KONTAMINASYON

Bacteria (cocei) @ 320x magnification. In this example, the cells are the larger refractile bodies, while the
bacteria appear as very small dark "dots" in the spaces between the cells.
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KONTAMINASYON

v' Kontaminasyon hicre kultiirti laboratuvarlarinda en cok karsilasilan
problemlerden birisidir.

v' Hicrelerin kultir edildigi besi yeri ortaminin istenmeyen canli ya da
cansiz bir kisim faktorler tarafindan isgal edilmesi durumudur.

v' Kontaminasyon hiicrelere zarar verdigi gibi yapilan calismanin

sonuclarini da etkiler.




KONTAMINASYON

Kontaminasyon problemleri 3 sinifa ayrilabilir;

- Kiiciik capli problemler: inkubatorde birkac plate’de kontaminasyon
gorular.

- Ciddi problemler: Kontaminasyon sikligi artar, buttn bir deney ya da
bitdn plate’lerin kontamine oldugu durumlardir.

- Bliyuk capli problemler: Tespit edilen kontaminasyon kaynaginin
gecmiste yapilan ve yapilmasi planlanan deneylerin hepsini riske

attigi durumlardir.



KONTAMINASYON

v’ Zaman, para ve emek kaybi,

v  Hicreler  Uzerinde  telafisi
olmayan zararlar,

v Deney sonuclarinin etkilenmesi,

v Arastirmaci  Uzerinde olusan
stres,

v Degerli urinlerin  kaybolmasi

(ozel hiicre hatlari gibi...)




KONTAMINASYON KAYNAKLARI

Mistaken Identity

s mislabeled or labels
Careless lab procedures have led to the - are misread
contamination and mislabeling of cancer cell % R >
lines used by researchers around the world. N - ]

Containers are

Inexperienced or distracted
technicians use the same tool when
working with different samples

A pipette or other
tool isn’t sterilized

Cell samples from
colleagues and
other labs aren't
thoroughly tested

The Wall Street Journal ™
An example scenario of potential cell contamination.




KONTAMINASYON KAYNAKLARI

Laboratuvardaki islemler Kaynakl;

» Partikullerin hareketi
- Hapsirma, o6kstirme, ya da laboratuvar icerisinde hizli
hareket neticesinde hava hareketi
- Dikkatsiz pipetleme, vorteksleme ve santrifujleme

» Solusyon ya da kullanilan malzemelerin karistiriimasi

> Ozensiz otoklavlama

» Ayni anda birden fazla hiicre ile calisma



KONTAMINASYON KAYNAKLARI

Laboratuvardaki Ekipmanlari Kaynakls;

v Diizenli temizlik ve bakimi yapilmayan inkubator,
buzdolabi, su banyosu, vs.

v’ Besi yeri ve kullanilan plastik malzemelerin steril
olmamasi

v Kirli kiyafet ya da lab onlugu

v’ Besleyici hticrelerin kullanim



KONTAMINASYON KAYNAKLARI

Kontaminasyon kaynaklari 2 baslik altinda incelenebilir.
v Kimyasal Kontaminantlar
- Huacre kualtdrd ortaminda hcrelerin  yasamini  ve
deneylerin sonucunu olumsuz etkileyecek kimyasal ajanlar
v’ Biyolojik Kontaminantlar
- Huicre kulturu ortaminda hucrelerin  yasamini  ve

deneylerin sonucunu olumsuz etkileyecek biyolojik ajanlar



KIMYASAL KONTAMINASYON KAYNAKLARI
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Besi yeri; icerik ya da su kaynakl

Serum; canli organizmalardan temin edildikleri icin serum iceriginde
dolayisiyla biylime faktorleri ve hormon iceriginde farkhliklar olmasi

Su

Endotoksinler

Saklama kaplari

Florasan Isiklar, besi yerinde bulunan tryptophan, riboflavin veya HEPES’in
fotoaktivasyonu ile serbest radikal molekullerinin olusmasi

inkiibatorler, saf olmayan CO2 kaynag, dezenfeksiyonda kullanilan

kimyasallar



BiYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI

> Bakteri

» Mantar ve maya
- Bakteri, mantar ve maya kontaminasyonu en sik gorulen
kontaminantlardir, havada c¢ok miktarda bulunmalari ve uygun
ortamda kolayca cogalabilmeleri bunun baslica nedenleri
arasindadir.

» Mikoplazma

» Virus

» Hucreler arasi capraz kontaminasyon



BiYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI

v Kullanilan malzemelerin steril olmayan yizeylerle
temasi

v  Hicrelerin  kulttrleri, tasinmasi ve inklUbasyonlari
esnasinda hava zerreciklerinin besi ortamina dismesi

v’ Sivi ortamlar araciligiyla canli organizmalarin besi yeri
ortamina tasinmasi (oOzellikle islak kalmis kapaklar
araciligiyla)

v’ Arastirmacinin hata ve yanlislari



BiYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI

Bakteri, Mantar ve Mayalar

v Hemen hemen her yerde bulunurlar ve besi yeri ortami blylyup
cogalmalari icin cok uygundur.

v Ozellikle antibiyotiklerin yoklugunda 2-3 giinliik bir sure icerisinde
ortaya cikabilirler (Mikroskop altinda gorulebildikleri gibi, besi
ortaminin rengi, pH’st ve berrakhgindaki degisimlerden de fark
edilebilirler).

v Cok yuiksek miktarlarda kullanilan antibiyotikler antibiyotige direncli

organizmalarin olusumuna neden olabilir.



BiYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI




BiYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI




BiYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI




BiYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI

Viriis

v Cok kicuk olmalarinda dolayi hiicre kiltiiri ortaminda en zor tespit
edilebilen kontaminantir.

v' Kucuk olmalari icerisinde bulunduklari ortamdan
uzaklastirilabilmelerini de zorlastirir.

v" Viris kontaminasyonu birincil olarak arastirmaci icin tehdittir.

v’ Virus kontaminasyonu riski olan (primer kultur, diger canli tirlerine

ait hiicreler) hiicrelerle calisilirken ekstra dikkatli olunmalidir.



BiYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI

Mikoplazma

» Mikoplazmalar  kendiliginden  bolinip  cogalabilen en  kigik
organizmalardir.

» Su anda var olan hiicrelerin %10-15’inin mikoplazma ile kontamine oldugu
tahmin edilmektedir.

» Mikoplazma varhgi hicrelerin saghkli bir sekilde biylimelerine engel
olurken, hicrelerde kromozom anomalileri de dahil birgcok sorun
olustururlar.

» Genellikle gozle tespit edilemediklerinden ve oldukca yaygin olduklarindan

hicre kiltird calismalari acisindan onemli bir tehdittir.



BIYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI




BiYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI

Capraz kontaminasyon
v’ Agresif olan (ikiye bolinme sureleri kisa olan) hticreler

potansiyel capraz kontaminasyon kaynaklaridir.

v’ Capraz kontaminasyon ozellikle calisan hatasindan

kaynaklanir.

v’ Deney sonuclarini dogrudan etkilediginden duizenle
olarak hucreler karakterizasyon islemine tabi tutularak

takip edilmelidirler.



BIYOLOJIK KONTAMINASYON KAYNAKLARI




KONTAMINASYONDAN NASIL KORUNABILIR?

» Calisirken aseptik teknigin kullaniimasi

»Besi vyerlerinde dizenle olarak antibiyotik
kullanilmasi,

» Laboratuvar personelinin iyi egitilmis olmalari,

» Kullanilan materyallerin alikotlanarak (kictk

miktarlara boltnerek) kullaniimasi,



KONTAMINASYONDAN NASIL KORUNABILIR?

v' Calismanin  her asamasinda laminar kabinlerde

calismaya 0zen gosterme,
v Laminar kabinin kullanilmadan 6nce 30 dk UV’ye maruz
birakilmasi ve laminar kabin acildiktan sonra en az 5 dk

calistirthp sonra kullaniimaya baslanmasi

v’ Laboratuvarin dizenli olarak temizlenmesi



KONTAMINASYONDAN NASIL KORUNABILIR?

» Capraz kontaminasyonu onlemek icin hicre
morfolojilerinin dikkatle takip edilmesi,

»Aynl anda sadece tek bir hlicre hatti ile
calisiimasi,

»Kullanllan  petri  ve flasklarin  6zenle

isaretlenmesi



ADHERENT HUCRELER

Genellikle solid dokulardan elde edilen
hicreler kultir ortam yizeyine tutunarak gelisir

ve cogalirlar.

Bu sekilde tutunma (adhezyon) molekiilleri
ile bir zemine tutunarak cogalan hucrelere

adherent htcre denir.
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SUSPANSE HUCRELER

Kan ve kemik iligi hucreleri Ureyip
cogalmalar icin genellikle bir yuzeye ihtiyac

duymazlar veya cok az ihtiyac¢ duyarlar.

Bu tip kulturlere slispansiyon kulturler denir.






HUCRE MORFOLOJISI

Hucreler sekillerine ve goriunuslerine gore

uc sekilde siniflandirilirlar.




1.FibroblasHk (Fibroblast benzeri):

v’ Bipolar veya multipolar, uzamis forma sahiptirler.

v’ Yuzeye tutunarak buydrler.




2.Epiteliyal benzeri :
v’ Poligonal sekilde ve daha dizenli ebatlara
sahiptir.

v'Yiuzeye tutunarak blydrler.




3.Lenfoblast benzeri:

v Kire seklinde ve siispansiyon icinde buydrler.
v'Yuzeye tutunmazlar.




HUCRE KARAKTERIZASYONU




KARAKTERIZASYON

v’ Chacterizasyon: Hiicre nitelendirmesi veya hiicre

tanimlanmasi diye de Turkce'ye cevrilebilir.

v Ama Turkce’de kullanimi olarak bakildiginda “Hiicre

karakterizasyon” seklinde kullanildigi gortulmektedir.

What does he look What do they look like?

Whiskers

Four fingers

Two-toed Feet




NEDEN KARAKTERIZASYONA iHTIYAC
DUYULUR?

v’ Hiicre hattinda her hangi bir capraz kontaminasyon
olup olmadiginin anlasilmasi veya tanimlanmanin yanlis
yapilip yapilmadiginin dogrulanmasi

v’ TUrln orjininin konfirme edilmesi

v' Doku orjinin belirlenmesi (hangi hucre soyuna ait
oldugu ve bu soyda hangi durumda bulundugu -kok

oncu yada farkhlasmis mi gibi-)



NEDEN KARAKTERIZASYONA iHTIYAC
DUYULUR?

v Transforme olup olmadigini belirlenmesi (sonlu mu
sonsuz mu, malignant ozellik tasiyip tasimadigi)
v Hiicre hattinin genetik instabilite egilimi ve fenotipik
varyasyonlarinin belirlenmesi
Bu secilmis hucre hattinin gereken buttn ozellikleri
gosterip gostermediginin  kontrol edilmesi icin

onemlidir.



o\ e

Hiicre Karakteristiginin Bilinmesinin
Ne Gibi Faydalari Vardir?

Hicre hattinin kimliginin ve 06zelliklerinin belirlenmesi tasarlanan

deney suresince yapilacak gozlemler sonucunda,

Hicrenin  genotipinde veya fenotipinde gorilecek degisiklerin
belirlenmesi,

Kontaminasyon olup olmadiginin takibi,

Hucrelerin hicre kilttrtd ortaminda gelisiminin takibi,

Hlcrelerin yasamsal gereksinimlerinin belirlenmesi icin 6nemi c¢ok

buyuktar.



Karakterizasyon icin Kullanilan
Belirtecler ve Yontemleri

» Hiicre morfolojisi

» Kromozom Analizi

» DNA Analizi

> Antijenik Isaretciler

> Intermediate filament proteinler
» Enzim Aktivitesi

> Izoenzim Aktivitesi



KAYIT TUTULMASI VE KOKEN

v Yeni bir hiicre hatti geldiginde
yada primer kultlirden hicre
hatti elde edildiginde, buatin
bilgilerin kayit altina alinmasi
karakterizasyonun tam yapilmasi

gerekmektedir.

v’ Bu hicre hattinin devaminda
olusacak degisimleri
degerlendirebilmek icin

onemlidir.




cell bank

web site

American type culture
collection (ATCC)

http://www.atcc.org

Coriell cell repository

http://www.locus.umdnj.edu/ccr

European collection of animal
cell cultures (ECACC)

http://www.ecacc.org.uk

Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ)

http://www.dsmz.de

Japanese collection of research
bioresources (JCRB)

http://www.cellbank.nihs.go.jp

RIKEN gene bank

http://www.rtc.riken.go.jp




PC-3 (ATCC® CRL-1435™)

Organism: Homo sapiens, human / Tissue: prostate; derived from metastatic site: bone

GENERAL INFORMATION CHARACTERISTICS CULTURE METHOD SPECIFICATIONS I

DOCUMENTATION

Organism

Tissue

Product Format

Morphology

Culture Properties

Biosafety Level

Homo sapiens, human

prostate; derived from metastatic site: bone

frozen

epithelial

adherent (The cells form clusters in soft agar and can be adapted
to suspension growth)

Biosafety classification is based on U.S. Public Health Service

Guidelines, it is the responsibility of the customer to ensure that

their facilities comply with biosafety regulations for their own

country.



Disease

Age

Gender

Ethnicity

Applications

Storage Conditions

grade |V, adenocarcinoma

62 years adult

male

Caucasian

This cell line is a suitable transfection host.

liquid nitrogen vapor phase



Karyotype

Images

Derivation

Clinical Data

Antigen Expression

Genes Expressed

Tumorigenic

The line is near-triploid with a modal number of 62 chromosomes.
There are nearly 20 marker chromosomes commonly found in
each cell; and normal N2, N3, N4, N5, N12, and N15 are not
found. No normal Y chromosomes could be detected by Q-band
analysis.

The PC-3 was initiated from a bone metastasis of a grade IV
prostatic adenocarcinoma from a 62-year-old male Caucasian.

62 years adult

Caucasian

male

The PC-3 was initiated from a bone metastasis of a grade IV
prostatic adenocarcinoma from a 62-year-old male Caucasian.

HLA A1, A9

HLA A1, A9

Yes



Complete Growth Medium

Subculturing

The base medium for this cell line is ATCC-formulated F-12K
Medium, Catalog No. 30-2004. To make the complete growth
medium, add the following components to the base medium: fetal
bovine serum to a final concentration of 10%.

Volumes are given for a 75 cm? flask. Increase or decrease the
amount of dissociation medium needed proportionally for culture
vessels of other sizes. Corning® T-75 flasks (catalog #430641)
are recommended for subculturing this product.

1.
2.

6.

Remove and discard culture medium.

Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin-
0.53 mM EDTA solution to remove all traces of serum
that contains trypsin inhibitor.

. Add 2.0 to 3.0 mL of Trypsin-EDTA solution to flask and

observe cells under an inverted microscope until cell
layer is dispersed (usually within 5 to 15 minutes).
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by
hitting or shaking the flask while waiting for the cells to
detach. Cells that are difficult to detach may be placed
at 37°C to facilitate dispersal.

. Add 6.0 to 8.0 mL of complete growth medium and

aspirate cells by gently pipetting.

. Add appropriate aliquots of the cell suspension to new

culture vessels.

Incubate cultures at 37°C.

Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:3 to 1:6 is
recommended
Medium Renewal: 2 to 3 times per week



Cryopreservation Freeze medium: Complete growth medium supplemented with
5% (v/iv) DMSO
Storage temperature: liquid nitrogen vapor phase

Culture Conditions Atmosphere: air, 95%; carbon dioxide (CO>), 5%
Temperature: 37°C



STR Profile

Amelogenin: X
CSF1PO: 11
D137 11
D165539; 11
D5S818: 13
D75820: 8,11
THOT. 6,7
TPOX: 8,9
VWA: 17



KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

Morfolojik Degerlendirme;

» Hucrelerin karakterizasyonunda morfolojinin
izlenmesi ve degerlendirilmesi en basit ve
direk yontemdir.

»Hucrelerin sekli, yapisi ve biylikligiiniin

incelenmesidir.



Morfolojik Degerlendirme;

Cogu hlicre morfoloji olarak 3 temel

kategoride degerlendirilir;

v’ Fibroblastik

v Epitelyal

v Lenfoblastik




ATCC Number: CRL-1435
Designation: PC-3

N

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm




ATCC Number: CCL-81
Designation: Vero

* Y : . B e \
Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm




ATCC Number: CCL-10
Designation: BHK-21

+ 2 L

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm




KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

Morfolojik Degerlendirme;

Morfolojik degerlendirmenin bir kisim eksiklikleri vardir.

v" Farkli kultir kosullarina hiicrelerin morfolojik tepkisi ile ilgilidir.

v’ Besi vyeri ortaminda gortlen bir kisim degisiklikler hicre
morfolojisini etkileyebilir.

v' Hucrelerin saghg acisindan surekli morfoloji takibi yapmak
onemlidir.

v’ Hicreler karsilastirmali olarak takip edilerek morfolojik degisimler

gozlemlenebilir.



TUR BELIRLENMESI

» Karyotipleme en geleneksel metottur.

» Karyotip; kromozomlarin 06karyotik hiicre
cekirdekleri icerisindeki sayi ve gorluntusudur.

» Karyotiplemede kromozomlar ciftler halinde,
boyut ve sentromerlerinin pozisyonuna gore

siralanirlar.



KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI
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KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

Karyotipleme yapilirken; > 9

» Kromozom  sayilarinin  tespit x
edilmesi 4

» Kromozom  boylarinin  tespit g .g
edilmesi 1

» Sentromer pozisyonlarinin tespit

edilmesi } g

» Heterokromatik bolgelerin analizi



KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

» Fare ve insan hicrelerinin ortak kullanildigi laboratuvarlarda capraz
kontaminasyonun belirlenmesinde 6nemlidir.
» Limitlidir. Farkh insan hiicre hatlarinin kullanildigi laboratuvarlarda

olusabilecek capraz kontaminasyonlarin belirlenmesinde yetersiz kalir.
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KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

v’ Karyotip

degerlendirilebilmektedir.

analizi

ile genom

stabilitesi

Metaphase Spread
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Number of metaphase spreads counted

20

Band level

300-400

Number of metaphase spreads karyotyped 10

Chromosome range 61-64
Sex Male
Comments Aneuploid*

de



KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

Spectral karyotyping (SKY)




KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

Hucrelerin Orijininin Belirlenmesi;
DNA miktar analizi

» DNA icerigi Pl (propidium iodide), Hoechst 33258, DAPI gibi DNA'yi
boyayan boyalar yardimiyla ozellikle transforme olmus hicreleri
tespit etmek icin kullanilir.

» Transforme olan hiicreler anoploid veya heteroploid olduklari icin
kolaylikla ayirt edilebilirler.

» Bu yontemin kullanilabilmesi icin populasyondaki cogunluk hucrenin

transforme olmus olmasi gereklidir.



KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

Hucrelerin Orijininin Belirlenmesi;

DNA hibridizasyonu

» Cesitli problar kullanilir ve bu problarin hedef dizilerine
hibridize olmasi ile analiz yapilr.

» Tire 0zgl dizilere baglanan problar kullanilabilir.

» Hiicre hattina 6zgii baz veya baz dizisini hedefleyen problar
kullanilabilir

» Amplifiye olmus bolgelere 6zgi problar kullanilabilir.



KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

Hucrelerin Orijininin Belirlenmesi;

DNA fingerprint analizi

» DNA Uizerinde kisiye 0zgli parmakizi 0Ozelligi gosteren
varyant bolgelerin analizi

» Tek Nukleotit Polimofizmi (SNP)

» Restriksiyon Fragman Boyu Polimorfizmi (RFLP)

» Kisa Tandem Tekrarlar (STR)



KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI

* Hucrelerin Orijininin Belirlenmesi;

STR Profile Amelogenin: X
CSF1PO: 11

D13S317: 11
D16S539: 11
D5S818: 13
D75820: 8,11
THO1: 6,7
TPOX: 8,9
VWA: 17



KARAKTERIZASYON PARAMETRELERI
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HUCRE KOKENI DOKU ISARETCILERI

Hicre ylizey antijenleri;

»Bu markerlar hometopoetik hiicreler ve

epitelyum icin kismen kullanishidir.



HUCRE KOKENI DOKU ISARETCILERI

Hiicre yluzey antijenleri;
Intermediate filament proteinler;
v GFAP - astrositler
v Desmin = kaslara spesifik
v’ Sitokeratin - epitel hucreler ve mezotelyum,
v" Norofilamentler - noronlar ve noroendokrin hucreleri
v Vimentin > mezodermal kokenli hucrelerde (in vivo) in

vitroda ise diger htcre tiplerinde de gordulebilir.



Hiicre ylizey antijenleri;

Cell type Antibody to Localization Specificity Comments

Anterior pituitary hGH Colgi and secreted High

Astroglia GFAP Intermediate-filament ~ High (See also Table 22.3)
cytoskeleton

B-cells CD22 Cell surface High Co-receptor for B-cell

receptor (BCR)
B-cells, immature CD20 Cell surface High Not in plasma cells
Breast epithelium a-Lactalbumin, casein ~ Golgi and secreted High Needs differentiation

Colorectal and lung
adenocarcinoma
Endothelium

Epithelium

CEA
Factor VIII
V-CAM

L-CAM
Cytokeratin

EMA
HMFG T & I

Cell surface and Golgi
Weibl-Palade bodies

Cell surface

Cell surface

Intermediate-filament
cytoskeleton

Cell surface
Cell surface

Intermediate
High
High

High
High

High
High

induction
Cell adhesion molecule

Granular appearance
diagnostic

Cell adhesion molecule

Cell adhesion molecule

Some antibodies also
stain mesothelium;
specific antibodies for
different epithelia

Same antigen as HMFG

Same antigen as EMA



Hiicre Kokeni Doku isaretcileri

Enzimler
v Dokuya spesifik enzimler vardir.
v Enzim karakterizasyonunda 2 parametre vardir.
1. Esas seviye (uyaran olmadigi durum)
2. Uyarilmis ya da adaptif seviye (uyaran oldugu

durumlarda)



Hiicre Kékeni Doku Isaretcileri

Enzyme Cell type Inducer Repressor Reference
Alkaline phosphatase Type Il pneumocyte (in Dexamethasone, TGF-B Edelson et al., 1988;
lung alveolus) oncostatin, IL-6 McCormick &
Freshney, 2000
Alkaline phosphatase Enterocytes Dexamethasone, NaBt Vachon et al., 1996
Angiotensin-converting Endothelium Collagen, Matrigel Del Vecchio and
enzyme Smith, 1981
Creatine kinase BB Neurons, neuroendocrine Gazdar et al., 1981
cells, SCLC
Creatine kinase MM Muscle cells IGF-II FGF-1,2,7 Stewart et al., 1996
DOPA-decarboxylase Neurons, SCLC Chung et al., 2006;
Gazdar et al., 1980
Glutamyl synthetase Astroglia (brain) Hydrocortisone Glutamine Hallermeyer &

Neuron-specific enolase
Nonspecific esterase
Proline hydroxylase
Sucrase

Tyrosinase

Tyrosine aminotransferase

Neurons, neuroendocrine
cells

Macrophages

Fibroblasts

Enterocytes

Melanocytes

Hepatocytes

PMA, Vitamin D,
Vitamin C
NaBt

cAMP

Hydrocortisone

Hamprecht, 1984
Hansson et al., 1984

Murao et al., 1983
Pinnel et al. 1987
Pignata et al., 1994;

Vachon et al.,
1996

Park et al., 1993,
1999

Granner et al., 1968




Hiicre Kokeni Doku isaretcileri

Izoenzimler

Enzim aktiviteleri karsilastirilirken enzim protein
polimorfizmleri, bazen hizlari gz online alinarak da belirlenebilir.

Iste dokudan dokuya degisen bu enzimlere izoenzimler denir.

v' Kromotografik, yada elektroforetik olarak karsilastirilabilirler.
v Ornegin, Kreatin kinaz CKMM izoenzimi kaslarda bulunurken,

v" CKBB ise noronal ve noroendokrin hucrelerde karakterizedir.



Hiicre K6keni Doku Isaretcileri

Izoenzimler

Fare

insan

insan

Cin hamsteri

W=

Glucoz-6-fosfat dehidrogenaz Laktad dehidrogenaz



Hiicre Kokeni Doku isaretcileri

Izoenzimler

» Nucleoside phosphorylase

» Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD)
» Malate dehydrogenase (MD)

» Lactate dehydrogenase (LD)

» Aspartate aminotransferase (AST)

» Mannose-6-phosphate isomerase (MPI)

> Pep*dase B (Pep B)



BEAS-2B Human Lung Epithelial
BHK-21 Hamster Kidney Fibroblastic
HL-60 Human Myeloblast Blood cells

MDCK I Dog Kidney Epithelium

CHO Hamster Ovary Fibroblast



Phosphate Buffered Saline (PBS)

v Hiicre ici ve disindaki ozmotik basinci
dengede tutan bir tuz sollsyonudur.

v Icerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre
metabolizmasini destekler.

v pH tamponlayarak hticreler icin uygun bir
ortam saglar.

v’ Kalsiyum ve magnezyum iyonlari icermez.

' Ins
10 B

Dulbecco's Phosphate
Butfered Saline (OPBS)

12 enFhent

Weret Cokeem
Weron Vagresus

Catalog #: 30002
Lotk B4
et folale

- —



Phosphate Buffered Saline (PBS)

v Hiicre ici ve disindaki ozmotik basinci
dengede tutan bir tuz sollsyonudur.

v Icerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre
metabolizmasini destekler.

v pH tamponlayarak hticreler icin uygun bir
ortam saglar.

v’ Kalsiyum ve magnezyum iyonlari icermez.

' Ins
10 B

Dulbecco's Phosphate
Butfered Saline (OPBS)

12 enFhent

Weret Cokeem
Weron Vagresus

Catalog #: 30002
Lotk B4
et folale

- —



Tripsin/EDTA

» Tripsin hucre pasajlamalarinda kullanilan temel enzimdir.

» Tripsin, bir serin proteaz tipi enzimdir, lizin ve arjinin
aminoasitleri iceren peptidleri yikar.

» Laboratuvarlarda genellikle %0,25 EDTA’ll tripsin solusyonu
kullanilmaktadir.

» -20°C’de saklanir, daha vyiksek sicakliklarda bekleyen
tripsinin  aktivitesi duser, bu yuzden alikotlanarak

saklanmasi en uygunudur.






Tripsin/EDTA

v’ Serum tripsin inhibitorlerini icerir, hicrelere tripsin
uygulanmadan oOnce mutlaka bir kere Ca*? ve Mg*?
icermeyen PBS ile yikanmali ve vyuzeylerindeki serum
uzaklastirilmalidir.

v’ Tripsin hicrelerin ylzeyini 6rtecek kadar uygulanir.

v’ Tripsin sicaklik arttikca daha etkili calisir. Tripsin uygulanan
hicreler inkubatore konduklarinda daha cabuk yuzeylerden

ayrilirlar, oda sicakligindaysa daha yavas ayrilirlar.



