli, adheren hicre-
lerin protein ve DNA’larina baglanmasindan yararla-
nilir. Olen hiicrelerin adheren 6zelliklerini yitirmesin-
den dolay kristal viyole bu hiicrelerdeki protein ve
DNA’ya baglanamaz. Bu da renk siddetindeki azal-
ma ile sonuglanir (37-39). Kristal viyole’nin kimyasal
yapisi Sekil 6’da gosterilmistir.

HaC. ¥ -CHs

|
HSC\N O O N’CH3

CH3 CHg

cl

Sekil 6. Kristal viyole’nin kimyasal yapist

Kristal viyole ile boyama ydnteminin Usttnlikleri sun-
lardir (37-39):

e Hizli ve esnek bir yéntemdir.
e Guvenilir sonuglar verir.

»  Ozellikle kemoterapétiklerin hiicre canliigin-
da olusturdugu degisikliklerin belirlenmesi
icin kullanilir.

e Apoptoz inhibitorleri (6rnegin kaspaz inhibi-
torleri) ve nekroz inhibitdrleri deney ortamina
eklenebilir. Bdylece hicrenin hangi yol ile 6l-
dugintin belirlenmesine olanak saglar.

e Molekdler galismalarin yapilmasi igin uygundur.

Kristal viyole ile boyama ydnteminin dezavantajlari
sunlardir (37-39):

e Hucresel metabolik aktivite degisikliklerine
hassas degildir. Hiicrenin proliferasyon hizin-
daki dustisi belirleyemez; bu nedenle, prolife-
rasyon hizindaki degisikliklerin belirlenmesin-
de tercih edilmez.
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¢ Uygun ¢oéziiclide ¢dzllmezse veya boyanan
hicreler yeteri kadar ylkanmazsa mikroskop
altinda ¢6zinmemis kristal viyole kristallerini
gbérmek mimkinduir; bu da deneyin sonucla-
rini etkileyebilir.

MTT Testi

GUnUimizde en yaygin kullanilan hicre canlhgi,
proliferasyon ve sitotoksisite belirleme ydntemlerinin
basinda MTT testi gelmektedir. Mosmann tarafindan
1983’te gelistirilen yontem, hlcre canliligi testlerinin
“altin standarti” olarak adlandiriimaktadir. (40). MTT
testi in vitro olarak sadece hiicre degil doku kdilturle-
rinde de kullanima olanak verir ve deri irritasyon, deri
korozyon ile g6z irritasyon testlerinde de hticre canli-
ginin élgtimu icin kullaniimaktadir (41-43).

MTT sari renkli bir formazan tuzdur ve kimyasal yapisi
Sekil 7°’de gdsterilmigtir. Proliferasyona ugrayan huc-
reler artan mitokondriyel dehidrojenaz enzim aktivite-
si ile MTT’yi mor renkli suda ¢éziinmeyen formazan
kristallerine donusturir. Olusan bu kristaller dimetil
stlfoksit (DMSO)’da veya izopropil alkolde ¢dzundr.
Daha sonra hiicre canliigi spektrofotometrik olarak
belirlenir ve uygulama yapilmayan hicrelerin canllig
%100 kabul edilerek, uygulama yapilan hucrelerin
canliligi bu hiicrelere gére yiizde (%) olarak belirlenir.
MTT testinin yapilisi Sekil 8’da 6zetlenmistir (40, 41).
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Sekil 7. MTT nin kimyasal yapis1

MTT yénteminin UstUnlUkleri sunlardir (40, 41):
e Guvenilir ve hizl bir yontemdir.
e Tekrarlanabilirligi oldukga yuksektir.

* Hem sitotoksisitenin hem de hiicre proliferas-
yonunun belirlenmesi icin kullanilabilir.

MTT y6énteminin dezavantajlar sunlardir (44, 45):

e MTT formazanlar suda ¢6zilmez ve hicre-
lerde igne seklinde kristaller olusturur; bu
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nedenle, élcimden hemen énce bu kristalleri
¢cdzmek gereklidir. lyi ¢éziilme gerceklesmez-
se kuyucuklar arasinda ciddi absorbans fark-
lihklari gordlebilir.

e MTT formazan kendisi de sitotoksiktir. MTT
formazanlar nedeniyle gozlenen hicre oli-
mi igin mutlaka kontrol kullanmak gereklidir;
bdylece yanlis pozitif veya yanlis negatif so-
nuclar dnlenmis olur.

e Hulcreler MTT ile 2-4 saat kadar inklbe edi-
lirler; bekletildikleri stire icinde MTT’nin hlcre
canlligini ne kadar etkileyebilecegi bilinme-
mektedir.

o Ozellikle 8len hiicrelerin hiicre kiiltiiriinden
uzaklastirimasi MTT formazan kristalleri ne-
deniyle zorlasabilir.

e MTT testinde kullanilan kozmetik Grtnin her-
hangi bir bileseni ve uygulanan kimyasal mad-
de MTT ile reaksiyona giriyorsa veya MTT'yi
kendi indirgeyebiliyorsa, hiicre canliiginin tes-
piti igin farkl bir yéntem secilmesi gereklidir.

MTS testi

5-(8-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiyazolil)-3-
(4-sulfofenil) tetrazolyum yapisinda bir tetrazolyum
tuzu (MTS) ile yapilan test, “ic tuz metodu” olarak da
adlandinlir. MTS testinin esasi MTT testi ile aynidir;
proliferasyona ugrayan hicreler artan mitokondriyel
dehidrojenaz enzim aktivitesi ile MTS’yi koyu pem-
be-kirmizi formazan kristallerine dénusturir ve olu-

san formazanin verdigi absorbans 492 nm’de o6l¢ilir
(46 47).

MTS yonteminin tstinltkleri sunlardir (47, 48):

e Kolay uygulanabilir.

e Ucuzdur.

e Dogru, hizl ve kesin sonuglar verir.

e Performansi MTT veya XTT kadar iyidir.
MTS ydnteminin dezavantajlari sunlardir (46-48):

e Alinan sonugclar hiicrelerin inklibasyon zamani,
hiicre tipi ve hlicre sayisindan ¢ok fazla etkile-
nebilir.

e Elde edilen absorbans ile renk siddeti arasin-
daki dogrusal iligki en fazla 5 saate dek sire-
bilir; bu nedenle, MTS ile inklibasyon slresi
1-3 saat arasi kisitlandiriimalidir.
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Hiicreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

Medyum aspire edilir. MTT
¢ozeltisi eklenir.

4" T Mitokondriyel
s rediiktaz -

y /= e W 3 saat

MTT Formazan

Olusan formazan kristalleri
DMSO’da ¢oziiniir.

Absorbans 570 nm’de okunur.
Hiicre canlihigi kontrole gore
ylizde olarak hesaplanir.

Sekil 8. MTT testinin yapilist

XTT ve WST Testleri XTT veya Wst ile boyama ydnteminin GsttnlUkleri

2 3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H- sunlardir (47, 50):

tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) ve suda ¢ozi- o Hizli ve giivenilirlerdir.
nen tetrazolyum tuzlari (Wst’ler) de MTT gibi tetra-
zolyum tuzlaridir. Giinimuzde en siklikla kullanilani
(2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disllfofenil)- ¢ Yiksek tekrarlanabilirlige sahiplerdir.
2H tetrazolyum yapisindaki Wst-1’dir. Siklikla kul-
lanilan diger bir WST bilesigi ise, 2-(2-metoksi-4-
nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H  tet-
razolyum, monosodyum tuzu yapisindaki Wst-8’dir.
Hucre canhlliginin spektrofotometrik olarak belirlen-
digi bu testlerde de uygulama yapilmayan hicrelerin
canliigi %100 kabul edilerek, uygulama yapilan hiic- * Medyumdaki fenol kirmizisi indikatérleri bu
relerin canliidi bu hiicrelere gore ylizde (%) olarak maddeler ile reaksiyona girmez.

belirlenir (47-50).

e Basit ve kolay uygulanabilir testlerdir.

e XTT ve Wst testlerinde hulcrelerdeki mito-
kondriyel dehidrogenazlarin metabolik aktivi-
tesi sonucu olusan formazanlar suda ¢ézunur
oldugu icin DMSQO’da ¢bziinme basamagini
gerektirmez; bu da testin glvenirliligini arttirir.

¢ Her iki testin de MTT’ye gdre hassasiyeti ve
dinamik araliklar daha yuksektir.
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XTT veya Wst ile boyama ydnteminin dezavantajlari
sunlardir (47, 50):

e XTT ve Wst MTT’ye gbre daha pahali testlerdir.

e Ortamin pH’si, iyon konsantrasyonu (kalsi-
yum, potasyum, sodyum), cevresel faktorler
(sicaklik, nem) ve hiicrelerin sikluslarinin sire-
leri XTT testinin sonucunu etkileyebilir.

e Hducreler XTT ve Wst’ler ile ortalama 2 saat
inktbe edilirler; bekletildikleri sure icinde XTT
ve Wst’lerin hiicre canliligini ne kadar etkile-
yebilecegi bilinmemektedir.

SRB Testi

Silforhodamin B (SRB, Kiton Red 620) testi Skehan
ve ark. (1990) tarafindan ilaglarla indiklenen sitotok-
sisite ve hicre proliferasyonunun belirlenmesi igin
gelistiriimistir. SRB parlak pembe-kirmizi renkli ve
suda ¢dziinebilen bir boyadir (51). Testin prensibi
bir protein boyasi olan ve kimyasal yapisi Sekil 9’da
gosterilen SRB’nin, trikloroasetik asit veya asetik
asit ile fikse edilen hiicrelerde amino asit kalintilarina
elektrostatik ve pH-bagiml olarak baglanmasina da-
yanir. Hafif asidik ortamda, boya hticrelerden ekstre
edilip, ¢6zlicl ve boyanin verdigi renk siddeti kolori-
metrik olarak 540 nm’de dlgllebilir. Ayrica, SRB ile
florometrik élguimler de A, ..., = 565 nmve A
= 586 nm’de yapilabilir. SRB testi MTT’ye gbre daha
kisa slirede bitmesi, daha ucuz olmasi ve daha dog-
rusal sonuglar vermesi nedeniyle son yillarda bilimsel
arastirmalarda daha siklikla tercih edildigi gérilmek-
tedir (52-54).

CI)NEI.
0=5=0

Sekil 9. Sulforhodamin B’nin kimyasal yapis1

SRB ile boyama ydnteminin UstinlUkleri sunlardir
(54-57):

53

e Basit ve hizlidir.

e Artan hicre sayisiyla ve uygulama suresiyle
dogrusalligi artar.

e Hassasiyeti florometrik ydntemler kadar iyidir.
e Sinyal-guriltd orani uygundur.

e Tekrarlanabilirligi yUksektir. Stabil sonuclar
verir.

e Cevresel faktorlerden (sicaklik, nem gibi) gok
disik oranda etkilenir.

SRB ile boyama yonteminin dezavantajlari sunlardir
(54-57):

e Hducre suspansiyonunun homojen olmasi ge-
reklidir. Sellller agregat olusumu engellenme-
lidir. Yoksa elde edilecek sonuglar etkilenebilir.

LDH Testi

Laktat dehidrojenaz (LDH) organizmadaki butin
hlcrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Htc-
reler, toksik bir maddeye maruz kaldiginda, plazma
membran butunlikleri bozulur ve LDH hicrelerden
sizip hlicre medyumuna gecer ve bu gecis spektrofo-
tometrik olarak dl¢ulur. Kozmetik veya kisisel bakim
UrGnlerinin sitotoksisite potansiyellerinin degerlen-
dirilmesinde de LDH testi kullanilabilir (58-60). LDH
testinin yapilisi Sekil 10’da gosterilmistir.

(iii) Florometrik Yontemler

alamarBlue Testi

ilk olarak 2000 yilinda O’Brien ve ark. (61) tarafin-
dan kullanilan bu test, MTT testine iyi bir alternatiftir.
alamarBlue testinde non-toksik, hilicre icine giren ve
floresan mavi indikatér bir boya olan fenoksazin-3-
on yapisindaki resazurin kullanilir ve yéntem ayni za-
manda “resazurin reduiksiyon yéntemi” olarak bilinir.
alamarBlue kantitatif olarak insan, hayvan, bakteri,
mantar ve mikobakterilerde hiicre proliferasyonunn
belirlenmesi icin kullanilabilir. Ayrica, sitokin dlgcim
yontemlerinde ve hicre blylUmesinin izlenmesinde
de kullanimi bulunmaktadir (62, 63). Resazurin ve re-
zorufinin kimyasal yapilar Sekil 11’de gosterilmistir.
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Hiicreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

24 saat
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Sekil 10. LDH testinin yapilist
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Sekil 11. Resazurin ve Rezorufinin Kimyasal Yapilart

Resazurin
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Hasarl hiicrelerden LDH
salimi gercgeklesir.

30 dakika

Ortama suda ¢oziinen
formazan eklenir.

‘Absorbans kullanilan suda

¢oziinen formazanin tiiriine

gore 450-490 nm’de okunur.

Hiicre canliligi kontrole gore
ylizde olarak hesaplanir.

Resazurin hlicresel metabolik aktivite ile metabolik
redlksiyona ugrayan bir redoks indikatoéridir. Re-
dikte formu rezorufin olarak adlandirilir ve pembe
renkli ve yiksek derecede floresan &zellikli bir bile-
siktir. Resazurin canli ve oksidatif fosforilasyon ya-
pabilen yani solunum yapabilen hlcrelerde rezoru-
fine mitokondriyel enzimler ve bazi diger enzimlerle
(6rnegin, diaforaz) dénusturdlir. Dolayisiyla, olusan
floresansin siddeti canl ve solunum yapabilen hiicre
sayislyla dogru orantilidir. Solunum yapabilen hiicre-
lerdeki rezorufin miktarinin él¢ctimesi hem hicrenin
sagligr hem de hicre canlihgi ve sitotoksisite hakkin-
da bilgi verir. Olgiimler Msitasyon = 060 NM ve A
= 590 nm’de yapllir. Testin siresi hicre tipi, hiicre
miktar ve medyuma goére 1-4 saat arasinda degisir
(64, 65). alamarBlue testinin yapilisi Sekil 12’de gos-
terilmistir.
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alamarBlue yonteminin Ustunltkleri sunlardir (61-65):
¢ Ucuz bir yéntemdir.

¢ Hassasiyeti Wst ydntemlerinden bile daha
yuksektir.

e Kaspazlarin aktivitesinin belirlenmesi gibi birgcok
farkli ydntemle kombine sekilde kullanilabilir.

alamarBlue ydnteminin dezavantajlari sunlardir (61-
65):

e Kultdr ortamindaki bazi bilesiklerle resazurinin
reaksiyona girmesi mimkunddr.

24 saat

Mitokondriyel
rediiktaz,

Oﬁoﬁ/ diaforaz vb. 0 OH
N

NAD* NADH

resazurin resorufin

Sekil 12. alamarBlue testinin yapilist

e Resazurinin bilinmeyen baz toksik etkilerinin
olabilecegi ifade edilmektedir.

CFDA-AM Testleri

5-karboksifluoreskein diasetat, asetoksimetil ester
(CFDA-AM) sitotoksisitenin ve hticre igi reaktif ok-
sijen bilesikleri (ROS)’nin olusumunun belirlenmesi
icin kullanilan nonpolar bir boyadir. CFDA-AM, canli
hiicrelerde non-spesifik esterazlarla polar ve yesil
floresans veren bir boya olan karboksifluoreskein
(CF)’'ye donusturtlir. CFDA-AM’nin CF’ye donis-
mesi plazma zarinin bitinligdnin gdsterilmesi igin

Hiicreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

Resazurin boyasi eklenir

24 saat

Olugan formazan kristalleri
DMSO’da ¢oziiniir.

Floresans A gtasyon = 560 NM
Ve A gisyon = 590 nm’de
okunur. Hiicre canlihg

kontrole gore yiizde olarak
hesaplanr.
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iyi bir indikatérdir. Olgtimler M oksitasyon = 485 nm ve
Xemisyon = 939 Nm’de yapilir. Testin stresi hiicre tipi,
hicre miktari ve medyuma gbre 1-4 saat arasinda
degisebilir (66-69). CFDA-AM’nin CF’ye dénusimu

Sekil 13’de gosterilmistir.
CFDA-AM yodnteminin Usttnlukleri sunlardir (67, 69):
e Basit bir ydntemdir.
* Hassasiyeti yuksektir.
* Non-toksiktir.
alamarBlue yontemiyle paralel olarak yurttilebilir.

CFDA-AM yoénteminin dezavantajlar sunlardir (67,
69):

e Test bilesiklerinin floresan 6zellikte olmasi de-
neyde yanlis pozitif sonuglar gérilmesine yol
acabilir.

(iv) Luminometrik Yontemler

Son vyillarda siklikla tercih edilen luminometrik yén-
temler, hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitenin hizli
ve basit bir sekilde tayin edilmesini saglar. 96 veya
384 kuyucuklu plaklarda yapilabilir ve olusan lumine-
sansin siddeti luminometrik bir mikroplak oluyucu ile
belirlenir. Son reaktifin eklenmesinde sonra lumine-
sansin kalici ve stabil olmasi ayni kuyucuk i¢in hem
hicre canliiginin hem de sitotoksisitenin belirlenme-
sine olanak tanir (18, 69, 70).

ATP Yontemi

Bilindigi lzere adenozin trifosfat (ATP) memeli hiic-
relerinde oksidatif fosforilasyon ile Uretilen ve biyo-
sentez, sinyallesme, tasima ve hareket gibi bircok
biyolojik islevin yurutilmesini saglayan kimyasal
enerji rezervuaridir. Apoptoz veya nekrozla élen hic-
relerde ATP dlser ve bu dusus nekrozda ¢ok hizl

H;cocoUo OCOCH;
ﬁ
. O

CFDA-AM

Sekil 13. CFDA-AM’nin CF’ye déniisiimii
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gercgeklesirken, apoptozda nekroza oranla daha ya-
vas ilerler. Bu nedenle, hiicrelerdeki toplam ATP mik-
tarinin dlgtlmesi hicrenin canlihgr hakkinda bilgi ve-
rir. GUnUmUzde gercgeklestirilen ATP olgim ydntem-
lerinde genelde Mg*2 iyonlarinin varliginda lusiferinin
oksilusiferine déntismesi reaksiyonundan yola ¢ikilir.
Olusan luminesans sinyali ile ATP konsantrasyonu;
ATP konsantrasyonu ile de hicre canliigi arasinda
dogrusal bir iliski bulunmaktadir. Bu yéntemde ge-
nelde 1536 kuyucuklu plaklar kullanilir ve her kiglk
kuyucuga 10 hicre ekilir. En son reaktifin eklenme-
sinden sonra luminesans sinyali 10 dakika icinde sa-
bit bir dlizeye ulasir ve takiben de luminesans siddeti
olguldr (71-73).

ATP ydnteminin Ustunltkleri sunlardir (71-73):
e Cok hassastir.

e Bir inkibasyon suresi gerektirmez ve hicre
canlih@ini en hizl belirleyen yéntemdir.

ATP ydnteminin dezavantajlar sunlardir (71-73):

e Hducrelerin cok dogru bir sekilde sayilmasi ve
kuyucuklara eklenmesi gerekir. Aksi takdirde
tekrarlanabilirlik azalir.

Gergcek Zamanlh Canlilik Belirleme Yontemleri

Son yillarda gercek zamanl olarak hiicre canliliginin
ve sitotoksisitenin belirlenmesi ydntemleri ¢cok kul-
laniimaktadir. Bu guincel yéntemlerde genellikle de-
niz karidesinden derive edilen bir lusiferaz ve kiigik
molekilli bir prosubstrat kullaniimaktadir. Bu pro-
substrat dogrudan lusiferaz tarafindan kullanilamaz.
Lusiferaz ve prosubstrat hlicre kultlr( ortamina ekle-
nir. Canli hiicreler prosubstrati lusiferazin kullanabi-
lecegi bir substrata déntistlrtrler ve olusan substrat
bir luminesans sinyali olusturur (74, 75). Sekil 14’te
esasl gOsterilen glincel gergek zamanl canllik be-
lirleme yontemleri, “surekli izleme” veya “son nokta

J Canh
NN hiicre

CFDA
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okuma” seklinde iki yol ile gerceklestirilebilir; strekli
izleme ydnteminde, olugan luminesans sinyali gercek
zamanl olarak uzun bir sire i¢inde takip edilir.

Gercek zamanh canlilik belirleme yéntemlerinin Us-
tanlikleri sunlardir (74-78):

* Hem sitotoksisite hem de hiicre canlligini be-
lirlemeye olanak saglarlar.

¢ Luminesans sinyalindeki artis ve stabil hale
gelmesi oldukca kisa bir sure alir. Bdylece bu
yéntemler diger yontemler ile birlikte kullanila-
bilir.
Gergek zamanl canlilik belirleme ydntemlerinin de-
zavantajlari sunlardir (74-78):

e Sirekli izleme yapildiginda, prosubtrat bit-
tigi zaman canli ve metabolik aktivitesi olan
hilcrelerin prosubtrattan substrat olusturmasi
mimkin olmaz. Bu durumda, bir slre
sonra luminesans siddetinde sabit kalma
ile sonuglanabilir ve alinan dogrusal sinyal
bozulur. Bu nedenle, eklenecek prosubstrat
miktar hilcre tipine goére dogru olarak
secilmeli ve izleme yapilacak siire ¢cok dogru
olarak belirlenmelidir.

(v) Apoptozun Belirlenmesi i¢in
Kullanilan Farkh Teknikler

Apoptozun ve/veya nekrozun belirlenmesi icin An-
nexin V/propidyum iyodir boyama ydntemi kulla-
nilabilir. Apoptozun belirlenmesinde ayni zamanda

Prosubstrat

Canh
hiicre

Hucre igi
reduksiyon

v
Aktif substrat

LUSIFERAZ

kaspazlarin (-3, -8 ve -9) dizey ve aktiviteleri 6lgu-
lebilir; terminal deoksinlUkleotidil transferaz dUTP ug¢
isaretleme (TUNEL) yontemi kullanilabilir. Akis sito-
metrisi ile apoptotik ve nekrotik hlicreler ve oranlari
belirlenebilir. Ayrica, apoptozda rol alan proteinlerin
[Bax, Bcl-2, p53, p21, pro-poli (ADP-riboz) polime-
raz (pro-PARP) ve PARP parcalanmasi] ekspres-
yonlari da hilicrenin apoptoza gittigini gdsteren iyi
biyogdstergelerdir. Ancak, akis sitometrisi haric bu
tip 6lgimlerle canli/6li hicre bilgisi ve/veya kontrole
gore ylzdesini belirlemek mimkin degildir. Sadece,
apoptoz veya nekroz gibi hiicre 6limi mekanizmala-
rini aydinlatmak icin kullanilabilirler (78-81).

Apoptotik ve Nekrotik Hiicrelerin Belirlenmesi
Icin Annexin V/Propidyum Iyodiir Boyama
Yontemi

Annexin V (VAC alfa) kalsiyum bagimli bir sekilde
fosfatidilserin (PS)’ye baglanir. PS normalde plazma
zarinin ekstraselliler bdlgesinden disar atilir. Ancak,
apoptoz basladiginda, PS zarin ic ve dis bdlgeleri
arasinda tasinir. Bu nedenle, floresan olarak isaret-
lenmis Annexin V apoptotik hlcrelerin belirlenmesi
icin kullanilabilir. Ancak, bazen nekrotik hlcrelerde
de bu durum ortaya cikabilir ki bu da yanlis pozitif
yanitlarin olusmasina yol acar. Bu durumu 6nlemek
icin nekrotik hicreler sonrasinda propidyum iyodur
ile boyanarak, yanlis pozitif sonuclarin éniine gegi-
lebilir (82-84).

Olii
hiicre

N

/ Prosubstrat
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Kaspaz 3 Aktivitesinin ve/veya Diizeyinin
Belirlenmesi

Kaspaz 3 terminal apoptoz kaskadinda prokaspa-
zin 3’lUn parcalanmasiyla aktive olan bir proteazdir.
Apoptozun belirlenmesinde prokaspaz dizeyinin
veya kaspaz 3 dizeyi ve/veya aktivitesinin belirlen-
mesinden siklikla yararlanilir. Kaspaz 3 aktive olur ol-
maz, hicre 8lumu kaginilmazdir. Aktive kaspaz 3’ln
dizey ve/veya aktivitesini belirlemek icin kaspaz
3 substratlarina bir kromofor [p-nitroanilid (p-NA)]
veya florofor [7-amino-4-triflorometilkumarin (AFC),
7-amino-3-metilkumarin (AMC)] takilir ve bu kromo-
for veya floroforun kaspaz 3 ile asil substrattan ay-
rilmasiyla olusan 1sik siddeti veya floresans siddeti
olculdr. Ayrica, Western blot ile de prokaspaz veya
kaspaz 3’lUn ekspresyonlarinin belirlenmesi ve ileri
izleme teknikleri (6rnegin kemiliminesans gibi) ile
duzeylerinin belirlenmesi mimkindiir (85, 86).

Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 Aktivitelerinin ve/veya

Diizeylerinin Belirlenmesi

Kaspaz 8 aktivitesinin belirlenmesinde bu proteazin
IETD (lle-Glu-Thr-Asp) amino asit sekansini tanima-
sindan yararlanilir. Once substrata pNA kromoforu
takilir ve IETD-p-NA yapisi olusturulur. Sonrasinda
bu kromoforun asil substrat (IETD)’den ayriimasiy-
la olusan isik siddeti 400-405 nm’de o&lgulir. Kas-
paz 9 aktivitesinin tayininde ise, bu proteazin LEHD
(Ac-Leu-Glu-His) amino asit sekansini tanimasindan
yararlanilir. Once substrata pNA kromoforu takilir ve
LEHD-p-NA vyapisi olusturulur. Sonrasinda bu kro-
moforun asil substrat (LEHD)’den ayrilmasiyla olusan
1sik siddeti 400-405 nm’de olgilir. Ayrica, Western
blot ile de kaspaz 8 veya kaspaz 9’un ekspresyon-
larinin belirlenmesi ve ileri izleme teknikleri (6rnegin
kemiliminesans gibi) ile dlzeylerinin belirlenmesi
mimkindur (85, 86).

Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz Dutp

Centik Ug Isaretleme (Tunel)

TUNEL ydntemi temel olarak apoptozda olusan cift
sarmal DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini sag-
lar ve diger apoptoz belirleme yéntemleriyle birlikte
kullanilir. Apoptotik parcalanma sonucu DNA uclari,
DNA polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak
isaretlenebilir. Ancak, asil olarak deoksinukleotidle-
rin baglanmasindan sorumlu bir enzim olan terminal
deoksintkleotidil transferaz (TdT) kullanilarak yapi-
lan isaretleme goéreceli olarak daha duyarl bir yon-
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tem olarak bulunmustur. Yéntemde, bir florofor veya
baska bir markére takilan TdT’nin ¢ift sarmal DNA
kiriklari ile olusan 3’-hidroksi terminal bdlgelerine
baglanmasindan yararlanilir. Konvansiyonel parafin
kesitleri, TdT ve nonizotopik isaretli niikleotidler (sik-
likla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ isaret-
leme ardindan floresan veya enzimatik gorintileme,
apoptotik hicreleri digerlerinden ayirmada yeterli ol-
maktadir (85-87).

Akig Sitometrisi

Akis sitometrisi genelde lazer veya akustik temele
dayanan bir tekniktir. Hlcrelerin sayilmasi, siniflan-
dirnimasi, biyogdsterge belirlenmesi ve protein mui-
hendisliginde kullanilir. Temeli slispande hiicrelerin
bir elektron deteksiyon aparatindan gecirilmesi esa-
sina dayanir. Bu teknikle saniyede binlerce partikilin
fiziksel ve kimyasal karakteristikleri simultan olarak
multi-parametrik sekilde analiz edilebilir. Floresans
ile aktive edilen hiicre siralama (FACS) hizli, objektif
ve dzellestiriimis bir akis sitometresidir. FACS, hiicre-
lerin 1s1g1 dagitma ve floresan dzelliklerinden yararla-
nilarak fiziksel 6zelliklerini kantitatif olarak belirlemek
icin cok iyi bir tekniktir. FACS ile kantifikasyon, DNA
degredasyonunun 6lgimu, mitokondriyel membran
potansiyelinin belirlenmesi, gecirgenlik degisimle-
ri, kaspaz aktivitesinin belirlenmesi gibi bircok farkl
sekilde apoptoz, nekroz ve patojen-konak adherensi
gibi hiicre adherenslerini belirlemek mumkinddr (85,
86, 88).

Apoptozda Rol Alan Proteinlerin
Ekspresyonlart

Apoptozda rol alan proteinlerin ekspresyonlar [Bax,
Bcl-2, p53, p21, pro-poli (ADP-riboz) polimeraz (pro-
PARP) ve PARP parcalanmasi] genel olarak Western
blot ile belirlenir ve ileri izleme teknikleri (6rnegin,
kemiliminesans gibi) ile duzeylerinin belirlenmesi
muUmkindir (78-81).

(vi) Otofajinin Belirlenmesi Icin
Kullanilan Teknikler:

Otofaji, lizozomal bir hiicre 6limi mekanizmasidir ve
genelde besin kisitlamasi, gelisme ve hiicre farklilas-
masi gibi fizyolojik durumlarda veya patolojik olay-
larda (n6rodejeneratif hataliklar, stres, kanser gibi)
aktive olan programlanmis hiicre 6limU olarak ta-
nimlanmaktadir. Memeli hiicrelerinde besin yoklugu
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gibi bir uyarandan sonra, otofagozom yapimi baslar
ve takiben endoplazmik retikulum (ER) zarinda ome-
gazom olusur ve ardindan fagofor (izolasyon zari) bii-
ylumesi gorilir (89, 90).

Otofaji, ¢ekirdeklenme (izolasyon membraninin olu-
sumu), uzama (izolasyon membraninin uzamasi), ol-
gunlasma (otofagozomun tamamlanmasi ve tasinma-
sl), birlesme (otofagozom ile lizozomun kaynasmasi
ve birlesimi) ve parcalanma (kargolarin otolizozom
icinde yikimi) asamalarindan olusur (91). Otofajinin
belirlenmesinde siklikla otofajide rol alan proteinle-
rin duzeylerinin/ekspresyonlarinin belirlenmesinden
yararlanilir. Bu proteinler icinde en siklikla Beclin-1,
LC-3 ve p62 dizeylerindeki degisimler belirlenir.
Beclin 1 ve LC-3 gibi proteinlerin dlzeylerindeki ar-
tislar ve p62’nin diizeyindeki azalislar otofajinin tetik-
lendiginin belirlenmesinde giincel iyi biyog&stergeler
olarak bildiriimektedir.

3. Sonug¢

Sitotoksisitenin belirlenmesi fiziksel, kimyasal ve bi-
yolojik ajanlarin toksik etkilerinin degerlendiriimesi
icin ilk basamak in vitro toksikolojik verilerin elde edil-
mesini saglar. Bu nedenle artik birgok hicre kulttra
calismasinda ilk olarak ajanlarin sitotoksisite potan-
siyelleri degerlendiriimekte, takiben ise elde edilen
inhibitdr konsantrasyon 50 (IC,,, huicrelerin %50’nin
6ldiigu konsantrasyon), inhibitér konsantrasyon 30
(IC,, hicrelerin %30’nin 6ldugu konsantrasyon) veya
inhibitdr konsantrasyon 20 (IC,, hicrelerin %20’nin
6ldiigu konsantrasyon) degerleri kullanilarak toksi-
siste degerlendirmesine farkli analizlerle devam edil-
mektedir.

GUnUmizde sitotoksisite, hlicre canhhg ve hicre
proliferasyonunun belirlenmesi icin birgcok ydntem
kullaniimaktadir. Bu yo&ntemlerin birbirlerine gore
UstUnlUkleri ve dezavantajlari bulunmaktadir. En
cok tercih edilen kolorimetrik yéntemler ucuzdur,
guvenirlilikleri yuksektir, tekrarlanabilir sonuglar ve-
rir ve hizhdirlar. Diger taraftan, florometrik yéntem-
lerin hassasiyetleri ise kolorimetrik ydntemlere gére
yuksektir. Bu durumda, arastirici kullanacagi hiicre
tipi (adheren, slspande, primer hicre kultirl, hic-
re hatti gibi), uygulayacagi test maddesinin, fiziksel
ve biyolojik ajanin dozu ve dzellikleri ile hangi meka-
nizma araciligiyla hiicre élimune yol actigi (apoptoz,
nekroz, otofaji gibi), deneyin slresi, dlgmek istedigi
son nokta (sitotoksisite, proliferasyon, canlilik gibi)
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ve ydnteminin 6zglnligu ve hassasiyetini dikkate
alarak, arastirmasi icin en dogru yontemi segmelidir.

Ginumuizde sitotoksisite testleri sadece hucre kil-
trlerinde degil, doku kdltlrlerinde de uygulanmaya
baslamistir. Ozellikle deri ve géz irritasyon ve ko-
rozyon testlerinde de dlglilen son nokta uygulanan
ajanin neden oldugu sitotoksisitedir. Bu amagcla kul-
lanilan doku kulturlerine her yil yeni doku modelleri
de eklenmekte ve 6zellikle dermal veya okuler olarak
uygulanan Urinlerin givenliliginin belirlenmesinde si-
totoksisitenin dlgtilmesi blylk 6nem kazanmaktadir.

Gelecekte ilaclar dahil tim kimyasal ajanlarin toksisi-
te testlerinin in vitro olarak yapilmasi planlanmaktadir.
Bu nedenle, in vitro sitotoksik analizler blyik énem
kazanacaktir. Varolan yoéntemlerin daha da gelisti-
rilmesi veya yeni, kolay uygulanabilir, hizli ve kesin
sonug veren testlerin gelistiriimesi basta ilag toksisi-
tesi olmak Uzere tim ajanlarin sitotoksik 6zelliklerinin
daha dogru degerlendiriimesine katki saglayacaktir.
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