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BSitotoksite Testlerinin Kullanimi

®Hicre Olimu Tipleri

®» Hicre Canliligini Saptamak icin
Kullanilan Reaktifler

®» Metabolik aktivitenin 6lcimine
dayali hiicre proliferasyon testleri

v XTT

v MTT

v'SRB

v" AlamarBlue
v LDH
v'CaAM
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2>XTT

=>MTS
—=SRB
— AlamarBlue
- [*H]-thymidine inkorporasyonu
= ATP formasyonu
MSitotoksite
analizleri
i Apoptoz
markerlarinin
Olcuimda
MHuUcre canlilik
Olcumleri
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Nanomaterials 2014, 4, 454-484.



Programli hiicre 6liimdndn
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Membran

Degisiklikleri

Kaspaz = Annexin-V

Aktivasyonu = DH salimi
*" Impermeable DNA

boyalari

Mitokondriyal

DNA

Fragmentasyonu Hasar
sTUNEL sSitokrom C
* BrdU "WST

= DNA laddering sMTT



Membran gecirgenlik
testleri

Fonksiyonel Testler

DNA isaretleme Testleri

Morfolojik Testler

Reproduktif Testleri

oBoyanin hlicreye
girememesi
oFloresan Boyalar
oLDH salinimi

oMTT

oXTT

oAlmar Blue

o3H timidin/BrdU
inkorporasyonu

Floresan konjukat

Mikroskopik gdzlem

Koloni olusumu

Membran bitinlGginin
canli hiicrelerdeki boyanin
disarda kalmasi prensibi

Hiicre blylimesinde
onemli olan metabolik
bilesenlerin analizi

Simultane hiicre se¢imi ve
canhlik testi

Morfolojik degisikliklerin
saptanmasi

BlUyume oraninin
saptanmasi



In vitro olarak farkli markerlarin él¢ciimii ile hiicre
olim mekanizmasinin belirlenmesi -I

Time O 30 dk- 4 s.

Apoptoz

LDH Salinimi

Kaspaz 0 +++ ++
ATP +++ ++ 0
MTS +++ ++ 0
Resazurin +++ ++ 0

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



In vitro olarak farkh markerlarin dlgiimii ile
hicre olim mekanizmasinin belirlenmesi -lI

Time 0 30 dk- 4 s. 24 s.
’ ". . =
T
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| r? > :
Nekroz | % e 1
- l'o -4 8
> ot
LDH Salinimi
Kaspaz 0 0 0
ATP +++ 0 0
MTS +++ 0 0
Resazurin +++ 0 0

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



Hiicre Canliligini Saptamak icin
Kullanilan Reaktifler

Calcein-AM
(non-fluorescent compound)
@) [*H]Thymidine
Q o
O™ Jiablecel @
. O O
WST-8 Calcein
[cuhrle@ss. substrate) DNA Polymerase %
% N?D[élr;'y d'ﬁupégﬁal;e mitochondria nucleus
iy O o0
O MTT formazan dyes
WST-8 formazan dye MTT (crystals)
ATP
0 OO 00O O

Luciferase, O,
(bioluminescence)



Membran Gecirgenlik Testleri

e N

Vital boyalar Non- Vital boyalar

*notral kirmizi - tripan mawvisi
*Na,CrO, B *propidium iodide

Canli hucreler
OIU hicreler

Int. J. Mol. Sci. 2012, 13(3), 2650-2675; doi:
Molecular Medicine Reports, 11, 975-981. http://dx.doi.org/10.3892/mmr.2014.2876


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

Live Cell Live Cell
Active Live-Call Active Live-Call
Active Dead-Call
Protaase it i Proteass
T Active Dead-Call
Protease
Nudeus Nucleus

1) Treat cells with the
potential cylotoxic agent

Live Cell Active Dead -Call
Active Live-Call Protease
Protease Active Dead-Cell Dead Cell
Pro®ase
Nucleus it oo
@
Protsase

‘ 2) Add single reagent
CF,
e e, LIVE CELL SUBSTRATE:

AAF-N .\],-:.,T o [,r\[
A, cal permeant fiuorogenic g |
o i O™N\D substrate for the ive—ces Rl oot substrate for the

protaase {Gly-Phe-AFCoumarin) F” O caas-cell protsase
@ |Ala-Alz-Phe-thodamine 110)

In vitro sitotoksite testi genel protokol

Hicreler Test Bileseninin Test Maddesinin
Besleme Eklenmesi Eklenmesi Sonuglann Alinmasi
L2 Test
15.-245aat 10dk-245.

0-24saat

H
N-FAA DEAD CELL SUBSTRATE:
cell Impermaznt Nisorogenic
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3) Measure fluorescence

Z

100% Live Celis 50% Live / 50% Dead Celis 100% Dead Cells

Live Cell Lvecan Live Cell | '
i — ' :

2| z

1 1 1

a - - .
Cens Caits

Live Dead
Calls Cells Celis
Flzorescence at 520nm {rhodamine 110-rad) or S05nm (coumann-bive)

B
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Hiicre Olim Mekanizmasi

(Apoptoz, Nekroz,Otofaji, vs.)




Trypan Blue Boyamasi

* Cansiz hicreler mikroskop altinda maviye
boyanirken canli hucreler boyanmamis olarak
goruntulenmektedir.

Canli Hucre

Cansiz Hucre

v’ Canli-cansiz hicre ayirimi

% Apoptotik ve and nekrotik hticre ayirmi



MTT

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

Amac:
v Metabolik aktiviteyi gostermek

v’ Sitotoksitesiyi 6lcmek

v’ Sitostatik aktiveyi 6lcmek
(proliferasyon—>quiescence)



MTT
Indirgenmesi
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® Metabolik olarak
\ aktif hucre

- Formazon miktari

Formazon 1
ol v

Canli Hucre Miktari




Deneyin Prensibi

Canli Hucre

|

Mitokondriyal Suksinat Dehidrogenaz

_—

Tetrozilin
Tuzlan
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“add—incubate—-read”

v’ Sensitif

v" Daha az deneysel asama

v Ayni anda cok fazla 6rnek
analizi

v" Canli hiicre orani

kolorimetrik olarak
belirlenmektedir

v Non-izotopik

X Farklh hucre tiplerinin
karsilastirilamamasi

X Confluency,
X Maruziyet siresi ’

X Kaltar ortammda direkt
coziinemez—> +DMSO




MTT Limitleri-I:
Etkileyen faktorler

Glukoz Glukozun olmamasi glikolizi  Eski besiyeri ile
azalttigindan MTT Uretimi  kullanilmamaktadir
azalmaktadir

Protein presipitasyonu Organik solventler serum Farkli solventler
proteinlerinin kullanilabilir
presipitasyonu igin
kullanilabilmektedir

Fenol Red Fenol Red pH Fenol redsiz asitlestirilmis
degisikliklerini solvent veya besiyerleri
gostermektedir kullanilabilir.

Confluency Asiri konfluent olmus Az hiicre ekimi

hiicrelerde metabolik
aktivite azalmistir.

Metabolik Oran Maruziyete bagli olarak Standart curve kullanimi
metabolik oran veya alternatif hlicre sayma
degismektedir metodlari



MTT limitleri-Ill

(1) hucrelerin fizyolojik durumu

(2) farkli hiicre tiplerindeki mitokondriyal
dehidrogenaz aktivite varyantlari

- MTT metodu: mitojenlere, antijenik
uyaranlara, buylime faktorlerine verilen
sitotoksik yanitlarin belirlenmesinde
kullanilmaktadir.



XTT

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

MO MeO
AL :
M. M ND,
HJ\(x A SO Hoo)
N=HM 3 M | EDE- -
phenazine methosulfate N=MN S,
. S0, (PMS) o :@[
NO, mitochondrial I MeQ NG,
XTT tetrazolium dehydrojonase XTT formazan
» 5
1988 de tanimlandi XTT b 6 A
v Kolorimetrik bir ydntem 0 66
v Proliferasyon dl¢iimii
v Hucrelerin kuantifikasyonu
v Radyoaktif izotoplar kullanilmadan hicre canliligini belirleme '
v" TNF veya diger biyime inhibitorleri varliginda sitotoksite belirlen 2}
v Farkli buyime faktorleri, sitokinler ve besin varliginda hiicre proliferasyontnu
saptamak

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



XTT ile Hiicre Proliferasyonu ve
Canhiliginin Olciilmesi

- Spektrofotometre/ELISA

- Metabolik aktivite —— boya yogunlugu

Metabolik olarak aktif hticre—> yuksek

20 -)-
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XTT ile Hucre Proliferasyonu ve
Canhliginin Olciilmesi

Cell Proliferation KitXTT ' g
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ATCC XTT Cell Proliferation Assay ———

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




O=8—0
lCI) Na’
WST-1

(pale yellow)

Reduction by
Cellular Dehydrogenases

Formazan
(dark yellow)

N X X X X

Canli hicre sayisini belirleme

Harvest veya yikama gibi basamaklara ihtiya¢ yok

MTT, XTT'den daha hassastir.
Hicre tahribati yapmaz

Resazurin sodium tuzu iceren memeli hiicre proliferasyonunu gorintilemek

Huicre proliferasyon ve sitotoksite testleri
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Hiicre Hatti WST eklenmesi

inkUbasyon

Tetrazolium salt

active cells WST-1 Yese

Analiz

Formazan




SRB Testi

(Sulforhodamine B)

v'in vitro sitotoksite testi
v'Bazik amino asitlere baglanan bir

aminoxanthene boyasi kullanilmaktadir
v" SRB bir kemosensitivite testidir
v’ Mitokondriyal fonksiyona bagiml degildir




Alamar Blue Testi

N

Resazurin-tabanli method

N

colorimetrik veya florometrik

* Floresan ozellik nedeni ile onemli bir
sensitiviteye sahiptir
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Annexin V/7-amino-actinomycin
(7-AAD)

- Erken ve gec apoptoz ayiriminda kullanilan bir
boyama yontemdir.

- Phosphatidylserine (PS) yliksek afinite
gostermektedir.

Apoptotik Hiicre Membrani  Apoptotik Nekrotik Hiicre
Yiizeyde PS var Yiizeyde PS var ve membran
dizensizdir

eoseee sossee o o oo

Normal Hiicre Membrani
Yiizeyde PS yok

mmoooo

Inner Leaflet Inner Leaflet er Leaflet

// =Phosphatidylserine

MEDICAI
CENTER
The Usdewrd iy of asasm




Canlilik ve Apoptozun annexin V ve 7-AAD

boyamasi ile saptanmasi

Apoptotik Hiicre Olu Hiicre

Normal Hucre

Canli Hlcreler 2 - annexin Vve 7-AAD

Legend:
»=40 phoshpholipids
. _ Erken Apoptotik Hiicreler = + annexin V ve - 7-AAD
=40 phosphatidylserine (PS)
VWA DNA Gec Apoptotik ve Nekrotik Hiicreler 2 + annexin V

ve 7-AAD.



necrotic

apoptotic

/
%

apoptotic

* U937 hiicre hattinin camptothecit
ile maruziyeti:

* Annexin V> erken apaptoz

T
U937 hicre hattinin camptothecin ile apoptotic
maruziyeti:
Annecin-V: kirmizi /necrotic
BOBO-1: yesil

o
L

necrotic

@
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Annexin FITC-A

St.Michael’s

Inspired Care. Inspiring Science.



http://www.stmichaelshospital.com/

Canli ve Olii Hiicreleri Konfokal
Goruntuleme Protokoli

* Hucre canhligl, htcrelerin uzun sireli sag
kalimini degerlendirmek icin doku muhendisligi
ve kultar calismalarinin en 6nemli parametresini
olusturmaktadir.

—2Three-dimensional (3D) scaffold
— Lactate dehydrogenase (LDH) boyama
- Calcein AM & ethidium homodimer-1 boyama



LDH

v’ tim hicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir.

v Hiicre plazma membrani hasar gordiginde hiicre kiltiri
sipernatantina kolaylikla salinabilmektedir.

v LDH, NAD+'nin indirgenme reaksiyonlarinda gorev almaktadir.
v" kolorimetrik 6lcim

Hasarli Hucre
NAD+

o Laktat
. .
TS
L HSaI|n|m|
Laktat
Dehldrog
v
‘ ¢ NADH

Pyruvate
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CaAM/EthH boyalari

v’ direkt doku veya scaffold tizerinde canl ve 61U
hlcreleri boyamak icin kullanilmaktadir.

v' CaAM (calcein acetoxymethyl) canl hiicrelerde
enzimatik olarak calceine hidrolize olmakta ve
boylelikle yesil floresan vermektedir.

v' EthH ise membrandan gecip nikleik asidi kirmizi
floresan ile boyamaktadir.



Ethidium homodimer (EthD-1)

v Olu hiicreleri dlcmek

v'Sadece hasarli hiicre membrani tarafindan
gecirilebilmektedir.

v EthD-1; ssDNA, dsDNA, RNA, oligonucleotides,
ve triplex DNA baglandlgl Zaman 40 kat| fazla
ISima vermektedir. ‘ e

dVerimli
AGlvenilir
JUcuz
(JdHassas




Ethidium homodimer (EthD-1)

Ethidium homodimer-1 ve Calcein AM ile rat akciger hiicrelerinin
boyanmasi.

Canlisiz hiicre 2 niikleik asit boyasini gegirecektir

v

kirmizi floresan

Rat akciger hiicresi

intakt hiicre membrani= nonspesifik sistolik esteraz calcein M ile
Boyanmaktadir

v

yesil floresan

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



Bovine vertebral diske enjekte edilmis bMSC & calcein

10*
585 nm
10°
Dead cells
‘_-:-r,;\u‘. P
10° g
1 530 nm

10 Live cells

100 p=

LI RAR | L A B LA RS T I!i“l >l Trrrrm
10 1})2 10° 104

Green fluorescence

Donor olu hucrel

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



—=>Uygun hiicre tipi kullanilmasi
durumunda intrinsik hiicre

hassasiyeti:
¥l Kimyasal biyotransformasyon ve baglanma
¥l Memran gecirgenligi
¥l Yuzey ozellikleri
M Intraselller sentetik yolaklar
¥l Adaptasyon ve tamir mekanizmalari



Degisken Parametreler

—>Kullanilan kimyasalin konsantrasyonu
- Kimysala maruz kalinan stire

— Hicre yogunlugu

- Koloni yogunlugu

— Koloni buyuklugi

- Solventler

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



In vitro limitler

Farmakokinetik ~ Doku ve sistemik yanit
Metabolizma
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Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, Fifth Edition, by R. lan Freshney



In Vitro Sitotoksisite Testlerinin
Avantajlari

1. Hlcre metabolizmasinda spesifik bir fonksiyonun
degerlendirilmesi,

2. Kisa zamanda ve ekonomik olarak cok sayida numune
degerlendirilebilmesi,

3. Kantitatif ve karsilastirilabilir sonuclara ulasilabilmesi,
4. Test yontemlerinin standardize edilebilmesi,

5. Hassasiyetlerinden dolayi, toksik materyalin hayvan
deneylerine gecmeden elimine edilmesine imkan
tanimalari,

7. Hayvan ve kullanim testlerine gore daha genis kullanim
alanina sahip olmalarndir.



In Vitro SitotoksisiteTestlerinin
Dezavantajlari

1. Her test icin bir tir hicre kullanilmasi,
2. Kultur hucrelerinin konak hucrelerinden farkl olmasi,

3. In vitro ortamin organizmada bulunan immdun sistem,
inflematuar sistem ve dolasim sistemi gibi karmasik
koordinasyon mekanizmalarina sahip olamamasi dolayisi
ile in vitro test sonuclarinin in vivo sartlarla
uyumlulugunu tartismali hale getirmektedir.
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