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Özet: Kimyasal ve biyolojik maddeler ya da fiziksel etkenler, hücreleri değişik derecelerde etkileyerek sitotoksisiteye yol 
açabilirler. Bir maddenin biyolojik davranışının anlaşılabilmesi için hücreler üzerindeki toksik ya da non-toksik etkisinin 
belirlenmesi gereklidir. İn vitro sitotoksisite testleri, ilaç niteliği taşıyan veya toksik profili araştırılan maddelerin 
değerlendirilmesi amacıyla hücre kültüründe gerçekleştirilen ölçüm metodlarıdır. Bu testlerle çok sayıda maddenin kısa 
sürede analiz edilmesi mümkün olmakta ve yapılacak hayvan denemeleri için temel veriler elde edilebilmektedir. Farklı 
mekanizmalara ve hassasiyetlere sahip çok sayıda sitotoksisite testi bulunmakla birlikte bu derlemede, araştırmacılar 
tarafından sıkça tercih edilen tetrazolyum testleri (MTT, MTS, XTT, WST), LDH testi, alamalar mavisi testi ve biyolüminesans 
testleri ele alınmıştır. 
Anahtar Kelimeler: In vitro, Sitotoksisite, Hücre canlılık testleri. 

 
In Vitro Cytotoxicity Assays 

 
Abstract: Chemical, biological and physical factors may cause cytotoxicity by affecting cells at different degrees. To 
understand the biological characteristic of a compound, it is essential to determine its toxic or non-toxic effects. In vitro 
cytotoxicity assays (cell viability assays) are cell culture based measuring methods that usually used for either evaluating 
possible drug candidates or investigating cytotoxic profiles of some compounds. It is possible to assess many compounds in 
a short period of time and obtain fundamental information necessary for further animal experiments through this methods. 
There are many cell viability assay methods exist based on colorimetric, enzymatic, luminometric principals etc that have 
different mechanisms and varied sensitivity. The popular assays, such as MTT, MTS, XTT, WST, LDH enzyme assay, alamar 
blue assay, ATP bioluminescent assay have summarized in this rewiev. 
Keywords: In vitro, Cytotoxicity, Cell viability assays. 
 
GİRİŞ 

 
Hücre kültürü, çok hücreli organizmalara ait 

hücrelerin, laboratuvar ortamında özel olarak 
tasarlanmış kaplarda, ısı, nem, besin gibi ortam 
şartlarının kontrol edilerek kontaminasyondan ari 
bir şekilde yaşatılmasıdır. İnsan da dâhil olmak 
üzere herhangi bir canlıdan alınan hücrelerin suni 
ortamda yaşatılabilmesi, herhangi bir doku ya da 
organdan alınan hücrelerin kullanılabilmesi ve 
birçok etik kaygıyı gidermesi, hücre kültürü 
çalışmalarının tercih sebepleri arasında yer 
almaktadır (Zucco ve ark., 1998). Hücre kültürünün 
sıkça tercih edildiği alanlar kanser, aşı çalışmaları, 
ilaç geliştirilmesi ve in vitro sitotoksisite 
çalışmalarıdır (Gilbert ve Boutros, 2016). Sitotoksik 
terimi, hücre ölümüne neden olan anlamına 
gelmektedir. Sitotoksisite araştırmaları, bir madde-
nin sitotoksik potansiyelinin olup olmadığının 
belirlenmesi amacıyla yapılır. Hücre temelli 
sitotoksisite çalışmaları, gerek uygulama kolaylığı, 
gerekse in vivo çalışmalardan elde edilen verilerle 
uyum göstermesi nedeniyle, hayvan deneylerine 
alternatif olarak doğmuş ve toksikoloji 
laboratuvarlarında sıkça tercih edilir hale gelmiştir 
(Riss ve Moravec, 2004). Sitotoksisite, incelenen 
maddenin dozuna ve maruziyet süresine bağlı 
olarak hücrelere değişik derecelerde zarar veren bir 
olaydır. Hücreler, sitotoksik maddeye maruz kalırsa 

apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu 
ölebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon 
özelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi ve ark, 2009). 
Hücre bazlı sitotoksisite çalışmaları ile test edilen 
maddenin sitostatik ve sitotoksik etkileri hakkında 
temel bilgi edinilir (Riss ve ark., 2006). Deneysel 
olarak kimyasal, biyolojik ya da fiziksel etkenlere 
maruz bırakılan hücrelerin, maruziyet sonrasındaki 
canlılıklarının belirlenmesi, bu çalışmaların önemli 
bir basamağıdır (Niles ve ark., 2007). Hücre 
canlılığının belirlenmesi için uygulanan çok sayıda 
test vardır. Yapılan sitotoksisite çalışmasının tipi ne 
olursa olsun, önemli olan çalışma sonundaki 
canlı/ölü hücre miktarının belirlenmesidir (Riss ve 
ark., 2006). Sitotoksisite belirleme metodları genel 
olarak kolorimetrik, lüminesans ve enzimatik 
yöntemlerdir (Crouch ve ark., 1993; Fan ve Wood, 
2007; Longo-Sorbello ve ark., 2006). 

Kolorimetrik metodlarda, 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromür (MTT), 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sülfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-sülfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilid (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-(2,4-disülfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) gibi 
tetrazolyum tuzları kullanılarak renk değişikliği ya da 
kristal viyolet, nötral kırmızısı gibi boya maddeleri 
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kullanılarak hücrelerin spesifik boyanması esasına 
dayalı ölçüm yapılır (Borenfreund ve Puerner, 1985; 
Feoktistovave ark., 2016; O’Connor ve ark., 1998; 
Riss ve ark., 2006). Luminometrik metodlar, 
floresans ve biyolüminesans olarak ikiye 
ayrılmaktadır. Floresans metodlarda, floresans 
özellikteki maddeler kullanılırken, biyolüminesans 
metodlarda lusiferaz denilen özel enzimler ve 
bunların substratlarının kullanımı ile canlı/ölü hücre 
tespiti yapılması söz konusudur. Daha gelişmiş 
biyolüminesans metodlarda (gerçek zamanlı 
biyolüminesans), hücrelerin sitotoksik madde ile 
maruziyeti, sadece testin yapıldığı anda değil, 
maruziyet süresince incelenebilir hale gelmiştir 
(Duellman ve ark., 2015). Hücre hasarını ya da 
ölümünü takiben vasata sızan enzimler de ölü hücre 
sayısının belirteci olarak ele alınmıştır. Bu enzimler 
içerisinde stabilitesi ile öne çıkan laktat 
dehidrojenaz (LDH), hücre ölümü belirteci olarak 
canlılık testleri arasındaki yerini almıştır 
(Korzeniewski ve Callewaert, 1983). 

Hücre sayısı tespitinde kullanılan metotlar 
içerisinde, mikroskopi (tripan mavisi ile boyama-
thoma lamı) ya da elektronik sayıcı ile otomatik 
sayım gibi, özellikle rutin hücre kültürü işlemlerinde 
kullanılan metodlar da bulunmaktadır. Ancak bu 
metodlar çok zaman alması nedeniyle, çok sayıda 
numune kullanılan (mikropleyt formatı) çalışmalar 
için uygun değildir (Connolly ve ark., 1986). Çok 
sayıda maddeyi kısa sürede pratik olarak 
değerlendirebilmek, mikropleytler ve bunlara 
uyarlanan testlerin geliştirilmesiyle mümkün 
olmuştur ve “ekle-karıştır-ölç” prensibiyle hem 
zamandan kazanılmış hem de uygulama kolaylığı 
sağlanmıştır (Riss ve Moravec, 2006; Weyermann ve 
ark., 2005). 
 
Tetrazolyum Tuzları İle Yapılan Testler: 
Tetrazolyum tuzları, heterosiklik organik yapıda 
bileşiklerdir. Keşfedildiği yıllardan günümüze kadar 
1000’i aşkın üyesi sentezlenmiş ve tanımlanmıştır 
(Altman, 1976). Tetrazolyum tuzlarının elektron 
alarak indirgenmeleri, formazan denilen yapıya 
dönüşmelerini sağlayarak, renk değişikliğini 
beraberinde getirir. Tetrazolyum halkası ancak aktif 
mitokondri tarafından kırılabilir ve böylece renk 
reaksiyonunu yalnızca canlı hücreler meydana 
getirebilirler (Mossman, 1983). Ölü hücreler ise 
tetrazolyum bileşiklerini indirgeme yeteneklerini 
kaybeder ve herhangi bir renk değişimine neden 
olmazlar (Riss ve Moravec, 2006). Bu değişimin, in 
vitro ortamda yalnızca canlı hücreler tarafından 
yapılabilmesi, tetrazolyum bileşiklerini biyolojik 
anlamda oldukça önemli kılmıştır (Altman, 1976).  
Mossman (1983) tarafından geliştirilen MTT 
testinden sonra, XTT, MTS, WST-1, WST-8 gibi farklı 
özelliklere sahip tetrazolyum bileşikleri geliştirilerek 

kolorimetrik metodlara eklenmişlerdir (Barltrop ve 
ark., 1991; Ishiyama ve ark., 1995; Mossman, 1983; 
Paull ve ark., 1988; Scudiero ve ark., 1988; 
Tominaga ve ark., 1999). Sıkça kullanılan bazı 
tetrazolyum bileşiklerinin kimyasal yapıları Şekil 
1’de gösterilmiştir. 
 

 
Şekil 1. MTT, XTT ve MTS bileşiklerinin kimyasal yapıları 
(Barltrop ve ark., 1991’den). 

 
Araştırmalarda, çok sayıda tetrazolyum-

formazan maddesi kullanılmış olmakla beraber 
bunlardan sadece birkaç tanesi kabul görmüş ve 
biyolojik sistemlere uyarlılığı sağlanmıştır (Altman, 
1976; Barltrop ve ark., 1991). Bu bileşikler, hücre 
içine girebilme ve vasatta çözünme özelliklerine 
göre ikiye ayrılırlar. İlk grupta bulunan MTT, pozitif 
yüklü bir bileşik olup, ökaryot hücrelerin 
membranını kolaylıkla geçerek hücre içinde 
indirgenebilir ancak indirgenme sonucu oluşan 
formazan, suda çözünmez niteliktedir ve dolayısıyla 
vasatta kristal şeklinde çökelmektedir. İkinci grupta 
bulunan MTS, XTT ve WST bileşikleri ise negatif 
yüklü olup hücre membranını geçemezler. Bu 
yüzden ilgili bileşiklerle birlikte ara elektron alıcı 
moleküllerin (fenazin metil sülfat, fenazin etil sülfat) 
kullanılması zorunluluğu doğar. Elektron alıcı 
molekül, hücre içerisine girerek sitoplazmadan ya 
da plazma membranından elektron alır ve vasata 
geri dönerek tetrazolyum bileşiğini indirger. İkinci 
gruptaki bileşiklerin indirgenmesi sonucu oluşan 
formazan ise suda ve dolayısıyla vasatta çözünebilir 
niteliktedir (Riss ve ark., 2016). Tetrazolyum 
bileşikleri ile yapılan canlılık testleri, üç aşamada 
gerçekleştirilmektedir. İlk aşamada hücreler belirli 
bir süre toksik maddeye maruz bırakılırlar. İkinci 
aşamada toksik madde uzaklaştırılıp tetrazolyum 
bileşiği vasata eklenir ve ortalama 1-4 saat boyunca 
inkübe edilir. Bu esnada canlı hücreler ilgili 
bileşikleri indirgeyip formazana dönüştürürek renk 
değişimini gerçekleştirir. Son aşamada ise renk 
değişimi spektrofotometrik yöntemle ölçülerek 
canlı/ölü hücre sayısı belirlenir (Mossman, 1983; 
Riss ve Moravec, 2004). MTT test belirteci 
eklendikten oluşan renk değişimi Şekil 2’de 
gösterilmiştir. 

Ölçüm sonucu oluşan sinyal miktarı, 
tetrazolyum tuzu konsantrasyonu, hücre tipi, canlı 
hücre sayısı ve metabolik kapasitesi, vasat içeriği, 
vasat pH’ı, pleyt-flask ya da kuyucuk yapısı gibi 
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parametrelerle doğrudan ilişkilidir (Denizot ve Lang, 
1986; Riss ve ark., 2016). MTT bileşiği sarı renklidir, 
oluşan formazan ise mor renkli olup suda çözünmez 
niteliktedir ve absorbansın ölçülebilmesi için uygun 
bir çözücüde çözdürülmelidir. Denizot ve Lang 
(1986) tarafından, MTT testinde oluşan formazanı 
çözdürmek için dimetil sülfoksit (DMSO) 
kullanımının uygun olduğu ortaya konulmuştur. 
Çözücü olarak genellikle tercih edilen DMSO’nun 
hücreler üzerine olan toksik etkisi bilinmektedir ve 
bu da test güvenilirliğini azaltmaktadır (Paull ve ark., 
1988). Ayrıca çözdürmek için yapılan pipetleme 
esnasında formazan kristallerinin zarar görmesi de 
test hassasiyetini düşüren diğer bir etkendir (Martin 
ve Clynes, 1993). XTT, MTS ve WST testlerinde, ek 
bir çözdürme işlemine gerek duyulmamasının 
yanında, deney süresince çeşitli zamanlarda 
absorbansın kaydedilmesi mümkün olmaktadır. Bu 
sayede canlılığın değerlendirilmesi hakkında daha 
detaylı ve hücre sayısı hakkında MTT testine 
nazaran daha hassas bilgi sunarlar. Bu gruptaki 
tetrazolyum tuzları, kimyasal özellikleri dolayısıyla 
kendileriyle beraber elektron bağlayıcı ajanların 
(electron coupling agent, PES) kullanımını 
gerektirmektedirler (Barltrop ve ark., 1991; Riss ve 
Moravec, 2006). 

 
 
 

 
Şekil 2. MTT testinde oluşan renk değişimi 
(Aravinthan ve ark., 2015).  

 
 

 
Şekil 3. ATP biyolüminesans reaksiyonu (Held P, 2004’ten 
uyarlanmıştır). 

LDH Enzim Salıverilmesi Testi: Hücre canlılığının 
değerlendirilmesinde kullanılan diğer bir metot ise 
hasarlı/ölü hücrelerden vasata salınan laktat 
dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin belirlenmesidir 
(Decker ve Lohmann-Matthes, 1988; Korzeniewski 
ve Callewaert, 1983). Laktat dehidrojenaz, tüm 
hücrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir. 
Hücreler, toksik etkilere maruz kaldığında plazma 
membran bütünlükleri bozulur ve LDH enzimi 
hücrelerden sızarak vasata geçer. Böylece maruziyet 
sonrası LDH enzim aktivitesi ölçülerek hücre hasarı 
değerlendirilebilir (Lappalainen ve ark., 1994; Riss 
ve Moravec, 2006). 

LDH aktivitesinin belirlenmesi için 
uygulanabilecek iki farklı metot bulunmaktadır. İlk 
metotta kullanılan test belirteci, hücrelere toksik 
olması dolayısıyla LDH salınımına neden olup test 
değerlerini bozabilmektedir. Bu nedenle hücrelerin 
toksik madde ile maruziyeti sonrası, kuyucuklardan 
alınan bir miktar vasat başka bir mikropleyte 
aktarılır ve test belirteci eklenerek birkaç saat 
inkübe edilir (Riss ve Moravec, 2006). İnkübasyon 
sırasında vasatta bulunan LDH, pirüvatın laktata 
dönüşümünü katalize eder. Bu enzimatik aktivite 
esnasında, NADH oksidasyona uğrayarak NAD+’a 
dönüşür. İncelenen vasattaki NADH miktarı, 340 nm 
absorbansta, mikropleyt okuyucu ile belirlenerek 
test tamamlanır (Decker ve Lohmann-Matthes, 
1988; Lappainen ve ark., 1994; Riss ve Moravec, 
2002). İkinci yöntemde resazurin boyası ve diaforaz 
enzimi kullanılmaktadır. Test belirteci, direkt 
hücreler üzerine eklenir. On dakikalık inkübasyon 
süresi yeterlidir. Bu metot, diaforaz enziminin 
katalize ettiği bir reaksiyonla, vasatta bulunan 
NADH’ın, resazurin boyasını floresans bir madde 
olan resorufin’e indirgemesi ve sonrasında floresans 
sinyalinin florometre ile ölçümü prensibine 
dayanmaktadır. (Riss ve Moravec, 2006). LDH testi 
ile ölçülen enzimatik aktivitenin zamana bağlı olarak 
doğal yıkımlanmaya uğrayabilmesi, pH ve vasat 
kompozisyonundan etkilenebilmesi, hassasiyetini 
düşüren dezavantajlarından bazılarıdır (Galluzzi ve 
ark., 2009). Hücreler hasar aldıktan ya da öldükten 
sonra vasata geçen LDH’nın yarı ömrü ortalama 9-
10 saat kadardır. Toksik madde ile uzun süreli 
maruziyet gerektiren çalışmalarda, LDH’nın yarı 
ömrü ve çoğalan hücrelerin LDH oranını değiştirmesi 
gibi faktörler, hassasiyeti düşürmektedir. Örneğin; 
48 saatlik maruziyet periyodu belirlenen bir 
çalışmada, 48 saatlik sürenin başında ölen 
hücrelerden vasata salınan LDH aktivitesi en geç 12 
saat içerisinde sonlanacak ve deney sonunda tespit 
edilemez hale gelecektir. Sayılan bu nedenlerden 
ötürü LDH testi uzun süreli maruziyet çalışmalarına 
uygun değildir (Riss ve ark., 2006). Farklı hücre 
hatlarından köken alan ve vasata salınan LDH’nın 
stabilitesi farklılık göstermektedir. Özellikle 
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fibroblastların endojen LDH seviyeleri düşük olduğu 
için bu hücre hattıyla LDH testinin kullanımı uygun 
değildir (Zucco ve ark., 1998). 
 
Lüminesans Metodlar: 
 
a) Alamar Mavisi Floresans Testi ve Diğer Floresans 
Metodlar: Alamar mavisi testi, Erb ve Ehlers (1950) 
tarafından, biyolojik sıvılarda ve sütte bakteriyel 
kontaminasyonun belirlenmesi amacıyla ilk kez 
1950’lerde kullanılmış, daha sonra Ahmed ve ark. 
(1994), bu testi radyoaktif [3H]timidin birleşme 
testine alternatif olarak hücre kültürüne 
uyarlamıştır. Bu metot, alamar mavisi (resazurin) 
adlı bileşiğin, canlı hücreler tarafından resorufin 
bileşiğine dönüştürülmesi esasına dayanmaktadır. 
Resazurin, oksidatif formda bulunan koyu mavi 
renkte bir redoks boyasıdır, hücre zarından 
serbestçe geçerek hücrelere girer ve burada 
indirgenerek floresans özellikteki pembe renkli 
resorufin bileşiğine dönüşür. Ölü hücreler, 
metabolik aktivitelerini kaybettikleri için resazurini 
indirgeyemez ve floresans sinyali oluşturamazlar. 
Oluşan sinyal, florometre kullanılarak tespit edilir ve 
canlı hücre sayısı arttıkça sinyal şiddetlenir (Ahmed 
ve ark., 1994; O’brien ver ark., 2000; Riss ve 
Moravec, 2006; Silva ve ark., 2016). 

Resazurin, PBS içerisinde çözünebilmektedir. 
Hücrelerin toksik madde ile maruziyeti sonrası, 
resazurin taşıyan test belirteci, direkt olarak vasata 
eklenerek uygun bir inkübasyon periyodu sonra-
sında ölçüm yapılarak test tamamlanır. Metabolik 
aktivitesi düşük hücre hatları ile yapılan çalışma-
larda, yeterli sinyal oluşumunun sağlanması için 
inkübasyon süresinin artırılması oldukça önemlidir 
(Riss ve Moravec, 2006; Silva ve ark., 2016). Alamar 
mavisi testinde, lizis, ekstraksiyon ve yıkama gibi 
zaman ve emek gerektiren prosedürler bulunma-
maktadır. pH değişikliklerine karşı dayanıklılığı 
gösterilen alamar mavisi testi, fötal dana serumu ve 
fenol kırmızısı içeren vasatlarda kullanıldığında, bu 
maddelerin ölçüm esnasında herhangi bir sinyal 
gürültüsüne yol açmadığı gösterilmiştir (Ahmed ve 
ark., 1994; Silva ve ark., 2016). 

Alamar mavisi testinde, renk değişikliği 
oluştuktan sonra, hücreler vasattan çıkarılsa ya da 
sonradan ölse dahi renk değişikliği sabit kalır ve bu 
da kullanımını sınırlayan nedenlerden biridir. 
Hücrelerin üreme ve gelişmeleri sırasında ortama 
verdikleri metabolitler ve vasat kompozisyonundan 
oldukça etkilenen alamar mavisi, hücreler öldükten 
sonra metabolitleri halen vasatta bulunduğu için 
tekrar eski okside formuna dönemez ve bu da testin 
belirleyiciliğini negatif etkiler (Ahmed ve ark., 1994; 
Squatrito ve ark., 1995). Alamar mavisi dışında, 
hücre canlılığını belirlemede kullanılan proteaz ve 
esteraz enzim aktivitesine dayalı iki farklı floresans 

metodu bulunmaktadır. Bu metodlar, canlı ve ölü 
hücrelerin, proteaz ve esteraz aktivitesi yönünden 
ayrılması prensibine dayanmaktadır (Niles ve ark., 
2007, Sali ve ark., 2016). Proteaz aktivitesine dayalı 
metotta, hücre zarını geçebilen florojenik proteaz 
substratı (glisilfenilalanil-aminoflorokumarin; GF - 
AFC), canlı hücreler içerisine girer, sitoplazmik 
aminopeptidazlar tarafından glisin ve fenil amino 
asitlerinin uzaklaştırılmasıyla floresans sinyali yayan 
aminoflorokumarine (AFC) dönüştürülür ve böylece 
canlı hücre sayısı hakkında bilgi verir. Ayrıca GF-AFC 
substratına benzer şekilde, yine proteaz substratı 
bir peptid olan ancak hücre içine girme yeteneği 
olmayan rodamin (aminolusiferin), hücre ölümünü 
takiben vasata geçen proteazlar tarafından 
florojenik formuna dönüştürülür ve böylece ölü 
hücre sayısı hakkında bilgi verir. Metot, iki farklı 
substrattan birinin uygulanması şeklinde yapılabilse 
de bu iki belirtecin kombine halde uygulanması, 
proteaz testinin hassasiyetini önemli ölçüde 
artırmaktadır (Niles ve ark., 2007). Esteraz aktivitesi-
nin ölçümüne dayalı metotta ise ester formunda 
substrat halinde bulunan kalsein-asetoksi-metilester 
(CAM) isimli madde, sadece canlı hücrelerin ester 
bağlarını kırabileceği prensibine dayanarak hücre 
canlılığını belirlemektedir. Canlı hücreler tarafından 
ester bağının yıkımlanmasıyla oluşan serbest 
kalsein, hücre içerisinde kalarak floresans gösterir 
ve oluşan sinyalin ölçümü florometre ile yapılır (Sali 
ve ark., 2016). 
 
b) ATP Biyolüminesans Testi: Adenozin trifosfat 
(ATP) molekülü, biyolojik sistemlerde enerji kaynağı 
olarak görev yapar ve metabolik olarak aktif tüm 
hücrelerde bulunur (Crouch ve ark., 1993). Hücre 
ölümünü takiben, hücrenin ATP sentez yeteneği 
kaybolur ve endojen ATPazlar mevcut ATP’yi hızlı bir 
şekilde yıkımlarlar. Bu nedenle intrasellüler ATP 
içeriği, hücre canlılığının temel göstergesi olarak 
nitelenmiş ve canlılık belirleme metodları arasındaki 
yerini almıştır. ATP biyolüminesans testi, 
multipleytlerde yapılan canlılık testleri arasında en 
hızlı, en hassas ve en kolay metot olarak 
tanımlanmaktadır (Lomakina ve ark., 2015; Riss ve 
ark., 2006). 

ATP konstrasyonunun ölçülebileceği, enzimsel-
spektrofotometrik, radyografik, biyolüminesans gibi 
farklı metodlar mevcuttur. Biyolüminesans metodu, 
bunların içerisinde en hassas metot olması 
dolayısıyla ön plana çıkmıştır (Lomakina ve ark., 
2015). Lüminesans özellik gösteren çok sayıda 
biyolojik madde bulunmakla beraber bu zamana 
kadar bunlardan sadece üç tanesi, Firefly 
(ateşböceği-Photuris Pennsylvanica), Renilla ve 
Aequorin isimli canlılardan elde edilen substratlar, 
biyolüminesans testlerine uyum sağlayabilmiş ve 
kullanıma girmiştir. ATP biyolüminesans testi, 
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normalde ateş böceklerinde meydana gelen 
biyolüminesans reaksiyonunun takliti prensibine 
dayanır. Lusiferaz ve bu enzimin substratı olan 
lusiferin, test belirteci olarak kullanılarak, 
hücrelerde bulunan ATP aracılığıyla lüminesans 
oluşumu sağlanır (Fan ve Wood, 2007; Riss ve 
Moravec, 2006). Lusiferaz enzimi, 61 kDa ağırlığında 
monomerik bir enzimdir. Bu enzim, öncelikle 
lusiferin ile ATP’yi birbirine bağlayarak lusiferil-AMP 
ara ürününü meydana getirir. Bu ürün ise 
magnezyum iyonları varlığında, oksijen ile 
reaksiyona girerek oksitlenir ve eksite enerji 
düzeyindeki bir bileşik olan oksilusiferine dönüşür. 
Oksilusiferin, kararlı enerji düzeyine dönerken fazla 
enerjisini foton olarak yayar ve sarı-yeşil renkte ışık 
oluşturarak 560 nm dalga boyunda maksimum 
absorbans verir (Fan ve Wood, 2007; Lomakina ve 
ark., 2015). 

ATP biyolüminesans testinde kullanılan test 
belirteci içerisinde, canlı hücreleri lize edip ATP 
içeriğini açığa çıkarmak için deterjan, asit vb 
maddeler, çıkarılan ATP’nin yıkımlanmasını önlemek 
için ATPaz inhibitörleri, lusiferaz, lusiferin, buffer ve 
stabil bir lüminesans sinyali oluşturmak için gerekli 
şartları sağlayan diğer maddeler bulunmaktadır. 
Lusiferaz enzimi, hücre içine penetre olamadığı için 
canlı hücrelerde bulunan ATP miktarını ölçeme-
mekte ve bu nedenle hücrelerin lize edilmesi 
gerekmektedir. Hücreleri lize etmek için deterjan 
maddeler ve karışımları, güçlü asitler (perklorik asit, 
triklorasetik asit), organik solventler (butanol, 
kloroform, dimetil sülfoksit) gibi farklı maddeler 
kullanılmaktadır (Lomakina ve ark., 2015). Sali ve 
ark. (2016), perklorik asit ile yapılan lizis işlemini 
altın standart olarak tanımlamıştır. Test, toksik 
madde ile maruziyeti takiben hücrelerin lize 
edilmesi, açığa çıkan ATP’nin, lusiferin-lusiferaz ile 
reaksiyona girmesi ve oluşan lüminesans sinyalinin 
luminometre ile ölçülmesi sırasıyla gerçekleş-
tirilmektedir (Crouch ve ark., 1993; Lomakina ve 
ark., 2015; Riss ve ark., 2006). Lüminesans sinyali, 
alternatif olarak bazı florometre modelleri ile de 
ölçülebilir ancak bunlar luminometre kadar hassas 
değildir (Riss ve ark., 2006). ATP testinin uygulama 
kolaylığı, hızlı sonuç vermesi ve canlılık testleri 
arasındaki en hassas test olması, öne çıkan 
özellikleri arasındadır (Petty ve ark., 1995; Riss ve 
Moravec, 2006; Weyermann ve ark., 2005). ATP 
testi, yüksek düzeydeki hassasiyeti nedeniyle, çok 
daha fazla sayıda maddenin eş zamanlı olarak 
incelenmesine imkan veren 1536’lık mikropleyt 
formatına uygundur (Riss ve ark., 2016). Test için 
gerekli luminometre cihazı, her laboratuvarda 
bulunmamakta ve bu testin maliyeti, en önemli 
dezavantajı olarak ortaya çıkmaktadır (Riss ve 
Moravec, 2006). 
 

c) Gerçek Zamanlı (Real Time) Biyolüminesans 
Testi: Canlılık testlerinin büyük çoğunluğu, hücreleri 
yok eden veya daha ileri incelemelere izin vermeyen 
son test (end-point) formatındadır ve bu da toksik 
maddenin kinetiğini ve gerçek zamanlı analizini 
imkânsız hale getirmektedir. Toksisite, zaman ve 
doza bağlı olduğu için, farklı doz aralıklarının etkileri 
ancak farklı zamanlarda incelenerek anlaşılabilir. 
ATP biyolüminesans testine benzer şekilde bu testte 
de lusiferaz enzimi kullanılmaktadır. Ancak bu testte 
kullanılan lusiferaz enzimi, farklı bir canlıdan elde 
edilir. Lusiferaz prosubstratı olarak ise koelenterazin 
denilen bir madde kullanılmaktadır (Duellman ve 
ark., 2015). 

Renilla lusiferazı, Sea Pansy (Renilla reniformis) 
isimli bir çeşit deniz canlısından elde edilen 36 kDa 
ağırlığındaki monomerik bir enzimdir. 
Koelenterazin, hücre içine serbestçe girebilme 
özelliğine sahiptir ve üzerinde bazı kimyasal 
modifikasyonlar yapılarak, lusiferaz ile etkileşemez 
hale getirilmiştir. Toksik maruziyet sonrası hücreler 
üzerine eklenen koelenterazin, canlı hücreler 
tarafından üzerindeki modifikasyonlar uzaklaş-
tırılmak suretiyle esas formuna döndürülür ve 
lusiferaz ile etkileşerek okside olup koelenteramide 
dönüşür. Koelenteramid bileşiği eksite enerji 
düzeyindedir ve kararlı hale geçerken 480 nm dalga 
boyunda maksimum absorbans veren mavi renkte 
ışınım yapar. Ölü hücreler, metabolik aktiviteleri 
bulunmadığı koelenterazini asıl formuna dönüştüre-
mez ve herhangi bir sinyal oluşumuna yol 
açamazlar. Oluşan sinyal, canlı hücre sayısı ile doğru 
orantılıdır. Bu metotta kullanılan Renilla lusiferazı ile 
ATP biyolüminesans metodunda kullanılan Firefly 
lusiferazı arasındaki en önemli fark, Renilla 
lusiferazının ATP’ye ihtiyaç duymamasıdır. Böylece 
hücreleri lize etmeye gerek duyulmamakta, gerçek 
zamanlı inceleme mümkün olmaktadır. Ayrıca bu 
metodun son test formatında olmayışı, diğer 
testlerle kombine edilerek daha detaylı sonuç 
alınabilmesini sağlamaktadır (Duellman ve ark., 
2015; Fan ve Wood, 2007; Riss ve ark., 2006; 
Verhaegen ve ark., 1998). Gerçek zamanlı 
biyolüminesans testinin dezavantajlarından biri, 
vasata eklenen prosubstratın, canlı hücrelerce 
metabolize edilerek bir süre sonra tüketilmesi iken 
diğeri, testin yüksek maliyetidir (Riss ve ark., 2016). 
 
Sonuç 

 
Sitotoksisite testleri, ilaç olması muhtemel ya 

da toksik etkisi bilinmeyen bir maddenin davranışı 
hakkında temel bilgiler verir ve daha sonra yapılacak 
hayvan denemeleri veya klinik denemelere kaynak 
oluşturur. Bu nedenle, ilgili çalışmalardan elde 
edilecek verilerin doğruluğu ve güvenilirliği önem-
lidir. Geçmiş yıllarda, sitotoksisite sonrası hücrelerin 
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canlılığını değerlendirmek için çok sayıda metot 
geliştirilmiş ve her metodun kendine göre avantaj 
ve dezavantajları tanımlanmıştır. Ancak araştır-
macılar tarafından halen eski ve çok sayıda 
dezavantaja sahip metodların (MTT testi gibi), gerek 
uygulama kolaylığı gerekse maliyetleri dolayısıyla 
tercih edildiği görülmektedir. Bu sahadaki son 
gelişmelerden biri olan gerçek zamanlı 
biyolüminesans görüntüleme, hassasiyetini ve 
kalitesini ispatlamış bir metot olsa da, gerektirdiği 
ekipman ve sarf malzemelerin maliyeti dolayısıyla 
henüz yaygınlaşmamıştır. Birçok araştırmacı, uygun 
metot seçiminden bahsederken maliyeti de göz 
önünde bulundurulması gerekli koşullardan biri 
saymıştır ancak, testlerden elde edilen verilerin 
önemi göz önüne alındığında, maliyetin ön planda 
olmaması gerektiği kanısına varılmaktadır. Bir kısım 
araştırmacılar ise, hassasiyet kaygısını gidermek için 
çeşitli metodların kombinasyonunu tercih etmiş ve 
bu durumun güvenilir sonuçlar sunması açısından 
uygun olduğu düşünülmüştür. Yapılan testlerden 
elde edilen verilerin kalitesi yalnızca metoda bağlı 
değil,  araştırmacının bilgi ve tecrübesi, kullanılan 
hücre tipi, ortam sıcaklığı, test belirteci içeriği ve 
vasat kompozisyonu gibi çok sayıda değişkene 
bağlıdır. Test sonuçlarındaki başarı, tüm bu 
değişkenlerin bir arada göz önünde bulundurul-
masını gerektirmektedir. Gelecekte, hücresel 
mekanizmaların ve hücresel yapıların daha detaylı 
aydınlatılması ile farklı canlılık belirteçlerinin 
keşfedileceği ve çok daha hassas derecede tespit 
yapılabileceği düşünülmektedir. 
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