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Sunum Planı

XTT
MTT
SRB
 AlamarBlue
 LDH
CaAM

Sitotoksite Testlerinin Kullanımı
Hücre Ölümü Tipleri
Hücre Canlılığını Saptamak için 

Kullanılan Reaktifler
Metabolik aktivitenin ölçümüne 

dayalı hücre proliferasyon testleri



Sitotoksite Testlerinin Kullanımı

Biyouyumluluk 

İmplantlar

Kozmetik

Farmakoloji

İlaç Geliştirme

Toksik ajanların belirlenmesi

Antikanser ilaçlarının toksisistesini belirlemek
Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, Fifth Edition, by R. Ian Freshney



• American type cell collection web site

http://www.lgcstandards-atcc.org/?geo_country=tr





Sitotoksite 

analizleri

Apoptoz 

markerlarının 

ölçümü

Hücre canlılık 

ölçümleri

Nanomaterials 2014, 4, 454-484.



Programlı hücre ölümünün 
farklı formları

apoptotic hücrenormal hücre Autophagic hücre ölümü

Autophagic vacuoles 

Mitochondria

Polyribosomes



Kaspaz
Aktivasyonu

DNA 
Fragmentasyonu

TUNEL
 BrdU

 DNA laddering

Membran
Değişiklikleri
 Annexin-V 
LDH salımı

 Impermeable DNA 
boyaları

Mitokondriyal
Hasar

Sitokrom C
WST
MTT



Kategori Testler Presnsipler

Membran geçirgenlik 
testleri

oBoyanın hücreye 
girememesi
oFloresan Boyalar
oLDH salınımı

Membran bütünlüğünün 
canlı hücrelerdeki boyanın
dışarda kalması prensibi

Fonksiyonel Testler oMTT
oXTT
oAlmar Blue
o3H timidin/BrdU
inkorporasyonu

Hücre büyümesinde 
önemli olan metabolik
bileşenlerin analizi

DNA işaretleme Testleri Floresan konjukat Simultane hücre seçimi ve 
canlılık testi

Morfolojik Testler Mikroskopik gözlem Morfolojik değişikliklerin 
saptanması

Reproduktif Testleri Koloni oluşumu Büyüme oranının 
saptanması



İn vitro olarak farklı markerların ölçümü ile hücre 
ölüm mekanizmasının belirlenmesi -I

Canlı Hücre 20 Nekroz

LDH Salınımı 0 + +++

Kaspaz 0 +++ ++

ATP +++ ++ 0

MTS +++ ++ 0

Resazurin +++ ++ 0

Riss, T. and Moravec, R.A. (2004). Assay Drug Dev. Technol.2, 51–62.

Apoptoz

Time 0 30 dk- 4 s. 
24 s.



İn vitro olarak farklı markerların ölçümü ile 
hücre ölüm mekanizmasının belirlenmesi -II

Riss, T. and Moravec, R.A. (2004). Assay Drug Dev. Technol.2, 51–62.

Canlı Hücre Cell Debris

LDH Salınımı 0 +++ ++

Kaspaz 0 0 0

ATP +++ 0 0

MTS +++ 0 0

Resazurin +++ 0 0

Nekroz

Time 0 30 dk- 4 s. 24 s.



Hücre Canlılığını Saptamak için 
Kullanılan Reaktifler



Membran Geçirgenlik Testleri

Vital boyalar Non- Vital boyalar

•nötral kırmızı 

•Na2CrO4

•tripan mavisi

•propidium iodide

Canlı hücreler

Ölü hücreler

Int. J. Mol. Sci. 2012, 13(3), 2650-2675; doi:10.3390/ijms13032650

Molecular Medicine Reports, 11, 975-981. http://dx.doi.org/10.3892/mmr.2014.2876

http://dx.doi.org/10.3390/ijms13032650


Ölü hücre sayısı

(Sitotoksite Analizi)

Canlı Hücre Sayısı

(Canlılık Analizleri)

Toplam Hücre  Sayısı

Hücre Ölüm Mekanizması

(Apoptoz, Nekroz,Otofaji, vs.)

In vitro sitotoksite testi genel protokol 

şeması



Trypan Blue Boyaması

• Cansız hücreler mikroskop altında maviye 
boyanırken canlı hücreler boyanmamış olarak  
görüntülenmektedir. 

 Canlı-cansız hücre ayırımı 

Apoptotik ve and nekrotik hücre ayırımı 

Canlı Hücre

Cansız Hücre



MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

Amaç: 

Metabolik aktiviteyi göstermek

Sitotoksitesiyi ölçmek

Sitostatik aktiveyi ölçmek 
(proliferasyonquiescence)



MTT

İndirgenmesi

MTT MTT

Formazon

Metabolik olarak

aktif hücre

Formazon miktarı

Canlı Hücre Miktarı



Deneyin Prensibi

Canlı Hücre

Mitokondriyal Süksinat Dehidrogenaz

Tetrozilin 
Tuzları

Formazon



İnklübasyon- 4 saat

% canlı hücre= maruz bırakılmuş hücre     x100

maruz bırakılmamış hücre

İnklübasyon Ölçüm (570 nm)



“add–incubate–read”

 Sensitif

 Daha az deneysel aşama

 Aynı anda çok fazla örnek 
analizi

 Canlı hücre oranı 
kolorimetrik olarak 
belirlenmektedir

 Non-izotopik 

Farklı hücre tiplerinin 
karşılaştırılamaması

Confluency 

Maruziyet süresi

Kültür ortamında direkt 
çözünemez +DMSO



MTT Limitleri-I:
Etkileyen faktörler 

Faktör İnterferans Tipi Solüsyon

Glukoz Glukozun olmaması glikolizi 
azalttığından MTT üretimi 
azalmaktadır

Eski besiyeri ile 
kullanılmamaktadır 

Protein presipitasyonu Organik solventler serum 
proteinlerinin 
presipitasyonu için 
kullanılabilmektedir

Farklı solventler
kullanılabilir

Fenol Red Fenol Red pH 
değişikliklerini 
göstermektedir 

Fenol redsiz asitleştirilmiş 
solvent veya besiyerleri 
kullanılabilir.  

Confluency Aşırı konfluent olmuş 
hücrelerde metabolik  
aktivite azalmıştır. 

Az hücre ekimi

Metabolik Oran Maruziyete bağlı olarak  
metabolik oran 
değişmektedir 

Standart curve kullanımı  
veya alternatif hücre sayma 
metodları



MTT limitleri-II

(1) hücrelerin fizyolojik durumu

(2) farklı hücre tiplerindeki mitokondriyal 
dehidrogenaz aktivite varyantları

MTT metodu: mitojenlere, antijenik 
uyaranlara, büyüme faktörlerine verilen 
sitotoksik yanıtların belirlenmesinde 
kullanılmaktadır.



XTT
(2,3-Bis(2-metoksi- 4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum)

 1988 de tanımlandı

 Kolorimetrik bir yöntem

 Proliferasyon ölçümü

 Hücrelerin kuantifikasyonu 

 Radyoaktif izotoplar kullanılmadan hücre canlılığını belirlemek  

 TNF veya diğer büyüme inhibitörleri varlığında sitotoksite belirlenmesinde

 Farklı büyüme faktörleri, sitokinler ve besin varlığında hücre proliferasyonunu 
saptamak

phenazine methosulfate

(PMS)

Lewis, E. et al. (2001) Anesth. Analg. 92, 927-929Cancer Res. 48, 4827-4833 (1988).



XTT ile Hücre Proliferasyonu ve 
Canlılığının Ölçülmesi

Spektrofotometre/ELISA

Metabolik aktivite           boya yoğunluğu 

Metabolik olarak aktif hücre yüksek 
yoğunlukta boya oluşumu 



XTT ile Hücre Proliferasyonu ve 
Canlılığının Ölçülmesi

ATCC XTT Cell Proliferation Assay

Jenny et al 2002 
Lewis, E. et al. (2001) Anesth. Analg. 92, 927-929



WST

 Canlı hücre sayısını belirleme

 Harvest veya yıkama gibi basamaklara ihtiyaç  yok

 MTT, XTT’den daha hassastır.

 Hücre tahribatı yapmaz

 Resazurin sodium tuzu içeren memeli hücre proliferasyonunu görüntülemek

 Hücre proliferasyon ve sitotoksite testleri



Hücre Hattı WST eklenmesi

inkübasyon

Analiz 



SRB Testi
(Sulforhodamine B)

in vitro sitotoksite testi

Bazik amino asitlere bağlanan bir 
aminoxanthene boyası kullanılmaktadır

 SRB bir kemosensitivite testidir

Mitokondriyal fonksiyona bağımlı değildir



Alamar Blue Testi

Resazurin-tabanlı method

kolorimetrik veya florometrik

• Floresan özellik nedeni ile önemli bir 
sensitiviteye sahiptir

570-600 nm



Annexin V/7-amino-actinomycin 
(7-AAD)

Erken ve geç apoptoz ayırımında kullanılan bir 
boyama yöntemdir.

 Phosphatidylserine (PS) yüksek afinite 
göstermektedir. 

Normal Hücre Membranı 
Yüzeyde PS yok

Apoptotik Hücre Membranı 
Yüzeyde PS var

Apoptotik Nekrotik Hücre
Yüzeyde PS  var ve membran 
düzensizdir



Canlılık ve Apoptozun annexin V ve 7-AAD 
boyaması ile saptanması

Normal Hücre Apoptotik Hücre Ölü Hücre

Canlı Hücreler  - annexin V ve 7-AAD 

Erken Apoptotik Hücreler  + annexin V ve - 7-AAD

Geç Apoptotik ve Nekrotik Hücreler  + annexin V 
ve 7-AAD. 



• U937 hücre hattının camptothecin 
ile maruziyeti:

• Annexin V erken apaptoz

U937 hücre hattının camptothecin ile 

maruziyeti:

Annecin-V: kırmızı

BOBO-1: yeşil



http://www.stmichaelshospital.com/


Canlı ve Ölü Hücreleri Konfokal
Görüntüleme Protokolü 

• Hücre canlılığı, hücrelerin uzun süreli sağ 
kalımını değerlendirmek için  doku mühendisliği 
ve kültür çalışmalarının en önemli parametresini 
oluşturmaktadır. 

Three-dimensional (3D) scaffold

Lactate dehydrogenase (LDH) boyama

Calcein AM & ethidium homodimer-1 boyama



LDH
 tüm hücrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir.

 Hücre plazma membranı hasar gördüğünde hücre kültürü
süpernatantına kolaylıkla salınabilmektedir. 

 LDH, NAD+’nın indirgenme reaksiyonlarında görev almaktadır.

 kolorimetrik ölçüm

Hasarlı Hücre

LDH Salınımı

Laktat

Pyruvate

Laktat

Dehidrogenaz

NAD+

NADH WST



İnkübasyon 

Süpernatant transferi

Reaksiyon karışımı

İnkübasyon 

Ölçüm/ ELISA

effector controls 

target cell mix 



CaAM/EthH boyaları

direkt doku veya scaffold üzerinde canlı ve ölü 
hücreleri boyamak için kullanılmaktadır. 

 CaAM (calcein acetoxymethyl) canlı hücrelerde 
enzimatik olarak calceine hidrolize olmakta ve 
böylelikle yeşil floresan vermektedir. 

 EthH ise membrandan geçip nükleik asidi kırmızı 
floresan ile boyamaktadır. 



Ethidium homodimer (EthD-1)

Ölü hücreleri ölçmek 

Sadece hasarlı hücre membranı tarafından 
geçirilebilmektedir.

 EthD-1; ssDNA, dsDNA, RNA, oligonucleotides, 
ve triplex DNA bağlandığı zaman 40 katı fazla 
ışıma vermektedir. 

Verimli

Güvenilir

Ucuz 

Hassas



Ethidium homodimer (EthD-1)

Rat akciğer hücresi

Ethidium homodimer-1 ve Calcein AM ile rat akciğer hücrelerinin
boyanması.

Canlısız hücre  nükleik asit boyasını geçirecektir

kırmızı floresan

İntakt hücre membranı nonspesifik sistolik  esteraz calcein M ile 
Boyanmaktadır

yeşil floresan

Biotechniques (2003) 34:804-8, 810, 812-3



Bovine vertebral diske enjekte edilmiş bMSC & calcein 

Donör ölü hücreler

Ölü ekzojen hücreler

Canlı endojen hücreler

530 nm

585 nm

Methods in molecular biology (Clifton, N.J.) 740:127-40 · January 2011



Uygun hücre tipi kullanılması    
durumunda intrinsik hücre

hassasiyeti: 

Kimyasal biyotransformasyon ve bağlanma

Memran geçirgenliği

Yüzey özellikleri 

İntraselüler sentetik yolaklar

Adaptasyon ve tamir mekanizmaları



Değişken Parametreler

Kullanılan kimyasalın konsantrasyonu

 Kimysala maruz kalınan süre

 Hücre yoğunluğu

 Koloni yoğunluğu

 Koloni büyüklüğü

 Solventler

Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, Fifth Edition, by R. Ian Freshney



İn vitro limitler

Farmakokinetik
Metabolizma

Doku ve sistemik yanıt 

Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, Fifth Edition, by R. Ian Freshney



In Vitro Sitotoksisite Testlerinin 
Avantajları

1. Hücre metabolizmasında spesifik bir fonksiyonun 
değerlendirilmesi, 

2. Kısa zamanda ve ekonomik olarak çok sayıda numune
değerlendirilebilmesi,

3. Kantitatif ve karşılaştırılabilir sonuçlara ulaşılabilmesi,

4. Test yöntemlerinin standardize edilebilmesi, 

5. Hassasiyetlerinden dolayı, toksik materyalin hayvan 
deneylerine geçmeden elimine edilmesine imkân 
tanımaları, 

7. Hayvan ve kullanım testlerine göre daha geniş kullanım 
alanına sahip olmalarıdır.



In Vitro SitotoksisiteTestlerinin
Dezavantajları

1. Her test için bir tür hücre kullanılması,

2. Kültür hücrelerinin konak hücrelerinden farklı olması,

3. In vitro ortamın organizmada bulunan immün sistem, 
inflematuar sistem ve dolaşım sistemi gibi karmaşık 
koordinasyon mekanizmalarına sahip olamaması dolayısı 
ile in vitro test sonuçlarının in vivo şartlarla 
uyumluluğunu tartışmalı hale getirmektedir.



Teşekkür Ederim


