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Intervertebral Disk Dokusuna iz Vitro Uygulanan Farmakolojik
Ajanlarin Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

Evaluation of the Cytotoxicity of Pharmacological Agents Applied in Vitro to
Intervertebral Disc Tissue

oz

Hastaliklarin tant veya tedavisinde kullanilan; bitkiler, mikroorganizmalar, mineraller ve hayvanlar gibi kaynaklardan
dogal olarak hazirlanan ya da yar sentetik veya sentetik olarak hazirlanan ilaglar, hiicreleri etkileyerek sitotoksisiteye
neden olabilirler. lag olmast muhtemel bir farmasétigin ya da toksik etkisi bilinmeyen herhangi bir farmakolojik
ajanin, hiicreye toksik etki gosterip gostermedigi, canlt memeli denekler tizerinde in vivo olarak test edilmeden énce, in
vitro olarak, hiicre kiiltiirlerinde sitotoksisite testleri sayesinde belitlenir. Bunun i¢in 6ncelikle toksisitesi arastirilacak
olan ilacin etkinlik gosterecegi minimum konsantrasyona ait dozundan baglanir. Devaminda farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ilaglar, hiicre kiiltiirlerine uygulanir. Hiicre kiiltiirlerine uygulanacak olan farmakolojik ajanin, yarilanma
omrii dikkate alinarak, belirli zaman araliklarinda, farkli mekanizmalara ve hassasiyetlere sahip sitotoksisite testlerinden
herhangi biri uygulanir. Bu aragtirmada bir yandan in vitro olarak hiicre kiiltiirlerine uygulanan farmakolojik ajanlarin
sitotoksisitesinin nasil test edildigi ve yorumlandiginin anlatlabilmesi amaglanirken diger yandan kolorimetrik,
fluorometrik ve luminometrik gibi bircok farkli farmakomolekiiler analizlere yer verilmistir.

Anahtar Sézciikler: Apopitoz, Hiicre canlilik testleri, Ilag sitotoksisitesi, Otofaji, Proliferasyon

ABSTRACT

Used in the diagnosis or treatment of diseases; prepared naturally from sources such as plants, microorganisms, minerals
and animals or drugs prepared semi-synthetic or synthetically can cause cytotoxicity by affecting cells. Whether a
pharmaceutical that is likely to be a drug or any pharmacological agent whose toxic effect is unknown has a toxic effect
on the cell is determined by in vitro cytotoxicity tests in cell cultures before testing it in vivo on living mammalian
subjects. For this, it is started from the dose of the minimum concentration at which the drug, whose toxicity will
be investigated, will be effective. Subsequently, drugs prepared at different concentrations are applied to cell cultures.
Considering the half-life of the pharmacological agent to be applied to cell cultures, any of the cytotoxicity tests
with different mechanisms and sensitivities are applied at certain time intervals. In this research, on the one hand, it
was aimed to explain how the cytotoxicity of pharmacological agents applied to cell cultures in vitro was tested and
interpreted, on the other hand, many different pharmacomolecular analyzes such as colorimetric, fluorometric and
luminometric were included.
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In Vitro Ilag Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

GIRIS
Literatiirde kanit diizeyi birgok arastirmada, hiicrelerin
canliligint degerlendirmek icin ¢ok sayida metodoloji

bulunmakla birlikte, sitotoksisite caligmalarina ait her bir

teknigin kendine gore avantaj ya da dezavantajlart bulun-
maktadir (1).

Bununla birlikte sitotoksisite testlerinden elde edilecek
olan verilerin dogrulugu ve giivenilirligi olduk¢a 6nem-
lidir. Cogu denemelerde, yiiksek maliyetinden dolay:
hassasiyeti ve kalitesi giivenilir olan gercek zamanli
biyoliiminesans goriintiileme testi kullanilmaz. Bunun
yerine; uygulama kolaylig1 ve diisiik maliyetinden dolayi,
eski ve bircok dezavantaja sahip, 3-(4,5-dimetiltiyazol2-
yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) ya da 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), testleri gibi ticari
kitlerin kullanildig1 goriilmekeedir (11).

Yapilan bir aragtirmada (16), aragtirmacilarin genelinin,
metodolojiyi secerken maliyeti de gz 6niinde bulun-
durdugu ancak, sitotoksisite testlerinden elde edilen
datalarin 6neminin g6z 6ntine alinmasinin 6n planda
olmamast gerektigi vurgulanmaktadir. Ayni ¢alismada
bazi aragtirmacilarin ise hem kullandiklari metodolojinin
hassasiyetine yonelik kaygilarini giderebilmek hem de
giivenilir sonuglar elde edebilmek amaci ile farkli meto-
dolojilerden olusan testlerin kombinasyonunu tercih
ettiklerinden bahsedilmistir (16).

Ancak en az bunlar kadar 6nemli olan diger bir husus ise
sitotoksiste testlerinde; sadece kullanilacak olan sarf mal-
zemesinin kalitesi ya da metodolojisi degil, ayni zamanda
aragtirmacinin bilgi birikim, tecriibe ve deneysel ortam
ile deneylerinde kullandig1 hiicreleri nasil elde ettigi ya
da elde ettigi bu hiicrelerin tipinin de 6nemli oldugu-
dur. Soyle ki, aragtirmacilar, ilag sitotoksisitesini i vitro
degerlendirirken genellikle “cel/ line” ad1 verdigimiz ticari
hiicre hatlarini ya da hayvansal dokulardan elde ettikleri
hiicre siniflarini kullanmaktadirlar. Oysa ticari hiicre hat-
lart tek tip hiicre icerdigi bilinmektedir ve mikro ortam-
da karmagik koordinasyon mekanizmalari yoktur (21).
Dahast, bu tip hiicrelerin gesitli islemler ve pasajlamalar
sonrasinda genotipik ve/veya fenotipik ozelliklerinin
degistirilmis oldugu da bilinmektedir (6, 19).

Buna ek olarak hayvan dokusunun hassasiyetinin insan
dokusunun hassasiyetinden farkli oldugu bilinen bir ger-

cektir (18).
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Bu yiizden de hayvan dokularindan elde edilen hiicre
kiilttirlerinin kullanildigi arastirmalarda, yapilan testler-
den elde edilen sonuglar yanilucr olabilir (8).

Bunun sonucunda da hem hayvansal dokulardan kuru-
lan hiicre kiiltiirlerinden hem de ticari hiicre hatlarinin
kullanilarak yapildig1 arastirmalardan elde edilen sonug-
lar yaniluct olabilmektedir (7,20).

Bu yiizden miimkiin mertebe ilag sitotoksisite aragtirma-
larinda, kendinizin hazirlayacagi primer hiicre kiiltiirleri-
nin kullanilmast 6nem arz eder.

In vitro sitotoksisite sonuclarindaki basari, tiim bu bahsi
gecen degiskenlerin bir arada bulundurulmasini gerektir-

mektedir (16).

Operasyonla rezeke edilen yag doku, kan ve nekrotik
hiicrelerin temizlenmesi amaci ile diseke edilen interver-
tebral disk dokusu steril flow kabin igerisinde pH=7,4’¢
ayarlanmis steril fosfat tampon salin soliisyonu veya %0,9
izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi ile petri kabi igerisine
alinarak, ti¢ kez ardigik irrigasyon teknigi ile yikanur.

Ardindan dokularin mekanik olarak parcalanmasi sag-
lanir. MEM olarak bilinen “Minimal Essential Medium”
ya da DMEM olarak bilinen “Dulbeccos Modified Eagles
medium” zel hiicre besiyeri medyumu i¢inde ¢oziilmiis
kolajenazlarin ilavesi sonrasinda, %5 CO’li ortamda bir
gece inkiibasyon saglanarak, dokularin enzimatik parca-
lanmasi da saglanir.

Santrifiijlemeler sonrasinda, hiicre peletleri yeniden
stispanse edilerek 6nce flasklara aktarilir. Proliferasyon
arttikca, belirli sayida pasajlamalar sonrasinda, Trypan
blue yardimi ile Thoma laminda sayimi gerceklestirilen
primer intervertebral disk dokusu hiicre kiiltirlerinde
sitotoksisite analizleri i¢in ilag uygulamalarina gecilir (9).

Toksik etkisini merak ettigimiz ilag, uygun ¢oziiciisiinde
¢oziindiiriilerek, ana stok soliisyonu hazirlanir ve biraz-
dan anilacak olan tiim bu islemler de yine steril laminar
flow kabin igerisinde gergeklestirilir.

Deney diizeneginde optimum ila¢ dozunu aragtirabil-
mek i¢in; 1, 50, 100 ve 1.000 uM ila¢ konsantrasyonlar:
olacak sekilde, ana stok soliisyonlarindan diliisyonlar ile
farkli konsantrasyonlarda ila¢ ¢ozeltileri hazirlanir. “Wel/
plate” olarak bilinen kuyucuklu plakalarda hazirlamis
oldugunuz ve icerisindeki hiicre sayisinin belli olan pri-
mer hiicre kiiltiirlerine, hazirlanmis olan farkli konsant-
rasyondaki ilag soliisyonlari ilave edilir.
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Bu kuyucuklu plakalarin; kontrol gruplarini olusturmast
amaci ile higbir ila¢ uygulanmayan, %0,9 izotonik sod-
yum kloriir ilave edilen ve de ilacin ¢6ziinmesini sagladi-
giniz ¢oziicli maddenin, -6rnegin dimetil siilfoksit gibi-
ilavelerin gergeklesecegi, kuyucuklari da igermesine 6zen
gosterilir. Aragtirmanizda kag adet analiz yapacak iseniz,
ona gore her bir hiicre sinifindan birer adet fazla olacak
sekilde kuyucuklu plakalar hazirlanir.

Hazirlamis  oldugunuz konsantrasyonlardan hangisi
(6rnegin 100 pM’lik soliisyonun tzerindeki ilag soliis-
yonu, hiicre proliferasyonunu tamamen inhibe ediyor
ise 100 puM’lik ilag dozu esas alinir) hiicrelerin prolife-
rasyonunu inhibe ediyor ise o doz esas alinarak deneyler
gerceklestirilir.

Hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina dayali kolorimet-
rik metotlarda, MTT ve MTS testleri yaninda arastir-
macilar; 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-
tetrazolyum-5- karboksianilid (XTT), 2-(4-iodofenil)-
3-(4-nitrofenil)-  5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum
(WST) gibi tetrazolyum tuzlari kullanilarak da renk
degisikligine gore testleri yorumlayabilmektedir.

Ticari kit yardimu ile (6rnegin MTT gibi, hiicre canlilik,
toksisite ve proliferasyon test kiti) hiicre canliligs testleri,
tetrazolyum tuzlari kullanilarak, -formazani inhibe eden
ve ol hiicrelerde bu formazan kristalinin olusup olusma-
masi esasina dayanan, kolorimetrik testler- agamasinda
ilag uygulamasindan 6nce ve sonra gergeklestirilir. Canlt
hiicreler, MTT’nin tetrazolyum halkalarini sindirmek
icin aktif mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinden
formazan kristallerini iiretirken, 6lii hiicreler de bu kris-
taller olusmaz (12).

Bu islemler genellikle 540-570 nm araliginda ve bir ELI-
SA mikroplaka okuyucusu kullanilarak gergeklestirilir.
Verilerin degerlendirilmesinde, ila¢ ilavesi yapilmayan
kontrol grubu orneklerinden elde edilen verilerin via-
bilitesi dedigimiz yasayabilirligi, %’de 100 olarak kabul
edilir. Buna gore diger kuyucuklar icerisinden elde edilen
absorbans degerlerinden blank degerler distiriildiikten
sonra, “Test OD/Kontrol ODX100” ve “1-Test OD/
Kontrol OD” formiilleri kullanilarak, proliferasyona ait
veriler, istatistiksel analizler yapilmak {izere kayit altina

alinir (5).

Hiicre yasayabilirligini belirlemek ve tetrazolyum testi-
nin sonuglarini dogrulamak icin niikleik asit baglayict
boyalarin kullanilmas tavsiye edilir. Akridin oranj (AO)

22

ve propidyum iyodiir (PI) gibi floresan boyalar DNA'ya
baglanarak kromatine dayali bir sekilde hiicrelerin ¢ekir-
dek yapisinin mikroskobik olarak degerlendirilmesine
yardim eder.

Ornegin AO, canli veya 6lii tiim gekirdekli hiicreleri
yesil fliloresans olusturarak boyar. P ise yalnizca zayif zar
biitiinliigiine sahip 6lii hiicrelere niifuz eder ve ¢ekirdek-
li hiicrelerin kirmizi floresan olusturmasi esasina dayali
renk reaksiyonudur. Ozetle AO ve PI ile boyandiginda,
tiim canli ¢ekirdekli hiicreler yesil fliioresans sergiler ve
tim oli gekirdekli hiicreler kirmizi fliioresans gosterir

(15).

Tripan mavisi, Eozin, Kongo kirmizisi ve eritrosin
B gibi fliioresan olmayan boyamalar ya da alamar
mavisi floresans testi ve AO ve PI boyamaya ek olarak
4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), nil mavisi, lek-
tin, pico-green, Hoechst-33342, Annexin-V' FITC, gibi
fliioresan boyalarin kullanilacagr liiminesans metotlar
uygulanabilmektedir (2, 13). Adenozin trifosfat (ATP)
biyoliiminesans testi ve gercek zamanli (real time) biyo-
liiminesans analizler de pratikte yerini almis durumdadir.

Bilindigi tizere, hiicrenin yasamini yitirmesini takiben,
hiicre icerisinde ATP molekiiliiniin sentez mekanizma-
lart kaybolmakta ve endojen ATPazlar, halihazirda bulu-
nan ATP’yi hizli bir sekilde ytkmaya baslar. Intraselliiler
ATP, hiicre canliliginin temel gostergesi seklinde nitelenir
ve hiicre caliliginin belirlenmesi metodolojilerinde ATP
biyoliminesans testi kullanilir. Real time biyoliiminesans
yontemi de ATP biyoliiminesans testine benzemekle bir-
likte, bu testte lusiferaz enzimi ve coelenterazin adi veri-
len ve oksijen ile reaksiyona girince 151k yayan, lusiferin
pro-substratt olan fotoproteinler kullanilir (14).

Hiicre hasari ya da 6liimii sonrast mikro ¢evrede yer alan
enzimler de 6l hiicre sayisinin belirteci olarak kullanila-
bilmektedir. Bu enzimler arasinda, stabilitesinden dolayi,
hiicre 6lim belirteci olarak, siklikla laktat dehidroge-
naz, canlilik testleri arasinda ilk siralarda yerini almistr
(22,23).

Laktat dehidrogenaz; organizma icerisinde neredeyse
tim hiicrelerde yer alan sitoplazmik bir enzim olup,
hiicreler, toksik bir maddeye maruz kaldiginda, plazma
membran biittinliikleri bozulmakta ve laktat dehidroge-
naz, hiicrelerden sizarak hiicre medyumuna gegmektedir.
Bu spektrofotometrik olarak, hiicrelerden sizarak hiicre
medyumuna gegen laktat dehidrogenazin dl¢timiidiir (3).
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Tiim bunlara ek olarak, invert 1stk mikroskopisi yardimi
ile de hem hiicrelerin yiizey morfolojisi hem de hiicrele-
rin mikro-gevresinde yer alan ekstra seliiler matriks gibi
yapilar da degerlendirilebilir (18-20).

Ozetle farkli metodoloji mekanizma ve hassasiyetle-
re sahip MTT, MTS, XTT ve WST gibi tetrazolyum
testleri ve de laktat dehidrogenaz testi, alamalar mavisi
testi ve biyoliiminesans testlerin, hiicre sitotoksisitesinin
degerlendirilmesinde, literatiirde yogun olarak kullanil-
dig1 goriilmektedir. Hiicrenin viabilite, proliferasyon ve
sitotoksisite acisindan degerlendirilebilmesinde; boyama,
kolorimetrik, fluorometrik ve luminometrik metodolo-
jiler ile birlikte 3-, 8- ve -9 kaspazlarin aktivite ve sevi-
yeleri ile birlikte, terminal deoksiniikleotidil (TdT)2’-
deoxyuridine, 5’-triphosphate transferaz (dUTP)’in
birlesmesinden olusan, “7dT-dUTP nick-end-labelling’
olarak da bilinen TUNEL metodolojisi sayesinde apopi-
toz belirlenebilir (4,10)

Otofajinin belirlenmesi i¢in de Beclin-1, p62, LC-3 gibi
otofajide onem arz eden yolaklarin gen/protein ifade-
lerinin diizeyleri degerlendirilerek de analizler yapila-
bilmektedir (17). Ayrica, sadece farmakolojik ajanlarin
degil, neredeyse tiim farmasotik/kozmetik/kozmesotik
preparatlar, agir metaller/fungusit/pestisit gibi kimyasal-
lar ve biyolojik ya da fiziksel ajanlar da in vitro olarak
sitotoksisite agisindan, bu béliimde bahsi gegen test
yontemleri kullanilarak degerlendirmeye alinabilecegi
unutulmamalidir. Ayrica, herhangi bir farmasétigin
sadece hiicrenin canliligina, proliferasyonuna etkisi ya da
hiicreye toksisitesinin degil, ayni zamanda, test edilecek
olan farmakolojik ajanin, genlere ve transkripsiyon fak-
torlerine de etkisinin, kantitatif real time polimeraz zincir
reaksiyonu ve/veya sodyum dodesil siilfat poliakrilamid
jel elektroforezi sonrasi “Western Blot” yontemi ile test
edilmesi 6nemlidir (18-20).
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