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Ozet: Kimyasal ve biyolojik maddeler ya da fiziksel etkenler, hiicreleri degisik derecelerde etkileyerek sitotoksisiteye yol
acabilirler. Bir maddenin biyolojik davranisinin anlasilabilmesi igin hiicreler Uzerindeki toksik ya da non-toksik etkisinin
belirlenmesi gereklidir. in vitro sitotoksisite testleri, ilag niteligi tasiyan veya toksik profili arastirilan maddelerin
degerlendirilmesi amaciyla hicre kiltiriinde gergeklestirilen 6lgim metodlaridir. Bu testlerle ¢ok sayida maddenin kisa
sirede analiz edilmesi mimkiin olmakta ve yapilacak hayvan denemeleri icin temel veriler elde edilebilmektedir. Farkh
mekanizmalara ve hassasiyetlere sahip ¢ok sayida sitotoksisite testi bulunmakla birlikte bu derlemede, arastirmacilar
tarafindan sikga tercih edilen tetrazolyum testleri (MTT, MTS, XTT, WST), LDH testi, alamalar mavisi testi ve biyoliminesans
testleri ele alinmigtir.

Anahtar Kelimeler: In vitro, Sitotoksisite, Hiicre canlilik 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.

GIRiS

Hicre kultird, ¢ok hicreli organizmalara ait
hiicrelerin, laboratuvar ortaminda 6zel olarak
tasarlanmis kaplarda, isi, nem, besin gibi ortam
sartlarinin kontrol edilerek kontaminasyondan ari
bir sekilde yasatilmasidir. insan da dahil olmak
Uzere herhangi bir canlidan alinan hiicrelerin suni
ortamda yasatilabilmesi, herhangi bir doku ya da
organdan alinan hicrelerin kullanilabilmesi ve
bircok etik kayglyr gidermesi, hicre kultlra
calismalarinin  tercih  sebepleri arasinda yer
almaktadir (Zucco ve ark., 1998). Hiicre kultlrinin
sikca tercih edildigi alanlar kanser, asi calismalari,
ilagc gelistiriimesi ve in vitro sitotoksisite
calismalaridir (Gilbert ve Boutros, 2016). Sitotoksik
terimi, hicre o6liumine neden olan anlamina
gelmektedir. Sitotoksisite arastirmalari, bir madde-
nin sitotoksik potansiyelinin olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla yapilir. Hicre temelli
sitotoksisite calismalar, gerek uygulama kolayhgi,
gerekse in vivo g¢alismalardan elde edilen verilerle
uyum gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine
alternatif  olarak  dogmus ve  toksikoloji
laboratuvarlarinda sikga tercih edilir hale gelmistir
(Riss ve Moravec, 2004). Sitotoksisite, incelenen
maddenin dozuna ve maruziyet siresine bagl
olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar veren bir
olaydir. Hucreler, sitotoksik maddeye maruz kalirsa

apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu
Olebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon
ozelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi ve ark, 2009).
Hiicre bazh sitotoksisite calismalari ile test edilen
maddenin sitostatik ve sitotoksik etkileri hakkinda
temel bilgi edinilir (Riss ve ark., 2006). Deneysel
olarak kimyasal, biyolojik ya da fiziksel etkenlere
maruz birakilan hicrelerin, maruziyet sonrasindaki
canhliklarinin belirlenmesi, bu c¢alismalarin énemli
bir basamagidir (Niles ve ark., 2007). Hicre
canhhginin belirlenmesi igin uygulanan ¢ok sayida
test vardir. Yapilan sitotoksisite ¢alismasinin tipi ne
olursa olsun, o6nemli olan ¢alisma sonundaki
canh/oli hicre miktarinin belirlenmesidir (Riss ve
ark., 2006). Sitotoksisite belirleme metodlari genel
olarak kolorimetrik, lUminesans ve enzimatik
yontemlerdir (Crouch ve ark., 1993; Fan ve Wood,
2007; Longo-Sorbello ve ark., 2006).

Kolorimetrik metodlarda, 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT), 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-silfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilid (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum  (WST)  gibi
tetrazolyum tuzlari kullanilarak renk degisikligi ya da
kristal viyolet, notral kirmizisi gibi boya maddeleri
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kullanilarak hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina
dayali 6l¢im yapilir (Borenfreund ve Puerner, 1985;
Feoktistovave ark., 2016; O’Connor ve ark., 1998;
Riss ve ark., 2006). Luminometrik metodlar,
floresans ve  biyoliminesans olarak ikiye
ayrilmaktadir. Floresans metodlarda, floresans
ozellikteki maddeler kullanilirken, biyoliminesans
metodlarda lusiferaz denilen 6zel enzimler ve
bunlarin substratlarinin kullanimi ile canli/6lu hiicre
tespiti yapilmasi s6z konusudur. Daha gelismis
biyoliminesans metodlarda (gercek zamanli
biyoliiminesans), hticrelerin sitotoksik madde ile
maruziyeti, sadece testin yapildigi anda degil,
maruziyet sliresince incelenebilir hale gelmistir
(Duellman ve ark., 2015). Hicre hasarini ya da
6limiinG takiben vasata sizan enzimler de 6lu hiicre
sayisinin belirteci olarak ele alinmistir. Bu enzimler
icerisinde  stabilitesi ile ©6ne g¢ikan laktat
dehidrojenaz (LDH), hiicre o6limi belirteci olarak
canliik  testleri  arasindaki  yerini  almistir
(Korzeniewski ve Callewaert, 1983).

Hiicre sayisi tespitinde kullanilan metotlar
icerisinde, mikroskopi (tripan mavisi ile boyama-
thoma lami) ya da elektronik sayici ile otomatik
sayim gibi, 6zellikle rutin hicre kiltard islemlerinde
kullanilan metodlar da bulunmaktadir. Ancak bu
metodlar ¢ok zaman almasi nedeniyle, ¢ok sayida
numune kullanilan (mikropleyt formati) ¢alismalar
icin uygun degildir (Connolly ve ark., 1986). Cok
sayida maddeyi kisa sirede pratik olarak
degerlendirebilmek, mikropleytler ve bunlara
uyarlanan testlerin  gelistiriimesiyle ~ mimkin
olmustur ve “ekle-karistir-6l¢” prensibiyle hem
zamandan kazanilmis hem de uygulama kolayhgi
saglanmistir (Riss ve Moravec, 2006; Weyermann ve
ark., 2005).

Tetrazolyum Tuzlann ile  Yapilan Testler:
Tetrazolyum tuzlari, heterosiklik organik yapida
bilesiklerdir. Kesfedildigi yillardan glinimiize kadar
1000’i agkin Uyesi sentezlenmis ve tanimlanmigstir
(Altman, 1976). Tetrazolyum tuzlarinin elektron
alarak indirgenmeleri, formazan denilen vyapiya
donusmelerini  saglayarak, renk degisikligini
beraberinde getirir. Tetrazolyum halkasi ancak aktif
mitokondri tarafindan kirilabilir ve bdylece renk
reaksiyonunu vyalnizca canli hiicreler meydana
getirebilirler (Mossman, 1983). Olu hiicreler ise
tetrazolyum bilesiklerini indirgeme yeteneklerini
kaybeder ve herhangi bir renk degisimine neden
olmazlar (Riss ve Moravec, 2006). Bu degisimin, in
vitro ortamda yalnizca canh hiicreler tarafindan
yapilabilmesi, tetrazolyum bilesiklerini biyolojik
anlamda olduk¢a énemli kilmistir (Altman, 1976).
Mossman (1983) tarafindan gelistirilen MTT
testinden sonra, XTT, MTS, WST-1, WST-8 gibi farkh
ozelliklere sahip tetrazolyum bilesikleri gelistirilerek

kolorimetrik metodlara eklenmislerdir (Barltrop ve
ark., 1991; Ishiyama ve ark., 1995; Mossman, 1983;
Paull ve ark., 1988; Scudiero ve ark. 1988;
Tominaga ve ark., 1999). Sikca kullanilan baz
tetrazolyum bilesiklerinin kimyasal yapilari Sekil
1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. MTT, XTT ve MTS bilesiklerinin kimyasal yapilari
(Barltrop ve ark., 1991’den).

Arastirmalarda, ¢ok sayida tetrazolyum-
formazan maddesi kullanilmis olmakla beraber
bunlardan sadece birka¢ tanesi kabul gérmis ve
biyolojik sistemlere uyarhhgl saglanmistir (Altman,
1976; Barltrop ve ark., 1991). Bu bilesikler, hicre
icine girebilme ve vasatta ¢Oziinme Ozelliklerine
gore ikiye ayrilirlar. ilk grupta bulunan MTT, pozitif
yukli  bir  bilesik olup, okaryot hicrelerin
membranini  kolayhkla gegerek hiicre iginde
indirgenebilir ancak indirgenme sonucu olusan
formazan, suda ¢éziinmez niteliktedir ve dolayisiyla
vasatta kristal seklinde ¢dkelmektedir. ikinci grupta
bulunan MTS, XTT ve WST bilesikleri ise negatif
yukli  olup hiicre membranini gecemezler. Bu
yuzden ilgili bilesiklerle birlikte ara elektron alici
molekillerin (fenazin metil stlfat, fenazin etil silfat)
kullanilmasi  zorunlulugu dogar. Elektron alici
molekil, hiicre igerisine girerek sitoplazmadan ya
da plazma membranindan elektron alir ve vasata
geri donerek tetrazolyum bilesigini indirger. ikinci
gruptaki bilesiklerin indirgenmesi sonucu olusan
formazan ise suda ve dolayisiyla vasatta ¢ozilinebilir
niteliktedir (Riss ve ark., 2016). Tetrazolyum
bilesikleri ile yapilan canlilk testleri, (¢ asamada
gerceklestiriimektedir. ilk asamada hiicreler belirli
bir siire toksik maddeye maruz birakilirlar. ikinci
asamada toksik madde uzaklastirlip tetrazolyum
bilesigi vasata eklenir ve ortalama 1-4 saat boyunca
inkiibe edilir. Bu esnada canh hicreler ilgili
bilesikleri indirgeyip formazana donustiirirek renk
degisimini gergeklestirir. Son asamada ise renk
degisimi spektrofotometrik yontemle oOlgilerek
canli/6la hicre sayisi belirlenir (Mossman, 1983;
Riss ve Moravec, 2004). MTT test belirteci
eklendikten olusan renk degisimi Sekil 2’'de
gosterilmistir.

Olgim  sonucu  olusan  sinyal  miktari,
tetrazolyum tuzu konsantrasyonu, hiicre tipi, canl
hicre sayisi ve metabolik kapasitesi, vasat icerigi,
vasat pH’i, pleyt-flask ya da kuyucuk yapisi gibi
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parametrelerle dogrudan iliskilidir (Denizot ve Lang,
1986; Riss ve ark., 2016). MTT bilesigi sari renklidir,
olusan formazan ise mor renkli olup suda ¢éziinmez
niteliktedir ve absorbansin 6lgllebilmesi igin uygun
bir c¢o6ziiciide c¢ozduridlmelidir. Denizot ve Lang
(1986) tarafindan, MTT testinde olusan formazani
¢ozdirmek icin  dimetil silfoksit (DMSO)
kullaniminin  uygun oldugu ortaya konulmustur.
Cozicu olarak genellikle tercih edilen DMSO’nun
hiicreler Uzerine olan toksik etkisi bilinmektedir ve
bu da test glivenilirligini azaltmaktadir (Paull ve ark.,
1988). Ayrica ¢Ozdirmek igin yapilan pipetleme
esnasinda formazan kristallerinin zarar gérmesi de
test hassasiyetini disiren diger bir etkendir (Martin
ve Clynes, 1993). XTT, MTS ve WST testlerinde, ek
bir ¢ozdirme islemine gerek duyulmamasinin
yaninda, deney siresince ¢esitli zamanlarda
absorbansin kaydedilmesi miimkin olmaktadir. Bu
sayede canhligin degerlendirilmesi hakkinda daha
detayli ve hicre sayisi hakkinda MTT testine
nazaran daha hassas bilgi sunarlar. Bu gruptaki
tetrazolyum tuzlan, kimyasal &zellikleri dolayisiyla
kendileriyle beraber elektron baglayici ajanlarin
(electron  coupling agent, PES) kullanimini
gerektirmektedirler (Barltrop ve ark., 1991; Riss ve
Moravec, 2006).
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Sekil 2. MTT testinde olusan renk degisimi
(Aravinthan ve ark., 2015).
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Sekil 3. ATP biyoliiminesans reaksiyonu (Held P, 2004’ten
uyarlanmistir).

LDH Enzim Saliverilmesi Testi: Hicre canhhginin
degerlendiriimesinde kullanilan diger bir metot ise
hasarli/6li  hicrelerden vasata salinan laktat
dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin belirlenmesidir
(Decker ve Lohmann-Matthes, 1988; Korzeniewski
ve Callewaert, 1983). Laktat dehidrojenaz, tiim
hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir.
Hicreler, toksik etkilere maruz kaldiginda plazma
membran butinlukleri bozulur ve LDH enzimi
hlcrelerden sizarak vasata geger. Béylece maruziyet
sonrasl LDH enzim aktivitesi Olgllerek hiicre hasari
degerlendirilebilir (Lappalainen ve ark., 1994; Riss
ve Moravec, 2006).

LDH aktivitesinin belirlenmesi icin
uygulanabilecek iki farkli metot bulunmaktadir. ilk
metotta kullanilan test belirteci, hiicrelere toksik
olmasi dolayisiyla LDH salinimina neden olup test
degerlerini bozabilmektedir. Bu nedenle hiicrelerin
toksik madde ile maruziyeti sonrasi, kuyucuklardan
alinan bir miktar vasat baska bir mikropleyte
aktarihir ve test belirteci eklenerek birkag saat
inkiibe edilir (Riss ve Moravec, 2006). inkiibasyon
sirasinda vasatta bulunan LDH, pirGivatin laktata
donlsumini katalize eder. Bu enzimatik aktivite
esnasinda, NADH oksidasyona ugrayarak NAD"a
dénisiir. incelenen vasattaki NADH miktari, 340 nm
absorbansta, mikropleyt okuyucu ile belirlenerek
test tamamlanir (Decker ve Lohmann-Matthes,
1988; Lappainen ve ark., 1994; Riss ve Moravec,
2002). ikinci ydntemde resazurin boyasi ve diaforaz
enzimi kullanilmaktadir. Test belirteci, direkt
hicreler Gzerine eklenir. On dakikalik inklibasyon
siresi yeterlidir. Bu metot, diaforaz enziminin
katalize ettigi bir reaksiyonla, vasatta bulunan
NADH’In, resazurin boyasini floresans bir madde
olan resorufin’e indirgemesi ve sonrasinda floresans
sinyalinin  florometre ile 06lcim{ prensibine
dayanmaktadir. (Riss ve Moravec, 2006). LDH testi
ile 6l¢lilen enzimatik aktivitenin zamana bagli olarak
dogal yikimlanmaya ugrayabilmesi, pH ve vasat
kompozisyonundan etkilenebilmesi, hassasiyetini
dlslren dezavantajlarindan bazilaridir (Galluzzi ve
ark., 2009). Hiicreler hasar aldiktan ya da 6ldikten
sonra vasata gegen LDH’nin yari émri ortalama 9-
10 saat kadardir. Toksik madde ile uzun sureli
maruziyet gerektiren c¢alismalarda, LDH’nin vyari
omri ve ¢ogalan hiicrelerin LDH oranini degistirmesi
gibi faktorler, hassasiyeti diisirmektedir. Ornegin;
48 saatlik maruziyet periyodu belirlenen bir
galismada, 48 saatlik slrenin basinda olen
hicrelerden vasata salinan LDH aktivitesi en ge¢ 12
saat icerisinde sonlanacak ve deney sonunda tespit
edilemez hale gelecektir. Sayillan bu nedenlerden
otlrd LDH testi uzun sireli maruziyet ¢alismalarina
uygun degildir (Riss ve ark., 2006). Farkli hicre
hatlarindan kdken alan ve vasata salinan LDH’nin
stabilitesi  farklilk  gdstermektedir.  Ozellikle
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fibroblastlarin endojen LDH seviyeleri distik oldugu
icin bu hiicre hattiyla LDH testinin kullanimi uygun
degildir (Zucco ve ark., 1998).

Liiminesans Metodlar:

a) Alamar Mavisi Floresans Testi ve Diger Floresans
Metodlar: Alamar mauvisi testi, Erb ve Ehlers (1950)
tarafindan, biyolojik sivilarda ve siitte bakteriyel
kontaminasyonun belirlenmesi amaciyla ilk kez
1950’lerde kullanilmis, daha sonra Ahmed ve ark.
(1994), bu testi radyoaktif [*H]timidin birlesme
testine  alternatif  olarak  hiicre  kiltlrine
uyarlamistir. Bu metot, alamar mavisi (resazurin)
adli bilesigin, canli hicreler tarafindan resorufin
bilesigine donistlirilmesi esasina dayanmaktadir.
Resazurin, oksidatif formda bulunan koyu mavi
renkte bir redoks boyasidir, hiicre zarindan
serbestce gecerek hicrelere girer ve burada
indirgenerek floresans ozellikteki pembe renkli
resorufin  bilesigine  donisiir.  Oli  hicreler,
metabolik aktivitelerini kaybettikleri icin resazurini
indirgeyemez ve floresans sinyali olusturamazlar.
Olusan sinyal, florometre kullanilarak tespit edilir ve
canlh hiicre sayisi arttik¢a sinyal siddetlenir (Ahmed
ve ark., 1994; O’brien ver ark., 2000; Riss ve
Moravec, 2006; Silva ve ark., 2016).

Resazurin, PBS igerisinde ¢ozlinebilmektedir.
Hicrelerin toksik madde ile maruziyeti sonrasi,
resazurin taslyan test belirteci, direkt olarak vasata
eklenerek uygun bir inkiibasyon periyodu sonra-
sinda ol¢lim yapilarak test tamamlanir. Metabolik
aktivitesi distk hicre hatlar ile yapilan galisma-
larda, yeterli sinyal olusumunun saglanmasi igin
inklibasyon suresinin artirilmasi olduk¢a 6nemlidir
(Riss ve Moravec, 2006; Silva ve ark., 2016). Alamar
mavisi testinde, lizis, ekstraksiyon ve yikama gibi
zaman ve emek gerektiren prosedirler bulunma-
maktadir. pH degisikliklerine karsi dayaniklihg
gosterilen alamar mauvisi testi, fotal dana serumu ve
fenol kirmizisi igeren vasatlarda kullanildiginda, bu
maddelerin 6l¢im esnasinda herhangi bir sinyal
guriltisine yol agmadigi gosterilmistir (Ahmed ve
ark., 1994; Silva ve ark., 2016).

Alamar mavisi testinde, renk degisikligi
olustuktan sonra, hicreler vasattan cikarilsa ya da
sonradan Olse dahi renk degisikligi sabit kalir ve bu
da kullanimini  sinirlayan nedenlerden biridir.
Hicrelerin UGreme ve gelismeleri sirasinda ortama
verdikleri metabolitler ve vasat kompozisyonundan
oldukga etkilenen alamar mavisi, hiicreler 6ldiikten
sonra metabolitleri halen vasatta bulundugu icin
tekrar eski okside formuna dénemez ve bu da testin
belirleyiciligini negatif etkiler (Ahmed ve ark., 1994;
Squatrito ve ark., 1995). Alamar mavisi disinda,
hiicre canhhgini belirlemede kullanilan proteaz ve
esteraz enzim aktivitesine dayali iki farkli floresans

metodu bulunmaktadir. Bu metodlar, canl ve 6l
hilcrelerin, proteaz ve esteraz aktivitesi yoninden
ayrilmasi prensibine dayanmaktadir (Niles ve ark.,
2007, Sali ve ark., 2016). Proteaz aktivitesine dayali
metotta, hiicre zarini gegebilen florojenik proteaz
substrati (glisilfenilalanil-aminoflorokumarin; GF -
AFC), canli hicreler igerisine girer, sitoplazmik
aminopeptidazlar tarafindan glisin ve fenil amino
asitlerinin uzaklastirilmasiyla floresans sinyali yayan
aminoflorokumarine (AFC) donistirilir ve boylece
canl hicre sayisi hakkinda bilgi verir. Ayrica GF-AFC
substratina benzer sekilde, yine proteaz substrati
bir peptid olan ancak hiicre igcine girme yetenegi
olmayan rodamin (aminolusiferin), hiicre 6limunu
takiben vasata gecen proteazlar tarafindan
florojenik formuna dondstiralir ve boylece ola
hlcre sayisi hakkinda bilgi verir. Metot, iki farkh
substrattan birinin uygulanmasi seklinde yapilabilse
de bu iki belirtecin kombine halde uygulanmasi,
proteaz testinin hassasiyetini 6nemli olglde
artirmaktadir (Niles ve ark., 2007). Esteraz aktivitesi-
nin 6lglimiine dayali metotta ise ester formunda
substrat halinde bulunan kalsein-asetoksi-metilester
(CAM) isimli madde, sadece canli hicrelerin ester
baglarini kirabilecegi prensibine dayanarak hiicre
canhhgini belirlemektedir. Canli hiicreler tarafindan
ester baginin yikimlanmasiyla olusan serbest
kalsein, hiicre icerisinde kalarak floresans gosterir
ve olusan sinyalin 6l¢imi florometre ile yapilir (Sali
ve ark., 2016).

b) ATP Biyoliiminesans Testi: Adenozin trifosfat
(ATP) molekadli, biyolojik sistemlerde enerji kaynagi
olarak gorev yapar ve metabolik olarak aktif tim
hicrelerde bulunur (Crouch ve ark., 1993). Hiicre
olimini takiben, hiicrenin ATP sentez yetenegi
kaybolur ve endojen ATPazlar mevcut ATP’yi hizli bir
sekilde yikimlarlar. Bu nedenle intraselliiler ATP
icerigi, hlicre canlihginin temel gostergesi olarak
nitelenmis ve canlilik belirleme metodlari arasindaki
yerini  almistir.  ATP  biyoliminesans testi,
multipleytlerde yapilan canlilik testleri arasinda en
hizli, en hassas ve en kolay metot olarak
tanimlanmaktadir (Lomakina ve ark., 2015; Riss ve
ark., 2006).

ATP konstrasyonunun olcllebilecegi, enzimsel-
spektrofotometrik, radyografik, biyoliiminesans gibi
farkli metodlar mevcuttur. Biyoliminesans metodu,
bunlarin icerisinde en hassas metot olmasi
dolayisiyla 6n plana ¢ikmistir (Lomakina ve ark.,
2015). Liminesans oOzellik gosteren ¢ok sayida
biyolojik madde bulunmakla beraber bu zamana
kadar bunlardan sadece (¢ tanesi, Firefly
(atesbocegi-Photuris  Pennsylvanica), Renilla ve
Aequorin isimli canhlardan elde edilen substratlar,
biyoliiminesans testlerine uyum saglayabilmis ve
kullanima girmistir. ATP biyoliminesans testi,
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normalde ates bdceklerinde meydana gelen
biyoliiminesans reaksiyonunun takliti prensibine
dayanir. Lusiferaz ve bu enzimin substrati olan
lusiferin, test belirteci olarak kullanilarak,
hiicrelerde bulunan ATP araciligiyla liminesans
olusumu saglanir (Fan ve Wood, 2007; Riss ve
Moravec, 2006). Lusiferaz enzimi, 61 kDa agirliginda
monomerik bir enzimdir. Bu enzim, O&ncelikle
lusiferin ile ATP’yi birbirine baglayarak lusiferil-AMP
ara Urinini meydana getirir. Bu {rlin ise
magnezyum iyonlari  varliginda, oksijen ile
reaksiyona girerek oksitlenir ve eksite enerji
duzeyindeki bir bilesik olan oksilusiferine doéndsur.
Oksilusiferin, kararl enerji diizeyine dénerken fazla
enerjisini foton olarak yayar ve sari-yesil renkte 1sik
olusturarak 560 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verir (Fan ve Wood, 2007; Lomakina ve
ark., 2015).

ATP biyolliminesans testinde kullanilan test
belirteci igerisinde, canh hucreleri lize edip ATP
icerigini aciga cikarmak igin deterjan, asit vb
maddeler, gikarilan ATP’nin yikimlanmasini 6nlemek
icin ATPaz inhibitorleri, lusiferaz, lusiferin, buffer ve
stabil bir liminesans sinyali olusturmak icin gerekli
sartlari saglayan diger maddeler bulunmaktadir.
Lusiferaz enzimi, hiicre igine penetre olamadigi icin
canli hicrelerde bulunan ATP miktarini &lgeme-
mekte ve bu nedenle hiicrelerin lize edilmesi
gerekmektedir. Hlcreleri lize etmek igin deterjan
maddeler ve karisimlari, gligll asitler (perklorik asit,
triklorasetik asit), organik solventler (butanol,
kloroform, dimetil stlfoksit) gibi farkli maddeler
kullanilmaktadir (Lomakina ve ark., 2015). Sali ve
ark. (2016), perklorik asit ile yapilan lizis islemini
altin standart olarak tanimlamistir. Test, toksik
madde ile maruziyeti takiben hicrelerin lize
edilmesi, agiga c¢ikan ATP’nin, lusiferin-lusiferaz ile
reaksiyona girmesi ve olusan liminesans sinyalinin
luminometre ile olglilmesi sirasiyla gergekles-
tirilmektedir (Crouch ve ark., 1993; Lomakina ve
ark., 2015; Riss ve ark., 2006). Liiminesans sinyali,
alternatif olarak bazi florometre modelleri ile de
Olculebilir ancak bunlar luminometre kadar hassas
degildir (Riss ve ark., 2006). ATP testinin uygulama
kolayligi, hizh sonug¢ vermesi ve canlilik testleri
arasindaki en hassas test olmasi, One c¢ikan
ozellikleri arasindadir (Petty ve ark., 1995; Riss ve
Moravec, 2006; Weyermann ve ark., 2005). ATP
testi, ylksek dlzeydeki hassasiyeti nedeniyle, cok
daha fazla sayida maddenin es zamanl olarak
incelenmesine imkan veren 1536’lik mikropleyt
formatina uygundur (Riss ve ark., 2016). Test icin
gerekli luminometre cihazi, her laboratuvarda
bulunmamakta ve bu testin maliyeti, en 6nemli
dezavantaji olarak ortaya c¢ikmaktadir (Riss ve
Moravec, 2006).

c) Ger¢ek Zamanh (Real Time) Biyoliiminesans
Testi: Canlilik testlerinin blylk ¢ogunlugu, hiicreleri
yok eden veya daha ileri incelemelere izin vermeyen
son test (end-point) formatindadir ve bu da toksik
maddenin kinetigini ve gergek zamanli analizini
imkansiz hale getirmektedir. Toksisite, zaman ve
doza bagh oldugu icin, farkl doz araliklarinin etkileri
ancak farkli zamanlarda incelenerek anlasilabilir.
ATP biyoliminesans testine benzer sekilde bu testte
de lusiferaz enzimi kullanilmaktadir. Ancak bu testte
kullanilan lusiferaz enzimi, farkli bir canlidan elde
edilir. Lusiferaz prosubstrati olarak ise koelenterazin
denilen bir madde kullaniimaktadir (Duellman ve
ark., 2015).

Renilla lusiferazi, Sea Pansy (Renilla reniformis)
isimli bir ¢esit deniz canlisindan elde edilen 36 kDa
agirhgindaki monomerik bir enzimdir.
Koelenterazin, hiicre igine serbestce girebilme
ozelligine sahiptir ve (zerinde bazi kimyasal
modifikasyonlar yapilarak, lusiferaz ile etkilesemez
hale getirilmistir. Toksik maruziyet sonrasi hiicreler
Gzerine eklenen koelenterazin, canli hicreler
tarafindan (zerindeki modifikasyonlar uzaklas-
tirlmak suretiyle esas formuna dondirilir ve
lusiferaz ile etkileserek okside olup koelenteramide
donisir. Koelenteramid bilesigi eksite enerji
diizeyindedir ve kararl hale gegerken 480 nm dalga
boyunda maksimum absorbans veren mavi renkte
isinim yapar. Oli hiicreler, metabolik aktiviteleri
bulunmadigi koelenterazini asil formuna don(stiire-
mez ve herhangi bir sinyal olusumuna vyol
acamazlar. Olusan sinyal, canli hiicre sayisi ile dogru
orantilidir. Bu metotta kullanilan Renilla lusiferazi ile
ATP biyoliminesans metodunda kullanilan Firefly
lusiferazi arasindaki en o©onemli fark, Renilla
lusiferazinin ATP’ye ihtiya¢ duymamasidir. Boylece
hicreleri lize etmeye gerek duyulmamakta, gergek
zamanli inceleme mimkin olmaktadir. Ayrica bu
metodun son test formatinda olmayisi, diger
testlerle kombine edilerek daha detayli sonug
alinabilmesini saglamaktadir (Duellman ve ark.,
2015; Fan ve Wood, 2007; Riss ve ark., 2006;
Verhaegen ve ark., 1998). Gergek zamanh
biyoliiminesans testinin dezavantajlarindan biri,
vasata eklenen prosubstratin, canli hicrelerce
metabolize edilerek bir siire sonra tiketilmesi iken
digeri, testin yiuksek maliyetidir (Riss ve ark., 2016).

Sonug¢

Sitotoksisite testleri, ilag olmasi muhtemel ya
da toksik etkisi bilinmeyen bir maddenin davranisi
hakkinda temel bilgiler verir ve daha sonra yapilacak
hayvan denemeleri veya klinik denemelere kaynak
olusturur. Bu nedenle, ilgili ¢alismalardan elde
edilecek verilerin dogrulugu ve glvenilirligi 6nem-
lidir. Ge¢mis yillarda, sitotoksisite sonrasi hiicrelerin
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canhhgini degerlendirmek icin ¢ok sayida metot
gelistiriimis ve her metodun kendine gbre avantaj
ve dezavantajlari tanimlanmistir. Ancak arastir-
macilar tarafindan halen eski ve ¢ok sayida
dezavantaja sahip metodlarin (MTT testi gibi), gerek
uygulama kolayhg gerekse maliyetleri dolayisiyla
tercih edildigi gorilmektedir. Bu sahadaki son
gelismelerden biri olan gercek  zamanli
biyoliiminesans goéruntiileme, hassasiyetini ve
kalitesini ispatlamis bir metot olsa da, gerektirdigi
ekipman ve sarf malzemelerin maliyeti dolayisiyla
heniiz yayginlasmamistir. Bircok arastirmaci, uygun
metot seciminden bahsederken maliyeti de goz
oninde bulundurulmasi gerekli kosullardan biri
saymistir ancak, testlerden elde edilen verilerin
onemi goz onlne alindiginda, maliyetin 6n planda
olmamasi gerektigi kanisina varilmaktadir. Bir kisim
arastirmacilar ise, hassasiyet kaygisini gidermek igin
¢esitli metodlarin kombinasyonunu tercih etmis ve
bu durumun giivenilir sonuglar sunmasi agisindan
uygun oldugu dislinilmistir. Yapilan testlerden
elde edilen verilerin kalitesi yalnizca metoda bagli
degil, arastirmacinin bilgi ve tecribesi, kullanilan
hiicre tipi, ortam sicakhgl, test belirteci icerigi ve
vasat kompozisyonu gibi c¢ok sayida degiskene
baghdir. Test sonuglarindaki basari, tim bu
degiskenlerin bir arada goz o©nilinde bulundurul-
masini  gerektirmektedir.  Gelecekte, hiicresel
mekanizmalarin ve hiicresel yapilarin daha detayl
aydinlatilmasi ile farkh canliik belirteglerinin
kesfedilecegi ve ¢ok daha hassas derecede tespit
yapilabilecegi diisiintilmektedir.

Kaynaklar

Ahmed SA, Gogal RM Jr, Walsh JE, 1994: A new rapid and
simple non-radioactive assay to monitor and
determine the proliferation of lymphocytes: an
alternative to [3H]thymidine incorporation assay. J
Immunol Methods, 170, 211-224.

Altman FP, 1976: Tetrazolium salts and formazans. Prog
Histochem Cytochem, 9(3), 3-6.

Aravinthan A, Govarthanan M, Selvam K, Praburaman L,
Selvankumar T, Balamurugan R, Kamala-Kannan S,
Kim JH, 2015: Sunroot mediated synthesis and
characterization of silver nanoparticles and
evaluation of its antibacterial and rat splenocyte
cytotoxic effects. Int J Nanomedicine,1977-1983.

Barltrop JA, Owen TC, Cory AH, Cory JG, 1991: 5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4,5-dimethylthiazolyl)-3-
(4-sulfophenyl)tetrazolium, inner salt (MTS) and
related analogs of 3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) reducing to
purple water-soluble formazans as cell-viability
indicators. Bioorganic&Medicinal Chemistry Letters,
1,11, 611-614.

Borenfreund E, Puerner JA, 1985: Toxicity determined in
vitro by morphological alterations and neutral red
absorption. Toxicol Lett, 24(2-3), 119-124.

Connolly DT, Knight MB, Harakas NK, Wittwer AJ, Feder J,
1986: Determination of the number of endothelial
cells in culture using an acid phosphatase assay.
Anal Biochem, 152, 136-140.

Crouch SPM, Kozlowski R, Slater KJ, Fletcher J, 1993: The
use of ATP bioluminescence as a measure cell
proliferation and cytotoxicity. J Immunol Methods,
160, 81-88.

Decker T, Lohmann-Matthes ML, 1988: A quick and
simple method for the quantitation of lactate
dehydrogenase release in measurements of cellular
cytotoxicity and tumor necrosis factor (TNF) activity.
J Immunol Methods, 15, 61-69.

Denizot F, Lang R, 1986: Rapid colorimetric assay for cell
growth and survival: Modifications to the
tetrazolium dye procedure giving improved
sensitivity and reliability. J Immunol Methods, 89,
271-277.

Duellman SJ, Zhou W, Meisenheimer P, Vidugiris G, Cali JJ,
Gautam P, Wennerberg K, Vidugiriene J, 2015:
Bioluminescent, nonlytic, real-time cell viability
assay and use in inhibitor screening. Assay Drug Dev
Techn,13(8), 456-465.

Erb RE, Ehlers MH, 1950: Resazurin reducing time as an
indicator of bovine semen fertilizing capacity. J Dairy
Sci, 33(12), 853-864.

Fan F, Wood KV, 2007: Bioluminescent assays for high-
throughput screening.Assay Drug Dev Techn, 5, 1,
127-136.

Feoktistova M, Geserick P, Leverkus M, 2016: Crystal
violet assay for determining viability of cultured
cells. Cold Spring Harbor Protocol,
DOI:10.1101/pdb.prot087379.

Galluzzi L et al, 2009: Guidelines for the use and
interpretation of assays for monitoring cell death in
higher eukaryotes. Cell Death Differ, 16, 1093-1107

Gilbert DF, Boutros M, 2016: A protocol for a high-
throughput multiplex cell viability assay. Methods
Mol Biol, 1470, 75-84

Held P, 2004: Luciferase Measurements Using the
Clarity™ Luminescence  Microplate Reader.
http://www.biotek.com/resources/articles/luciferas
e-measurements-plate-reader.html, Erisim tarihi;
29.12.2016.

Ishiyama M, Tominaga H, Shiga M, Sasamoto K, Ohkura Y,
Ueno K, Watanabe M, 1995: Novel cell proliferation
and cytotoxicity assays using a tetrazolium salt that
produce formazan dye. In Vitro Toxicology, 8, 187-
190.

Korzeniewski C, Callewaert DM, 1983: An enzyme-release
assay for natural cyotoxicity. J Immunol Methods,
64, 313-320.

Lappalainen K, Jaaskeldinen |, Syrjanen K, Urtti A,
Syrjanen S, 1994: Comparison of cell proliferation
and toxicity assays using two cationic liposomes.
Pharm Res, 11(8), 1127-1131.

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1 117



Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 112-118

Derleme

Lomakina GY, Modestoca YA, Ugarova NN, 2015:
Bioluminescence assay for cell viability. Biochemistry
(Mosc), 80(6), 701-713.

Longo-Sorbello GSA, Saydam G, Banerjee D, Bertino JR,
2006: Cytotoxicity and cell growth assays. In “Cell
biology: a laboratory handbook”, Ed; Celis JE,
Elseiver Academic Press, Burlington.

Martin A, Clynes M, 1993: Comparison of 5 microplate
colorimetric assays for in vitro cytotoxicity testing
and cell proliferation assays. Cytotechnology, 11, 49-
58.

Mossman T, 1983: Rapid colorimetric assay for cellular
growth and survival: Application to proliferation and
cytotoxicity assays. J Immunol Methods, 65, 55-63.

Niles AL, Moravec RA, Hesselberth PE, Scurria MA, Daily
WJ, Riss TL, 2007: A homogeneous assay to measure
live and dead cells in the same sample by detecting
different protease markers. Anal Biochem, 336, 2,
197-206.

O’Brien J, Wilson |, Orton T, Pognan F, 2000: Investigation
of the alamar blue (resazurin) fluorescent dye for
the assessment of mammalian cell cytotoxicity.
Federation Of European Biochemical Societies, 267,
17,5421-5426.

O’Connor R, Heenan M, Duffy C, Clynes M, 1998:
Miniaturized in vitro methods in toxicity testing. In
“Animal Cell Culture Techniques”, Ed; Clynes M,
Springer Verlag, Germany.

Paull KD, Shoemaker RH, Boyd MR, Parsons JL, Risbood
PA, Barbera WA, Sharma MN, Baker DC, Hand E,
Scudiero DA, Monks A, Alley MC, Grote M, 1988:
The synthesis of XTT: A new tetrazolium reagent
that is bioreducible to a water-soluble formazan. J
Heterocyclic Chem, 25, 911-914.

Petty RD, Sutherland LA, Hunter EM, 1995: Comparison of
MTT and ATP-based assays for the measurement of
viable cell number. Luminescence, 10, 1, 29-34.

Riss T, Moravec R, 2002: Introducing the CytoTox-ONE™
homogeneous membrane integrity assay. Promega
Notes, 82, 15-18.

Riss TL, Moravec RA, Niles AL, Duellmann S, Benink HA,
Worzella TJ, Minor L, 2016: Assay guidance manual:
cell viability assays. https://www.ncbi.nlm.nih.gov
/books/NBK144065/?report=reader#!po=1.16279,
Erigim tarihi; 21.12.2016.

Riss TL, Moravec RA, O’brien MA, Hawkins EM, Niles A,
2006: Homogeneous multiwell assays for measuring
cell viability, cytotoxicity, and apoptosis. In
“Handbook Of Assay Development In Drug
Discovery”, Ed; Minor LK, CRC Press, Florida, USA.

Riss TL, Moravec RA, 2006: Cell proliferation assays:
improved homogeneous methods used to measure
the number of cells in culture. In “Cell Biology”, Ed;
Celis JE, Elseiver Academic Press, Burlington.

Riss TL, Moravec RA, 2004: Use of multiple assay
endpoints to investigate the effects of incubation
time, dose of toxin, and plating density in cell-based
cytotoxicity assays. Assay Drug Dev Techn, 2, 1, 51-
62.

Sali N, Nagy S, Podr M, Koszegi T, 2016: Multiparametric
luminescent cell viability assay in toxicology models:
A critical evaluation. J Pharmacol Toxicol Methods,
79, 45-54.

Scudiero DA, Shoemaker RH, Kenneth DP, Monks A,
Tierney S, Nofziger TH, Currens MJ, Seniff D, Boyd
MR, 1988: Evaluation of a soluble
tetrazolium/formazan assay for cell growth and drug
sensitivity in culture using human and other tumor
cell lines. Cancer Res, 48, 4827-4833.

Silva FSG, Starostina IG, lvanova VV, Rizvanoz AA, Oliveira
PJ, Pereira SP, 2016: Determination of metabolic
viability and cell mass wusing a tandem
resazurin/sulfornodamine B assay. Curr Protoc
Toxicol, 68, 2.24.1-2.24.15 DOI: 10.1002/cptx.1.

Squatrito RC, Connor JP, Buller RE, 1995: Comparison of a
novel redox «cell growth assay to the ATP
bioluminescence assay. Gynecol Oncol, 58, 101-105.

Tominaga H, Ishiyama M, Ohseto F, Sasamoto K,
Hamamoto T, Suzuki K, Watanabe M, 1999: A water-
soluble tetrazolium salt useful for colorimetric cell
viability assay. Analytical Communications, 36, 47-
50.

Verhaegen S, Coyle S,Connolly LM, O’loughlin, Clynes M,
1998: Cell cycle and cell death mechanism. In
“Animal Cell Culture Techniques”, Ed; Clynes M,
Springer Verlag, Germany.

Weyermann J, Lochmann D, Zimmer A, 2005: A practical
note on the use of cytotoxicity assays. Int J Pharm,
288, 369-376.

Zucco F, Angelis DI, Stammati A, 1998: Cellular Models for
In Vitro Toxicity Testing. In “Animal Cell Culture
Techniques”, Ed; Clynes M, Springer Verlag,
Germany.

*Yazigma Adresi: Orhan TOKUR

Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Veteriner Farmakoloji ve Toksikolojisi Anabilim Dali,
Samsun, Tirkiye.

e-mail: orhantokur@gmail.com

118 Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/



