DENEY NO: 9
SITOTOKSISITE

A) Genel Bilgi:

Sitotoksisite; canli hiucreler Uzerindeki toksik etki oranini ifade eder. Sitotoksisite testleri,
toksik oldugu dusunudlen maddenin, uygun hicre kultiriinde, hiicre ¢gogalma orani ve hlcre
Uzerindeki toksik etkisi dikkate alinarak degerlendirme vyapilan testlere denir. Bu test
sistemleri; morfolojik olarak hiicresel hasarin gdzlenmesi, hicresel hasarin gesitli dlgim
yontemleri ile belirlenmesi, hiicresel buyimenin belirlenmesi, hicresel metabolizmadaki

herhangi bir degisikligin belilenmesi amaciyla yapiimaktadir.

Sitotoksisite testleri invivo veya invitro olarak yapilabilmektedir. invitro testlerde,
sitotoksisitesi arastirilan madde artan konsantrasyonlarda hicrelere uygulanir. Bu maddenin

hicre morfolojisi ve hiicrelerin yasama oranlari Uzerine etkileri arastirilir.

Sitotoksisite 5 farkl yontem kullanilarak dlgulebilir, bunlar;

1. MTT yontemi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid]: Bu ydntemde
MTT formazana indirgenir, bu esnada olusan renk kolorimetrik olarak élculir. Olusan
formazan miktari canli hiicre sayisini verir.

Tripan mavisi yontemi (Laboratuarimizda bu yéntem kullanilacaktir)

3. Silforodamin B yontemi: Kiton kirmizisi kullanilarak yapilan bir fluoresan boyama
yontemidir.

4. WST yontemi (2-(4-lodofenil)- 3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolium,
monosodyum tuzu): Bu ydntemde hlicre proliferasyonu ve yasama oranini
kolorimetrik olarak tayin edilir.

5. Klonojenik yontem: Mikrobiyolojik bir ydntemdir. Genellikle kanser arastirma
laboratuarlarinda ilaglar veya radyasyonun, timdr hicrelerinin proliferasyonu

Uzerindeki etkilerinin aragtirilmasi amaciyla kullanilr.



B) Deneyin Yapilisi:

Kandan lenfosit izolasyonu:
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Oncelikle fikol (lenfosit ayirma ¢ézeltisi) 1siktan korunarak oda sicakhigina getirlir.

50 ml'lik LeucoSep tuplere 15 ml fikol konur.

1000 g’de 30 saniye oda sicakliginda santrifuj edilir.

Taze ve antikoagtle edilmis (heparinli tipe alinarak) 15-30 ml kan tlpe aktarilir.

1000 g’de 10 dakika oda sicakliinda santriftj edilir.

Santrifljden sonra tlpteki fazlarin siralamasi yukaridan asagiya su sekilde
olmaktadir:

Plazma - lenfosit iceren arafaz — fikol — disk — fikol — pellet (eritrositler ve

granulositler).

Lenfosit iceren arafaz bir pastor pipet yardimi ile alinir veya disk izerinde tim fazlar
bagka bir tipe aktarilir. Bu asamada tipte bulunan disk, eritrositler ve grantlositleri
iceren pelletin aktariimasini dnlemektedir.

Diger bir tipe aktarilan lenfositli fazin Gzerine 10 ml PBS ilave edilir. Vorteksledikten
sonra 250 g’de 10 dakika oda sicakliginda santrifuj edilir.

Santriflijden sonra Ust faz atilir, tekrar 10 ml PBS ilave edilerek 250 g’de 10 dakika
oda sicakliginda santriftj edilir.

Son santrifijden sonra Ust faz atilir ve pelletin Gzerine 1 ml RPMI ilave edilerek iyice
karigtirihir.

Bu sekilde lenfosit izolasyonu saglanmis olunur.




Lenfositlerin mikroskopta sayilmasi:

1. 1mllik lenfosit ¢ozeltisinden 40 ul alinir ve Uzerine 40 pl trypan mavisi eklenir
(dilusyon faktoru = 2) ve karigtirilir.

2. Neubauer sayim lami alinir. Uzerine sekilde gérildigu gibi lamel kapatilir. Lenfosit-
trypan mavisi karisimi bekleme yapilmadan uygulanir.
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3. 1, 3,5, 7 ve 9 numarall karelerdeki hucreler sayilir.

1, 3, 7 ve 9 numarali karelerin (kbse kareler) icerisinde 16 adet
kiiclk kareler, 5 numarali karenin (merkez kare) igerisinde ise 25
adet kiguk kare bulunmaktadir. Her bir kare 1mm?dir ve derinlik
0.1 mm’dir, buna gére her karedeki hacim 0.1 mm? ‘tir. (0.0001
ml)

Yandaki sekilde kose karelerden bir tanesi gorilmektedir. Sayim
yapilirken soldan saga, yukaridan asagiya gidilmelidir. Ayni hiicreyi iki
kez saymamak amaciyla, karelerin sol ve Ust gizgilerine temas eden
hlcreler sayilir, alt ve sag gizgilere temas eden hiicreler sayilmaz.

Canh hicreler sekildeki gibi gorulurken o6lmus hicreler boyayi
absorbe edeceginden icleri mavi goralur.

4. Sayilan 5 karedeki hiicrelerin ortalamasi alinir, diliisyon faktérii ve 10 ile garpilr.

Toplam hiicre sayisi

x 10* x 2 = 1 ml’deki hiicre sayisi.

5. 5 kare icerisindeki 6lu hicrelerin sayisi hesaplanir.

6. % Yasama orani bulunur.

Lenfositlerin H,O, ile maruz birakilmasi:

25, 50 ve 100 pM H,0O, hazirlanir.

3 adet ependorf alinir, her birine 50 ul lenfosit ¢ozeltisi + 900 yl PBS + 50 ul H,0, (25, 50
ve 100 uM H,0, olacak sekilde) konulur.

5 dakika buzdolabinda bekletilir.

5 dakika 2000 rpm’de santriftj edilir.

Ust faz atildiktan sonra 900ul PBS ilave edilerek karigtirilir.

Tekrar 5 dakika 2000 rpm’de santrifuj edilir.

Ust faz atildiktan sonra RPMI ile 1 ml'ye tamamlanir.

H.O,’e maruz birakilan lenfositlerde hicre sayimi yapilir.
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