
KONTAMİNASYON



KONTAMİNASYON
ü Kontaminasyon hücre kültürü laboratuvarlarında en cok karşılaşılan

problemlerden birisidir.

ü Hücrelerin kültür edildiği besi yeri ortamının istenmeyen canlı ya da

cansız bir kısım faktörler tarafından işgal edilmesi durumudur.

ü Kontaminasyon hücrelere zarar verdiği gibi yapılan calışmanın

sonuçlarını da etkiler.



KONTAMİNASYON
Kontaminasyon problemleri 3 sınıfa ayrılabilir;

- Küçük çaplı problemler: İnkubatorde birkac plate’de kontaminasyon

görülür.

- Ciddi problemler: Kontaminasyon sıklığı artar, bütün bir deney ya da

bütün plate’lerin kontamine olduğu durumlardır.

- Büyük çaplı problemler: Tespit edilen kontaminasyon kaynağının

gecmişte yapılan ve yapılması planlanan deneylerin hepsini riske

attığı durumlardır.



KONTAMİNASYON
ü Zaman, para ve emek kaybı,

ü Hücreler üzerinde telafisi

olmayan zararlar,

ü Deney sonuçlarının etkilenmesi,

ü Araştırmacı üzerinde oluşan

stres,

ü Değerli ürünlerin kaybolması

(ozel hücre hatları gibi...)



KONTAMİNASYON KAYNAKLARI



KONTAMİNASYON KAYNAKLARI
Laboratuvardaki İşlemler Kaynaklı;

Ø Partikullerin hareketi

- Hapşırma, öksürme, ya da laboratuvar icerisinde hızlı

hareket neticesinde hava hareketi

- Dikkatsiz pipetleme, vorteksleme ve santrifujleme

Ø Solusyon ya da kullanılan malzemelerin karıştırılması

Ø Özensiz otoklavlama

Ø Aynı anda birden fazla hücre ile çalışma



KONTAMİNASYON KAYNAKLARI
Laboratuvardaki Ekipmanları Kaynaklı;

üDüzenli temizlik ve bakımı yapılmayan inkubator,
buzdolabı, su banyosu, vs.

üBesi yeri ve kullanılan plastik malzemelerin steril
olmaması

üKirli kıyafet ya da lab onluğu
üBesleyici hücrelerin kullanımı



KONTAMİNASYON KAYNAKLARI
Kontaminasyon kaynakları 2 başlık altında incelenebilir.

ü Kimyasal Kontaminantlar

- Hücre kültürü ortamında hücrelerin yaşamını ve

deneylerin sonucunu olumsuz etkileyecek kimyasal ajanlar

ü Biyolojik Kontaminantlar

- Hücre külturu ortamında hücrelerin yaşamını ve

deneylerin sonucunu olumsuz etkileyecek biyolojik ajanlar



KİMYASAL KONTAMİNASYON KAYNAKLARI

Ø Besi yeri; icerik ya da su kaynaklı

Ø Serum; canlı organizmalardan temin edildikleri icin serum iceriğinde

dolayısıyla büyüme faktörleri ve hormon iceriğinde farklılıklar olması

Ø Su

Ø Endotoksinler

Ø Saklama kapları

Ø Florasan Işıklar, besi yerinde bulunan tryptophan, riboflavin veya HEPES’in

fotoaktivasyonu ile serbest radikal molekullerinin oluşması

Ø İnkübatörler, saf olmayan CO2 kaynağı, dezenfeksiyonda kullanılan

kimyasallar



BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI

Ø Bakteri

Ø Mantar ve maya

- Bakteri, mantar ve maya kontaminasyonu en sık gorulen

kontaminantlardır, havada çok miktarda bulunmaları ve uygun

ortamda kolayca çoğalabilmeleri bunun başlıca nedenleri

arasındadır.

Ø Mikoplazma

Ø Virus

Ø Hucreler arası capraz kontaminasyon



BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI

ü Kullanılan malzemelerin steril olmayan yüzeylerle

teması

ü Hücrelerin kültürleri, taşınması ve inkübasyonları

esnasında hava zerreciklerinin besi ortamına düşmesi

ü Sıvı ortamlar aracılığıyla canlı organizmaların besi yeri

ortamına taşınması (özellikle ıslak kalmış kapaklar

aracılığıyla)

ü Araştırmacının hata ve yanlışları



BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI

Bakteri, Mantar ve Mayalar

ü Hemen hemen her yerde bulunurlar ve besi yeri ortamı büyüyüp

coğalmaları icin cok uygundur.

ü Özellikle antibiyotiklerin yokluğunda 2-3 günlük bir sure içerisinde

ortaya çıkabilirler (Mikroskop altında görülebildikleri gibi, besi

ortamının rengi, pH’sı ve berraklığındaki değişimlerden de fark

edilebilirler).

ü Çok yüksek miktarlarda kullanılan antibiyotikler antibiyotiğe dirençli

organizmaların oluşumuna neden olabilir.



BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI



BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI



BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI



Virüs

ü Çok küçük olmalarında dolayı hücre kültürü ortamında en zor tespit

edilebilen kontaminantır.

ü Küçük olmaları içerisinde bulundukları ortamdan

uzaklaştırılabilmelerini de zorlaştırır.

ü Virüs kontaminasyonu birincil olarak araştırmacı için tehdittir.

ü Virus kontaminasyonu riski olan (primer kultur, diğer canlı türlerine

ait hücreler) hücrelerle çalışılırken ekstra dikkatli olunmalıdır.

BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI



Mikoplazma

Ø Mikoplazmalar kendiliğinden bölünüp çoğalabilen en küçük

organizmalardır.

Ø Şu anda var olan hücrelerin %10-15’inin mikoplazma ile kontamine olduğu

tahmin edilmektedir.

Ø Mikoplazma varlığı hücrelerin sağlıklı bir şekilde büyümelerine engel

olurken, hücrelerde kromozom anomalileri de dahil birçok sorun

oluştururlar.

Ø Genellikle gözle tespit edilemediklerinden ve oldukça yaygın olduklarından

hücre kültürü çalışmaları acısından önemli bir tehdittir.

BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI



BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI



Çapraz kontaminasyon

ü Agresif olan (ikiye bölünme sureleri kısa olan) hücreler

potansiyel çapraz kontaminasyon kaynaklarıdır.

ü Çapraz kontaminasyon özellikle çalışan hatasından

kaynaklanır.

ü Deney sonuçlarını doğrudan etkilediğinden düzenle

olarak hücreler karakterizasyon işlemine tabi tutularak

takip edilmelidirler.

BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI



BİYOLOJİK KONTAMİNASYON KAYNAKLARI



KONTAMİNASYONDAN NASIL KORUNABİLİR?

ØÇalışırken aseptik tekniğin kullanılması

ØBesi yerlerinde düzenle olarak antibiyotik

kullanılması,

ØLaboratuvar personelinin iyi eğitilmiş olmaları,

ØKullanılan materyallerin alikotlanarak (küçük

miktarlara bölünerek) kullanılması,



ü Çalışmanın her aşamasında laminar kabinlerde
çalışmaya özen gösterme,

ü Laminar kabinin kullanılmadan önce 30 dk UV’ye maruz
bırakılması ve laminar kabin açıldıktan sonra en az 5 dk
çalıştırılıp sonra kullanılmaya başlanması

ü Laboratuvarın düzenli olarak temizlenmesi

KONTAMİNASYONDAN NASIL KORUNABİLİR?



ØÇapraz kontaminasyonu önlemek için hücre

morfolojilerinin dikkatle takip edilmesi,

ØAynı anda sadece tek bir hücre hattı ile

çalışılması,

ØKullanılan petri ve flaskların özenle

işaretlenmesi

KONTAMİNASYONDAN NASIL KORUNABİLİR?



ADHERENT HUCRELER

Genellikle solid dokulardan elde edilen

hücreler kültür ortam yüzeyine tutunarak gelişir

ve çoğalırlar.

Bu şekilde tutunma (adhezyon) molekülleri

ile bir zemine tutunarak çoğalan hücrelere

adherent hücre denir.





SÜSPANSE HÜCRELER

Kan ve kemik iliği hücreleri üreyip

çoğalmaları için genellikle bir yüzeye ihtiyaç

duymazlar veya çok az ihtiyaç duyarlar.

Bu tip kulturlere süspansiyon kültürler denir.





HÜCRE MORFOLOJİSİ
Hücreler şekillerine ve görünüşlerine göre

üç şekilde sınıflandırılırlar.



1.FibroblasHk (Fibroblast benzeri):

ü Bipolar veya multipolar, uzamış forma sahiptirler.

ü Yüzeye tutunarak büyürler.



2.Epiteliyal benzeri :
üPoligonal şekilde ve daha düzenli ebatlara

sahiptir.

üYüzeye tutunarak büyürler.



3.Lenfoblast benzeri:

üKüre şeklinde ve süspansiyon içinde büyürler.
üYüzeye tutunmazlar.



HÜCRE KARAKTERİZASYONU



KARAKTERİZASYON
ü Chacterizasyon: Hücre nitelendirmesi veya hücre

tanımlanması diye de Türkçe’ye çevrilebilir.

ü Ama Türkce’de kullanımı olarak bakıldığında “Hücre

karakterizasyon” şeklinde kullanıldığı görülmektedir.



NEDEN KARAKTERİZASYONA İHTİYAÇ
DUYULUR?

ü Hücre hattında her hangi bir çapraz kontaminasyon

olup olmadığının anlaşılması veya tanımlanmanın yanlış

yapılıp yapılmadığının doğrulanması

ü Türün orjininin konfirme edilmesi

ü Doku orjinin belirlenmesi (hangi hucre soyuna ait

olduğu ve bu soyda hangi durumda bulunduğu -kök

öncü yada farklılaşmış mı gibi-)



NEDEN KARAKTERİZASYONA İHTİYAÇ
DUYULUR?

ü Transforme olup olmadığını belirlenmesi (sonlu mu

sonsuz mu, malignant özellik taşıyıp taşımadığı)

ü Hücre hattının genetik instabilite eğilimi ve fenotipik

varyasyonlarının belirlenmesi

Bu seçilmiş hücre hattının gereken bütün özellikleri

gösterip göstermediğinin kontrol edilmesi için

önemlidir.



Hücre Karakteristiğinin Bilinmesinin
Ne Gibi Faydaları Vardır?

Hücre hattının kimliğinin ve özelliklerinin belirlenmesi tasarlanan

deney suresince yapılacak gözlemler sonucunda,

Ø Hücrenin genotipinde veya fenotipinde görülecek değişiklerin

belirlenmesi,

Ø Kontaminasyon olup olmadığının takibi,

Ø Hücrelerin hücre kültürü ortamında gelişiminin takibi,

Ø Hücrelerin yaşamsal gereksinimlerinin belirlenmesi için önemi çok

büyüktür.



Karakterizasyon İçin Kullanılan
Belirteçler ve Yöntemleri

ØHücre morfolojisi

ØKromozom Analizi

ØDNA Analizi

ØAntijenik İşaretciler

Ø İntermediate filament proteinler

ØEnzim Aktivitesi

Ø İzoenzim Aktivitesi



KAYIT TUTULMASI VE KÖKEN
ü Yeni bir hücre hattı geldiğinde

yada primer kültürden hücre
hattı elde edildiğinde, bütün

bilgilerin kayıt altına alınması
karakterizasyonun tam yapılması
gerekmektedir.

ü Bu hücre hattının devamında
oluşacak değişimleri

değerlendirebilmek için
önemlidir.

















KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ

Morfolojik Değerlendirme;

ØHücrelerin karakterizasyonunda morfolojinin

izlenmesi ve değerlendirilmesi en basit ve

direk yöntemdir.

ØHücrelerin şekli, yapısı ve büyüklüğünün

incelenmesidir.



Morfolojik Değerlendirme;

Çoğu hücre morfoloji olarak 3 temel

kategoride değerlendirilir;

üFibroblastik

üEpitelyal

üLenfoblastik









KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ
Morfolojik Değerlendirme;

Morfolojik değerlendirmenin bir kısım eksiklikleri vardır.

ü Farklı kültür koşullarına hücrelerin morfolojik tepkisi ile ilgilidir.

ü Besi yeri ortamında görülen bir kısım değişiklikler hücre

morfolojisini etkileyebilir.

ü Hücrelerin sağlığı açısından sürekli morfoloji takibi yapmak

önemlidir.

ü Hücreler karşılaştırmalı olarak takip edilerek morfolojik değişimler

gözlemlenebilir.



TÜR BELİRLENMESİ

ØKaryotipleme en geleneksel metottur.

ØKaryotip; kromozomların ökaryotik hücre

çekirdekleri içerisindeki sayı ve görüntüsüdür.

ØKaryotiplemede kromozomlar çiftler halinde,

boyut ve sentromerlerinin pozisyonuna göre

sıralanırlar.



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ

Karyotipleme yapılırken;
Ø Kromozom sayılarının tespit

edilmesi
Ø Kromozom boylarının tespit

edilmesi
Ø Sentromer pozisyonlarının tespit

edilmesi
Ø Heterokromatik bölgelerin analizi



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ

Ø Fare ve insan hücrelerinin ortak kullanıldığı laboratuvarlarda capraz

kontaminasyonun belirlenmesinde önemlidir.

Ø Limitlidir. Farklı insan hücre hatlarının kullanıldığı laboratuvarlarda

oluşabilecek capraz kontaminasyonların belirlenmesinde yetersiz kalır.



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ
ü Karyotip analizi ile genom stabilitesi de

değerlendirilebilmektedir.



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ

Spectral karyotyping (SKY)



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ
Hücrelerin Orijininin Belirlenmesi;

DNA miktar analizi

Ø DNA içeriği PI (propidium iodide), Hoechst 33258, DAPI gibi DNA’yı

boyayan boyalar yardımıyla ozellikle transforme olmuş hücreleri

tespit etmek için kullanılır.

Ø Transforme olan hücreler anoploid veya heteroploid oldukları icin

kolaylıkla ayırt edilebilirler.

Ø Bu yöntemin kullanılabilmesi icin populasyondaki coğunluk hucrenin

transforme olmuş olması gereklidir.



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ
Hücrelerin Orijininin Belirlenmesi;

DNA hibridizasyonu

Ø Ceşitli problar kullanılır ve bu probların hedef dizilerine

hibridize olması ile analiz yapılır.

Ø Türe özgü dizilere bağlanan problar kullanılabilir.

Ø Hücre hattına özgü baz veya baz dizisini hedefleyen problar

kullanılabilir

Ø Amplifiye olmuş bölgelere özgü problar kullanılabilir.



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ
Hücrelerin Orijininin Belirlenmesi;

DNA fingerprint analizi

Ø DNA üzerinde kişiye özgü parmakizi özelliği gösteren

varyant bölgelerin analizi

Ø Tek Nukleotit Polimofizmi (SNP)

Ø Restriksiyon Fragman Boyu Polimorfizmi (RFLP)

Ø Kısa Tandem Tekrarlar (STR)



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ

• Hücrelerin Orijininin Belirlenmesi;



KARAKTERİZASYON PARAMETRELERİ

• Hücrelerin Orijininin Belirlenmesi;



HÜCRE KÖKENİ DOKU İŞARETCİLERİ

Hücre yüzey antijenleri;

ØBu markerlar hometopoetik hücreler ve

epitelyum için kısmen kullanışlıdır.



HÜCRE KÖKENİ DOKU İŞARETCİLERİ

Hücre yüzey antijenleri;

Intermediate filament proteinler;

ü GFAP→ astrositler

ü Desmin→ kaslara spesifik

ü Sitokeratin→ epitel hucreler ve mezotelyum,

ü Norofilamentler→ noronlar ve noroendokrin hucreleri

ü Vimentin→mezodermal kokenli hucrelerde (in vivo) in

vitroda ise diğer hücre tiplerinde de görülebilir.



Hücre yüzey antijenleri;



Hücre Kökeni Doku İşaretcileri

Enzimler

üDokuya spesifik enzimler vardır.

üEnzim karakterizasyonunda 2 parametre vardır.

1. Esas seviye (uyaran olmadığı durum)

2. Uyarılmış ya da adaptif seviye (uyaran olduğu

durumlarda)



Hücre Kökeni Doku İşaretcileri



Hücre Kökeni Doku İşaretcileri

İzoenzimler

Enzim aktiviteleri karşılaştırılırken enzim protein

polimorfizmleri, bazen hızları göz önüne alınarak da belirlenebilir.

İşte dokudan dokuya değişen bu enzimlere izoenzimler denir.

ü Kromotografik, yada elektroforetik olarak karşılaştırılabilirler.

ü Örneğin, Kreatin kinaz CKMM izoenzimi kaslarda bulunurken,

ü CKBB ise noronal ve noroendokrin hucrelerde karakterizedir.



Hücre Kökeni Doku İşaretcileri



Hücre Kökeni Doku İşaretcileri

İzoenzimler

Ø Nucleoside phosphorylase

Ø Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD)

Ø Malate dehydrogenase (MD)

Ø Lactate dehydrogenase (LD)

Ø Aspartate aminotransferase (AST)

Ø Mannose-6-phosphate isomerase (MPI)

Ø Pep*dase B (Pep B)





Phosphate Buffered Saline (PBS)

ü Hücre içi ve dışındaki ozmotik basıncı

dengede tutan bir tuz solüsyonudur.

ü İceriğindeki inorganik tuzlar ve su, hücre

metabolizmasını destekler.

ü pH tamponlayarak hücreler için uygun bir

ortam sağlar.

ü Kalsiyum ve magnezyum iyonları icermez.



Phosphate Buffered Saline (PBS)

ü Hücre içi ve dışındaki ozmotik basıncı

dengede tutan bir tuz solüsyonudur.

ü İceriğindeki inorganik tuzlar ve su, hücre

metabolizmasını destekler.

ü pH tamponlayarak hücreler için uygun bir

ortam sağlar.

ü Kalsiyum ve magnezyum iyonları icermez.



Tripsin/EDTA

Ø Tripsin hucre pasajlamalarında kullanılan temel enzimdir.

Ø Tripsin, bir serin proteaz tipi enzimdir, lizin ve arjinin

aminoasitleri iceren peptidleri yıkar.

Ø Laboratuvarlarda genellikle %0,25 EDTA’lı tripsin solusyonu

kullanılmaktadır.

Ø -20°C’de saklanır, daha yüksek sıcaklıklarda bekleyen

tripsinin aktivitesi düşer, bu yüzden alikotlanarak

saklanması en uygunudur.





Tripsin/EDTA

ü Serum tripsin inhibitorlerini icerir, hücrelere tripsin

uygulanmadan önce mutlaka bir kere Ca+2 ve Mg+2

icermeyen PBS ile yıkanmalı ve yüzeylerindeki serum

uzaklaştırılmalıdır.

ü Tripsin hücrelerin yüzeyini örtecek kadar uygulanır.

ü Tripsin sıcaklık arttıkca daha etkili calışır. Tripsin uygulanan

hücreler inkubatore konduklarında daha çabuk yüzeylerden

ayrılırlar, oda sıcaklığındaysa daha yavaş ayrılırlar.


