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Hiicrelerin ¢ogalmasi ya da proliferasyonu hiicre
boliinmesi tizerinden gerceklesmekte ve hiicrelerin iki
yavru hiicreye boliinmesi islemi hiicre boliinmesi olarak
adlandirilmaktadir. Cogu hiicrede, hiicre boliinmesi dort
farkli asamadan meydana gelmekte ve bu evreler sirasi

Hiucre proliferasyon hizinin belirlenmesi, timor biyolojisinin temel parametrelerinin anlagilmasi
icin onemlidir. Bu, hiicre proliferasyon testlerinin karsilastirmali olarak analizini gerektirmektedir.
Mevcut hiicre proliferasyon testleri Deoxyribonucleic acid (DNA) sentezi, metabolik aktivite, pro-
liferasyon isaretcileri ve ATP iceriginin ol¢imiine dayali testler olmak tizere dort ana grup altinda
siniflandirilabilir. DNA sentezinin belirlenmesine dayali hiicre proliferasyon testlerinde baslica rad-
yoaktif (3H timidin) veya floresan ozellikli (BrdU, EdU ve benzeri) olmak tizere timidin analoglar:
kullanilmaktadir; boylece hiicre proliferasyonu timidin analoglarinin yeni sentezlenen DNA’ya kati-
limi1 uzerinden izlenebilmektedir. Metabolik aktivite temelli proliferasyon testleri ise, genel olarak
WTS ve MTT gibi tetrazolyum tuzlarinin hiicre tarafindan kullanimina dayanmaktadir. Poliferasyon
isaretcisi temelli testlerde baslica prolifere hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA) ve fosfohiston H3 icin
olmak uzere antikorlar kullanilmaktadir. ATP temelli testler de huicre proliferasyonunu belirlemek
icin bir diger alternatif olup, hiicre popuilasyonundaki artan ATP miktarina gore proliferasyon belirle-
nir. Bu makalede, doga bilimcilere ve konu ile ilgili klinik arastirmacilara deney tasarimina yardime1
olunmas1 amact ile cesitli ticari proliferasyon kitleri karsilastirildi. Ayrica bu testler maliyet paramet-
resinin de dahil oldugu parametrelere gore karsilastirmali tablolar halinde verildi.

Anahtar sozciikler: Akim sitometri; hiicre bolinmesi; hiicre proliferasyon kiti; hiicre proliferasyonu.

Determination of cell proliferation rate is the key to understand the basic parameters of tumor
biology. It requires a comparative analysis of proliferation assays. Current cell proliferation assays
can be classified in four main groups based on deoksiribontikleik asit (DNA) synthesis, metabolic
activity, proliferation markers and ATP content. DNA synthesis-based cell proliferation assays
mainly use radioactive (3H thymidine) or fluorescent (BrdU, EdU, etc.) thymidine analogues; thus,
cell proliferation can be monitored through incorporation of thymidine into newly synthesized DNA.
Metabolic activity-based proliferation tests are usually relies on the utilization of tetrazolium salts
such as WTS and MTT by cells. Proliferation marker-based assays mainly use antibodies against
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and phospho histone H3, in particular. ATP-based tests are
another alternative for determination of cell proliferation, which rely on the increased ATP content
in the population of the cells. In this article, various commercial proliferation kits were compared to
assist to the life science researchers and the subject-related clinical researchers for experiment design.
In addition, these tests were compared in comprehensive tables according to different parameters
including their costs.

Key words: Flow cytometry; cell division; cell proliferation kit; cell proliferation.

ile G1, S, G2 ve M olarak adlandirilmaktadir, ek olarak
gerekli hiicre dig1 sinyalleri almadiklari i¢in béliinmeyen
hiicrelerin bulundugu faz ise Go olarak adlandirilmakta-
dir.! Gy, S ve G evreleri birlikte interfaz olarak adlan-
dirilir ve interfazda mitoz igin gerekli hazirliklar yapilir,
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M ise boliinmenin gerceklestigi evredir.! Bu evrelerde
gerceklesen hiicresel olaylar Tablo I’de verilmistir.

Hiicre boliinmesi evreler boyunca g¢esitli nokta-
larda kontrol edilir. S evresindeki deoksiriboniikle-
ik asit (DNA) replikasyonundan o6nce G; evresinde
DNA bitianligi, G, evresinde S evresindeki DNA
replikasyonunun dogrulugu, M evresinde ise biitiin
kromozomlarin mitotik iglere baglanmasi ve diizgiin
sekilde ayrilarak yavru hiicrelere dagilmas: kontrol
edilir.”! Mitozun devam etmesinde siklin bagiml kinaz
(CDK)’lar ve onlar1 aktive eden siklinler ve inhibe eden
CDK inhibitorleri ile CDK etkilesimli protein/kinaz
inhibitérii protein (CIP/KIP) ailesinden inhibitorler
gorev almaktadir.” Hiicre dongiisii kontrol noktalar: ve
diizenleyicileri $ekil 1’de gosterilmistir.

Hiicre boliinme hizinin tespiti, 6zellikle kanser gibi
hastaliklarda 6nemlidir, boylece tiimor ikilenme zama-
n1 gibi parametreler belirlenebilir.’! Kanser olusumuna
neden olan mutasyonlarin bir kismi da hiicre bolinmesi-
ni kontrol eden sinyal yolaklarinda gerceklesmektedir.™
Retinoblastoma (RD), protein 53 (p53) gibi hiicre dongii-
stinii baskilayan diizenleyicilerin kaybi ve sigan sarkoma
onkogeni (Ras), miyelositomatoz onkogeni (Myc) gibi
bolinmeyi artiran diizenleyicilerdeki artig hiicre proli-
ferasyon dongiisiiniin bozulmasina ve kontrolstiz hiicre
¢ogalmasina, sonug olarak da kansere neden olur."

Giiniimiizde kullanilan hiicre proliferasyon testle-
rinde, proliferasyon yaygin sekilde yeni DNA sentez hizi
tizerinden 6lgiilmekte, bunun igin floresan veya radyo-
aktif 151ma 6zelligi gosteren niikleotid analoglarinin yeni
sentezlenen DNA zincirine eklenme hizi izlenmektedir.
Boliinme dongiisiine giren hiicrelerde metabolik aktivite-
de de artis goriilmektedir, bu neden ile metabolik aktivi-
tenin dl¢tilmesi de sik kullanilan bir bagka proliferasyon
tespit yontemidir.”! Prolifere hiicre cekirdek antijeni
(PCNA) gibi hiicre dongiisii ile ilgili faktorlerin hiicre
icerisindeki miktarlarindaki degisiklik tizerinden de pro-
liferasyon tayini yapilabilmektedir. Bu testlere ek olarak,
hiicre boliinmesinin yiiksek miktarda enerji, adenozin
trifosfat (ATP) gerektiren bir siire¢ oldugu bilinmektedir,

TABLO 1

Mitoz béliinme evrelerinde hiicrede gerceklesen degisimler!”

Gievresi Metabolizma agisindan aktif olan hiicre, hacimce

biyiir.

Deoksiriboniikleik asitin kopyalanmasi,

replikasyonu gergeklesir.

Gaevresi Mitoz igin gerekli olan proteinler sentezlenir ve

hiicre biiytimesi gergeklesir.

Hiicrenin boliinerek iki es yavru hiicre

olusturdugu evredir.

Goevresi Metabolik aktivitelerini siirdiirmekte olan
hiicrelerdir, fakat béliinme goriilmez.

S evresi

M evresi
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buradan hareket ile hiicre icerisindeki ATP miktar1 da
hiicre proliferasyonu ile iliskilendirilebilmektedir.”

Proliferasyon 6lgiim testlerini asagida siralandig:
sekilde dort ana baglik altinda siniflandirmak miimkiin-
diir.

1. Deoksiriboniikleik asit sentez hizinin 6l¢iilmesine
dayal testler.

2. Metabolik aktivitenin 6l¢iimiine dayal: testler.

3. Proliferasyon isaretleyicilerinin (marker) ol¢i-
miine dayali testler.

4. Hicrelerdeki ATP miktarinin ol¢iimiine dayali
testler.

DEOKSIRIBONUKLEIK ASIT SENTEZ
HIZININ OLCULMESINE DAYALI
PROLIFERASYON TESTLERI

Boliinmeye giden hiicreler M béliitnme fazindan 6nce
Gy, S ve Gy fazlarindan geger ve DNA ikilenmesi islemi
de S fazinda gerceklesir.” S fazindaki hiicrelere disari-
dan isaretli niikleotid analoglar1 verilerek, hiicrelerin
yeni DNA sentezinde bu niikleotidleri kullanmasi sag-
lanir ve boylece hangi hiicrelerin béliinme dongiisii
icerisinde oldugu belirlenebilir.® Radyoaktif analoglar
antikor gerektirmeden otoradyografi ile tespit edile-
bilir, diger kitlerde kullanilan ¢esitli timidin analog-
lar1 ise yeni sentezlenen DNA zincirlerine yerlesir ve
antikor kullanilarak bu analoglar ve yeni sentezlenen

INK, CDK inhibitorleri
(p15, p16, p18, p19)

Siklin B:

CDK1 Siklin D:

CDK4, CDK6 H———

KIP/CIP CDK inhibitorleri
(p21, p27, p57)
Siklin A:
CDKI

Siklin E:

CDK2

Siklin A:
CDK2

Sekil 1. Okaryot hiicre déngiisii kontrol noktalari ve hiicre déngiisii

diizenleyici molekuilleri INK: Siklin bagimli kinaz inhibitéri; CDK: Siklin bagimh
kinaz; KIP: Kinaz inhibit6ri protein; CIP: Siprofloksasin.
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DNA’lar, dolayist ile hiicre proliferasyonu tespit edilmis
olur.”” DNA sentez hizinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilan
hiicre proliferasyon kitlerinde radyoaktif *H timidin ve
radyoaktif olmayan 5-Bromo-2’-deoksiiiridin (BrdU) ve
5-etinil-2’-deoksiiiridin (EdU) gibi timidin niikleotid
analoglarinin kullanildig1 gériilmektedir.! Kitlerin bir
kismi in situ sonug verir iken, bir kismi hiicre niifusu
hakkinda genel bilgi vermektedir. Radyoaktif analoglarin
kullanimi saglik agisindan tasidig: risk, daha kontrolli
bir ¢alisma ortami ve film ile ¢aligmayr gerektirmesi
nedeni ile giinimiizde fazla tercih edilmemektedir, bun-
dan dolay1 ¢ogu arastirmaci radyoaktif olmayan niikleo-
tid analoglarini tercih etmektedir.

Ticari firmalarin BrdUve *H timidin niikleotid
analoglarinin kullanimina dayal: proliferasyon
kitleri

Roche firmasinin (Roche Diagnostik, Istanbul
Tiirkiye), hiicre bazinda in situ proliferasyon gozle-
mi i¢in “5-Bromo-2’-deoxy-uridine Labeling and
Detection Kit I” ve “5-Bromo-2’-deoxy-uridine Labeling
and Detection Kit II” ismi ile kullanima sunmus oldu-
gu mikroskop altinda c¢aligilabilecek iki farkli kit
bulunmaktadir.' Kit I ile ¢aligmak igin floresan mik-
roskobu gerekir iken, Kit II kullanilarak hiicreler 1s1k
mikroskobu altinda gézlemlenebilmektedir."” Her iki
kit icin de BrdU isaretli DNA, anti BrdU antikoru ile
baglanmaktadir, sonraki agamada BrdU isaretli DNA'y1
gortintiilemek i¢in kullanilan sekonder anti fare immii-
noglobulin (Ig)G antikoru Kit I’de floresan ve Kit II’de
alkalin fosfataz etiketli olmak tizere farklilik gostermek-
tedir.'"! Her iki kit ile de hem in vitro hiicre kiltiiriinde
hem de in vivo isaretlendikten sonra, dondurulmus ve
parafinlenmis doku kesitlerinde gézlem yapilabilmek-
tedir. Anti BrdU, 5-iodo-2’-deoxy-uridine (%10) disinda
capraz reaktivite gostermemektedir." Her iki kit de 100
teste kadar kullanilabilmektedir.

Birinci nesil kitlere ek olarak piyasada Roche firmasi
tarafindan iretilen FLUOSun kullanildig: ikinci nesil
in situ kitler de bulunmaktadir."? Bu kitler kullanildi-
ginda hayvan dokusu ya da hiicreleri in vitro biyiti-
lerek BrdU ile isaretlenmekte ya da BrdU in vivo olarak
hayvana enjekte edilmekte ve hayvan sakrifiye edildik-
ten sonra doku kesitleri alinmaktadir, bir sonraki adim-
da FLUOS konjuge monoklonal fare anti-BrdU antikoru
kullanilmaktadir.!? Sekonder antikor gerektirmemesi
birinci nesil yontemlere gore en o6nemli avantajidir.
Floresan mikroskop kullanilmasi gerekmekte ve bir
kit 100 teste kadar kullanilabilmektedir."? Akan hiicre
olger uygulamas: da yapilmaktadir, akan hiicre olcer
i¢in hiicreler lam yerine kiiltiir flaskinda bayutilir ve
tripsin kullanilarak hiicreler tek hiicre siispansiyonu
haline getirilir."
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Roche firmasi BrdU ile tek tek hiicrelerin degil, hiicre
gruplarinin proliferasyonunun incelendigi ve enzim
bagli immiin assay (ELISA) yonteminin kullanildig:
kitler de iiretmektedir.' “5-Bromo-2’-deoxy-uridine
Labeling and Detection Kit III” ELISA temelli bir kittir
ve 96 kuyulu mikroplak ile kullanilmaktadir. Doksan alt1
kuyulu plak ile ¢alisildig1 i¢in ayn1 anda ¢ok sayida 6rnek
ile ¢aligilabilmesine izin veren bir yontemdir, dogrulugu
ve hassasiyetinin *H timidin ile ayni1 diizeyde oldugu
gosterilmistir.™ Standart ELISA okuyucu ile absorbans
ol¢tilmekte ve bir kit ile 1000 test yapilabilmektedir.!"!

Roche firmasinin ELISA temelli kemilunesans ve
kolorimetrik 6l¢iime dayanan iki farkli proliferas-
yon kiti daha vardir. “Cell Proliferation ELISA BrdU
Kemiluminesans Kiti”, Kit III gibi ELISA temelli bir
yontemdir. Emisyonlarin 6l¢iimii i¢in ¢oklu kuyulu bir
luminometer (luminesans ELISA okuyucu) ve 6zel plak
gerekmektedir."”! Kolorimetrik kit, standart plak ve stan-
dart ELISA okuyucu ile kullanilabilmektedir.!

ELISA temelli her {i¢ Roche proliferasyon kitini kar-
silastirdigimizda, Kit II'de anti BrdU uygulamasindan
once BrdU isaretlenmis DNA niikleaz ile muamele edi-
lir, kolorimetrik ve kemiluminesans Kkitlerde ise ayni
agsamada DNA fix-denat ile denature edilmektedir.!*1¢]
Kemiluminesans yontemin digerlerine gére en 6nemli
dezavantaji luminesans ELISA okuyucu ve ozel plak
(plate) gerektirmesidir. Bunlara ek olarak, kemilumine-
sans ve kolorimetrik kitlerde her lotun fonksiyonu master
lota gore kontrol edilmigtir.">!¢!

Perkin Elmer firmasinin (Perkin Elmer Saglik ve
Gevre Bilimleri, Istanbul Tiirkiye) Delfia RUO (sadece
aragtirma amacli) hiicre proliferasyon Kkitlerinde yeni
sentezlenen DNA zincirlerine katilan BrdU, Europium
(Eu) konjuge monoklonal antikor ile baglanir, sonra ilave
edilen indiikleyici ile ayrigsan olan Eu iyonlar: etkileserek
kuvvetli floresan verir, plagin okunabilmesi i¢cin “Time
resolved floresans” ozellikli bir plak okuyucu gerek-
mektedir."”! Bir ila bes giin siren hiicre kiiltiiriinden
(37 °C’de) sonra BrdU isaretleme (37 °C’de) 2-24 saat
igerisinde gerceklestirilebilmektedir, protokol toplam
siiresi ise 28 saati bulabilmektedir.'”) Elde edilen sinyal,
eksitasyon-emisyon dalga boyu fark: ve emisyon pikinin
darlig1 ile sinyal/giiriiltii oranini artirir. Ek olarak, spesi-
fik baglanma sonucu olusan sinyalin émrii arka plan flo-
resandan daha uzun émiirliidiir."® Eu DNA problarinda
da kullanilmaktadir."!

Merck Milipore firmasi (Merck Ilag Ecza ve Kimya,
Istanbul Tiirkiye) immiinohistokimyasal boyama ve
ELISA temelli “BrdU IHC Kit”, “BrdU Cell Proliferation
Kit” adl1 2 farkli BrdU kiti tiretmektedir ve her iki kit de
RUO kategorisindedir. Proliferasyon kitinde BrdU inkii-
basyon siiresi 2-24 saat, toplam protokol siiresi 27 saat
kadar stirmektedir.?
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Becton Dickinson (BD) firmasinin (Becton Dickinson,
Istanbul Tiirkiye) Pharmingen markas: altindaki “FITC
BrdU flow kit” akan hiicre dlcer (flow cytometry) kit-
leri de akan hiicre olger kullanan laboratuvarlar igin
uygun bir alternatif sunmaktadir, kitin RUO kategori-
sinde oldugu unutulmamalidir.?’ Mevcut kitte BrdU’ya
ek olarak total DNA'ya baglanan aminoaktinomisin D
(7-AAD) boyas: kullanilmaktadir, boylece iki renkli akan
hiicre dlcer analizi yapilarak aktif olarak DNA sentezle-
yen (BrdU iceren DNA) hiicreler hiicre dongiisiinde yer
aldiklar1 asamaya (Go/G1, G2/M, S) gore sayilabilmekte ve
siniflandirilabilmektedir.??’ Uzatilmis BrdU uygulamas:
ile aktif olarak boliinme dongiisiinde olan hiicreler ile
dongiide olmayanlar ayrilabilir, farkli zamanlarda BrdU
isaretleme yapilarak kinetik aragtirma yapilabilir.??! Akan
hiicre 6lger kiti DNA denatiirasyon islemi gerektirmedi-
ginden, es zamanli olarak farkli antikorlar kullanilarak
sitokinler gibi baska molekiillerin de akan hiicre olger
ile analizi yapilabilmektedir.®? In vitro hiicre kiltiiriin-
de kullanilabilecegi gibi, BrdU enjeksiyon ya da icecege
karistirilmak sureti ile in vivo ¢aligmalarda da kullanila-
bilmektedir.?? Protokol ii¢ saat kadar siirmektedir. Becton
Dickinson “BrdU in situ Detection Kit” kullanildiginda,
in situ sonug alinabilmektedir. Immiinohistokimyasal
amagli kit ile dondurulmus ve parafinlenmis doku kesit-
leri ile veya kiiltiire edilmis ve izole edilmis hiicreler
lam tizerine yayilararak caligilabilir.” Kitin en 6nemli
avantaji doku morfolojisine zarar vermeden, doku kesiti
alimui sirasinda olusan ¢apraz protein baglarini kiran BD
Retriveagen A ¢ozeltisi icermesidir.

H timidin radyoniikleotid ile ¢aligabilmek icin 6zel
laboratuvar sartlari gerekmekte ve radyoaktif atikla-
rin uzaklagtirilmas: gerekliligi sorun teskil etmektedir.
Buna kargin, Perkin Elmer firmasinin NEN ticari ismi
altinda kullanima sunmus oldugu *H timidin driinleri
bulunmaktadir.? Ek olarak literatiirde, *H timidin rad-
yoniikleotidlerin hiicrede DNA sentezini énemli 6l¢iide
inhibe ettigi gosterilmistir,”! ancak bu durumun da
hatali sonuglara neden olabilecegi géz 6niinde bulundu-
rulmalidir.

EdU timidin analoglarinin kullanimi esasl ticari
kitler

Invitrogen firmasi (Invitrogen, New York, USA)
“ClickIT” hiicre proliferasyon kitlerinde BrdU’ya alter-
natif bir timidin analogu olan EdU AlexaFluor 488,
AlexaFluor 647 veya Pacific Blue boyalar: ile konjuge
olarak kullanmaktadir, EQU kullaniminda antikor gerek-
medigi i¢cin BrdU temelli yontemlerin aksine DNAnin
denatiire edilmesi gerekmemektedir.?® Boylece daha az
adimda ve daha kisa siirede yeni sentezlenen DNA {ize-
rinden hiicre proliferasyonu analiz edilebilmektedir.”
Click-iT® EdU kitlerinin floresan mikroskop, akan hiicre
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olger ve yesil floresan Oregon Green kullanilan mikrop-
lak formunda secenekleri vardir.?”

Diger ticari kitler

Invitrogen firmasinin “CyQUANT® NF Cell
Proliferation Assay Kit” ve “CyQUANT® Direct Cell
Proliferation Assay” olmak iizere iki farkli DNA boyan-
mast temelli proliferasyon kiti vardir. Bu Kkitlerin en
onemli ozelligi mikroplakta 30-60 dakikalik kisa bir
inkiibasyon siiresi sonrasi 6l¢timlerin (480/520 nm) yapi-
labilmesidir. Antikor, enzim v.b ek islem gerektirmeyen bu
kitlerden NF hiicre proliferasyon kitinde hiicre permeabi-
litesini saglama 6zelligi DNA boyasina entegre edilmistir.
NF hiicre proliferasyon kitinde yapilmas: gereken tek ek
islem adherent kiiltiirler ile ¢alisildiginda, kiiltiir orta-
muinin aspire edilmesidir. NF hiicre proliferasyon kiti 200
ve 1000 testlik olmak iizere iki farkl ticari sekilde temin
edilebilmektedir.?®) NF hiicre proliferasyon kiti ile yapilan
ornek calisma sonuglar: Sekil 2°de verilmistir.?*!

Invitrogen “CyQUANT® Direct Cell Proliferation”
RUO kitini NF Kkiti ile kargilastirdigimizda, kitin igine
bir bloklayici DNA boyasinin eklendigini goérmek-
teyiz, esas DNA boyasi canli hiicrelerin zarlarindan
gecebilir iken, bloklayict DNA boyasi hiicre zarindan
gecememektedir.”” Dolayisi ile bloklayict kullanilarak,
esas DNA boyasinin sadece canli hiicrelerin DNA’sina
baglanmasi ve baglanma 0zgilligii saglanmis olur.
Sitotoksisite ¢alisilacak ise CyQUANT® uygulanmadan
once hiicrelerin 24-96 saat test bilesenleri ile inkiibe
edilmesi gerekir.®?” CyQUANT® ile elde edilmis 6rnek
biytime egrileri Sekil 3’de gosterilmistir.*!
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Sekil 2. CyQUANT® NF kiti ile kemik iligi monontkleer hiicre kaynakli

Schwann hiicrelerinin biytime hizlarinin pasajlarina gore karsilastiril-
masl. * Anlamli fark.?”!
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Sekil 3. CyQUANT® kiti ile elde edilmis 6rnek blylme edrileri, her
egri baslangicta farkl sayida sican bazofilik I6semi hiicresi ile yapilmis
ekim ile elde edilmistir.®"

METABOLIK AKTIVITENIN OLCUMUNE
DAYALI TESTLER

Metabolik aktivitenin 6l¢iimiine dayali hiicre
proliferasyon testlerinde yaygin olarak Metiltiazol
difenil tetrazolyum (MTT), 2,3-Bis(2-metoksi-
4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (XTT),
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS),
2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-
2H-tetrazolyum (WST1) gibi tetrazolyum tuzlar:1 kul-
lanilmaktadir. Caligma prensibi, temel olarak pro-
liferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz
enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (MTT: sar1, WST1:
kirmizi) kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi
sonucu goriilen renk degisiminin absorbans olarak
ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile olgiilme-
sine dayalidir.®>*! Tetrazolyum tiirlerini kargilagtir-
digimizda en iyi alternatif WST1 gibi goriinmektedir,
diger tuzlara gore daha verimli tiiketilmekte ve daha
cabuk renk degisimi gostermektedir.®? XTT kullanimi
tercih edidiginde XTT nin hiicreler tarafindan yavas
indirgendigi ve ekstra faktorlerin ilave edilmesi gere-
kebilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.® MTT ise
kiltiir ortaminda ¢oziinemez ve ek olarak indirgenme
drinlerini ¢ozmek i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) gibi
¢oziiciilerin kullanilmasini gerektirir.®?

MTT tirevlerini kullanan kitlerin disinda violet,
alamar mavisi ve karboksifloresan siiksinimidil ester
(CFSE) kullanan metabolik aktivitenin 6l¢iimiine dayalt
proliferasyon kitleri de vardir.
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Sekil 4. Transfekte hiicrelerle yapilmis 6rnek MTS testi grafigi.l*®
* p<0.05, ** p<0.001.

MTT tiirevi kullanan ticari proliferasyon kitleri

Roche firmasinin “Cell Proliferation Kit I
(MTT)”?, “Cell Proliferation Kit II (XTT)”, “Cell
ProliferationReagent (WST-1)" olmak {izere tetrazol-
yum temelli ti¢ farklr kiti vardir. XTT ve WST1 Kkitle-
rinde elektron esleyici reaktif bulunmaktadir, bu iki
kitten farkli olarak MTT’nin kit igeriginde elektron
esleyici ajan bulunmaz ve tetrazolyum ¢oziinmemis
halde ¢6ziictisii ile beraber gelmektedir.***% Doksan alt1
mikrokuyucuklu plakta biiyttiilen (24-96 saat, 37 °C)
hiicrelerin isaretleme “labeling” ¢ozeltisindeki inkiibas-
yon (%5 CO», 37 °C) siireleri karsilastirildiginda WST1
30 dakika ile 4 saat, MTT yaklagik 4 saat ve XTT i¢in
inkiibasyon siiresi 2 ile 20 saat arasindadir. Her {i¢ tirlin
de 2500 test kadar kullanilabilmekle birlikte, XTT kit
800 testlik kit olarak da temin edilebilmektedir.**3¢

Promega firmasinin (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin, USA) “CellTiter96 AQueousOne Solution Cell
Proliferation Assay (MTS)” kolorimetrik kitinde tetra-
zolyum (MTS), elektron esleyici reaktif olarak kimyasal
stabiliteyi artiran fenazin etasiilfat ile bir arada gelmek-
tedir, isaretleme inkiibasyonu (%5 CO2, 37 °C)’de 1-4 saat
stirmektedir ve ol¢iimler 490 nm dalga boyunda yapil-
maktadir.”” Ornek grafik Sekil 4’de verilmigtir.®

Clontech (Clontech Laboratories, Inc, California,
USA) “WST-1 Cell ProliferationAssay Kiti” ya da
Biovision (BioVision, Inc, California, USA) “Ready-to-use
Cell ProliferationReagent, WST-1” gibi farkli firmalarin
benzer kitleri de vardir.?>* Her iki kit de tetrazolyum ile
inkiibasyon (37 °C’de 30 dakika ile 4 saat) 6ncesi plakta
24-96 saat kiltiir gerektirir.
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Invitrogen “Vybrant MTT Cell ProliferationAssay
Kit”, sadece mikroplak absorbans okuyucu (570 nm)
gerektiren kalorimetrik 6lgiime dayali bir kittir."V
Genelde MTT inkiibasyonundan o6nce hiicreler, kuyu-
cuklarda 5000-10000 hiicre olacak sekilde plaklara ekilir
ve 48-72 saat kiiltiir yapilir. MTT inkiibasyon siiresi
37 °C’de dort saattir.*!

Metabolik aktivite 6l¢iimiine dayali diger ticari
proliferasyon Kitleri

Invitrogen “CellTrace Violet Cell Proliferation Kit”
(180 testlik), akan hiicre olger ile kullanilmaktadir.
Violet stok soliisyonu dimetil stilfoksit (DMSO) i¢inde
¢oziilditkten sonra hiicreler ile oda sicakliginda (T ve
B hiicreleri i¢in optimize edilmis olan protokolde) 20
dakika inkiibe edilerek boyanma saglanir, yikamalar ve
okuma oncesi inkiibasyon siiresi toplami bir saatten daha
kisa siirmektedir.*? Violet hiicre zarindan kolaylikla
gecer, hiicre icinde esterazlar tarafindan kesilerek flore-
san 1gtma Eksitasyon/Emisyon (Eks./Em.: 405/450 nm)
yayan bilesenler olusturur ve hiicre i¢indeki aminlere
baglanir, baglanmayanlar difiizyon yolu ile hiicre disina
¢ikar ve yikama ile kolayca uzaklagtirilir.l*2

Invitrogen “Alamar Blue Assay”in aktif bileseni
hiicre zarindan gegebilen ve toksik olmayan mavi
renkli, floresan 6zellik gostermeyen resazurindir, resa-
zurin hiicre i¢ine girdikten sonra kuvvetli kirmi-
z1 floresan veren resofurine indirgenir.*¥! Floresan
Eks./Em.: 560/590 nm, absorbans ise 570 nm dalga
boyunda ol¢iilebilir. Coklu kuyucuklu plaka ekilen
hiicreler (genelde 10000 hiicre/ml),* reaktif eklen-
dikten sonra 37 °C’de 1-4 saat inkiibe edilir ve ardin-
dan 6l¢tim alinir. Literatiirde Alamar mavisi testinin,
MTT testine gore daha hassas ve performansli oldugu
gosterilmistir.*! Abcam “Cell Proliferation Assay Kit

Sekil 5. Alamar mavisinin indirgenmesi ile medyumdaki rengin
maviden (okside) pembeye (indirgenmis) dontisim.*”!
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(Flurometric-Blue)” kiti de ayni sekilde kullanilabil-
mektedir, fakat hassasiyeti daha disiiktiir.*® Alamar
mavisi testinde goriilen renk degisimi Sekil 5’de gos-
terilmigtir."”!

Bu saydigimiz kitlere ek olarak CFSE kitler de bulun-
maktadir. CFSE, floresan ve sitksinimid fonksiyonel grup
olmak iizere iki gruptan olusur. Karboksifloresan siiksi-
nimidil ester hiicre zarindan gegebilir, hiicre igine girdik-
ten sonra esteraz aktivitesi ile floresan grubun asetatlar:
kesilir, sonu¢ olarak floresan igima ortaya ¢ikar, fakat
hiicre zarindan gegebilme 6zelligi yitirir.*® Akan hiicre
olger icin Invitrogen “CellTrace CFSE Cell Proliferation
Kit” (Eks./Em.: 492/517 nm), Floresan mikroskop i¢in
Abcam “CFSE Cell Labeling Kit”, eBioscience CFSE hiicre
proliferasyon kitleri bulunmaktadir.**-*!! CFSE kullanila-
rak hiicreler 10 nesile kadar izlenebilmektedir (Sekil 6).5%

eBioscience firmasinin (eBioscience, Inc. California,
USA) sundugu eFluor 670, hiicre i¢indeki proteinlerin
aminlerine baglanir ve her béliinme ile yavru hiicre-
lere geger, bazi ¢aligmalarda dokuz nesile kadar takip
edilebilmis ise de ireticisine gore alti nesile kadar
hiicrelerin takip edilmesine izin vermektedir,®? eksi-
tasyonu i¢in kirmizi lazer gerekmektedir, yiiksek dalga
boyunda emisyon olusturdugu i¢in CFSEnin aksine
floresan izotiyosiyanat (FITC) kanalindaki diger boya-
lar ile sinyal karigmalarinin oniine gegilebilir.”" Pik
ayriminin CFSE ve Violetteki kadar net olmadig1 unu-
tulmamalidir, 6rnek proliferasyon grafigi Sekil 7’de
gosterilmigtir.

PROLIFERASYON ISARETCILERININ
HUCRELERDE BELIRLENMESINE DAYALI
TESTLER

Hiicre proliferasyon siirecinde hiicrelerde bazi
Ozel antijenler goriiliir, bu antijenler prolifere olma-
yan hiicrelerde goériilmemektedir. Histon H3’iin 10.
konumdaki serin aminoasidi {izerinden fosforillenme-
si, boliinme esnasindaki kromozom yogunlasmas: ile
kuvvetli korelasyon gostermektedir.*® Prolifere hiicre
¢ekirdek antijeni (PCNA) ekspresyonu tizerinden hiic-
relerin bolinme doéngiistindeki konumlar1 belirlene-
bilir, PCNA ekspresyonu G fazinda artip, DNAnin
ikilendigi S fazinda maksimuma ulasir iken, béliinme-
nin M evresine gecis sirasinda PCNA ekspresyonunda
distis gorulur.t® Benzer sekilde, Ki67 ekspresyonu
hiicre béliinmesi ile sinirli olan bir niikleer proteindir.”
Ayni sekilde Aurora A, B ve C serin treonin kinaz gibi
isaretcilerin hiicredeki miktar1 Go/M fazinda belirgin
sekilde artmaktadir, boylece bu isaretcilere bakilarak
hiicrenin bulundugu béliinme fazi ya da agsamast belirle-
nebilir. Aurora kinaz A, mitotik ig olusumunun diizen-
lenmesinde ve sentrozomun yapisal olusumunda gorev
alir ve tiimor hiicrelerinde asir1 ekspresyonu goriilir,
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Sekil 6. Ornek CFSE akan hiicre 8lcer sonucu (a) R1 kapisi boncuklarin konumunu gésterir. (b) Propidyum iyodiir (P1)/FSC grafiginden 6li hiicre-
ler ayrilir. R2 kapisi canli lenfositleri gostermektedir. (c) uyarilmis T hiicrelerin zamana g6re CFSE grafigi, (d) R2 kapisina gore CFSE profili.*? cFse:

Karboksifloresan stiksinimidil ester.

Aurora B kromozomlarin ayrilmasinda kinetokor mik-
rotiibiil baglantisini diizenleyerek gérev alir, Aurora C
ekspresyonu ise kanserli hiicrelerde ve esey hiicrelerinde
gortlir.5%¢ Buna gore, Ki-67, PCNA, fosfohiston H3,
topoisomerase IIB ya da Aurora kinaz gibi proliferasyon
spesifik isaretcilere 6zgiin antikorlar kullanilarak hiicre
dongiisti incelenebilir.

Proliferasyon isaretgilerinin hiicrelerde
belirlenmesine dayali ticari proliferasyon kitleri

Gunimiizde Abcam firmasi (Abcam®, Cambridge,
UK) gibi baz1 firmalar fare, sigcan ve insan PCNA,
Ki-67, topoisomeraz IIB spesifik immiinohistokimya-
sal boyama, western blot, ELISA ve akan hiicre dlger-
de kullanima uygun monoklonal ve poliklonal anti-
korlar1 tiretmektedirler.® S6z konusu klinik ¢aligsma
oldugunda, Roche biinyesindeki Ventana (Ventana
Medical Systems, Inc. Arizona, USA) ya da Cell Marque
(Cell Marque Corporation, California, USA) gibi firma-
lar immiinohistokimyasal boyamada kullanilabilecek
in vitro tan1 (IVD) diizeyinde insan Ki-67, fosfohis-

ton H3 antikorlar1 tiretmektedirler.>%! Akan hiicre
Olger i¢in analit spesifik reaktif (ASR) Ki-67 antikoru
Invitrogen firmasindan temin edilebilmektedir.[*
Ayni sekilde, immiinohistokimyasal boyamada kul-
lanilabilecek insan PCNA IVD antikorlari Epitomics,
ThermoScientific gibi firmalardan!®>® akan hiicre
6lcerde kullanilabilecek insan IVD PCNA antikoru
ise Invitrogen firmasindan temin edilebilmektedir.!”!

Invitrogen “PCNA staining kit” biotin ile isaret-
lenmis monoklonal PCNA antikoru kullanildig: i¢in
tiire 6zgli sekonder antikor gerektirmez ve fare, sican
ve tavsanda capraz etkilesim goriilmez. Kromojen ola-
rak kullanilan 3,3’-Diaminobenzidin (DAB), PCNA
iceren ¢ekirdekleri kahverengiye boyar. Parafinlenmis
dokular, kiiltiire hiicreler ve hiicre siispansiyonlari i¢in
kullanilabilecek immiinohistokimyasal bir testtir, para-
finlenmis dokular i¢in protokol dort saat kadar siirebilir
iken, hiicre kiiltiirleri ve stispansiyonlar icin 100 dakika
kadar siirmektedir.®® Ornek boyama $ekil 8'de veril-
mistir.[**]
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CPSE

VIOLET

eFLUOR 670

Sekil 7. Akan hiicre 6lgerde lenfoponik farelere transfer edilen CD8+
T hiicreler icin tg farkh proliferasyon boyasi kullanilarak elde edilen
proliferasyon egrileri.ls
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Roche “Phosphohiston H3 Imaging Kit” kitinde
AlexaFluor 488 konjuge fare anti insan fosfohiston H3
(Eks./maks.: 495 nm, Em./maks.: 519 nm) antikor kul-
lanilir, ek olarak biitiin hiicrelerin sayisini belirleyebil-
mek amaci ile ¢ekirdegi boyayan (Eks./maks.: 361 nm,
Em./maks.: 486 nm) bir floresan boya kullanilir.”!
Ol¢iimler floresan mikroskop veya 96 kuyucuklu plak
i¢cin taramayi t¢ dakika igerisinde tamamlayabilen
Roche Cellavista” otomasyon sistemi ile yapilir. Kit
ile 5x96 test yapilabilmektedir ve 96 plak i¢in yaklagik
90 dakika siirmektedir.” Ornek boyama Sekil 9’da
verilmisgtir.”

Aurora A, B, C iizerinden proliferasyon calisil-
mak istenildiginde Life Technologies firmasinin
(Life Technologies Corporation, New York, USA) insan
ornekleri ile galismaya imkan veren Aurora antikor
ornekleme Kkiti ile detayl1 bir ¢aligma yapmak miimkiin-
dir,7 kit iki farkli Aurora A antikoru icermektedir,
antikorlardan biri hiicre igerisindeki toplam Aurora A
miktarini belirler iken diger Aurora A antikoru ise
sadece Thr288’den fosforillenmis aktif formdaki Aurora
Aya baglanmaktadir.”>™ Aurora B antikoru hiicre ice-
risindeki toplam Aurora B miktarini belirlemek i¢in
kullanilir.” Ek olarak Aurora A, B ve C’nin fosforillen-
mis aktif formlarini bir arada ¢aligabilmek icin sirasi ile
Thr288, Thr232 ve Thr198 fosforillenmeleri durumunda
baglanan bir antikor seti de sunulmaktadir.” Antikorlar
farkli oranlarda diliie edilerek akan hiicre dlcer, western
blot vb. gibi farkli uygulamalar i¢in kullanilabilmektedir,
antikorlarin boya (florokrom) konjugasyonu yapilma-
mustir, ikincil, antikor kullanimi gerekmektedir. Western
blot’lama icin yaban turbu peroksidaz bagh IgG kite
dahil edilmistir.””!

HUCRELERDEKI ATP MiKTARININ
OLCUMUNE DAYALI TESTLER

Hiicre igerisindeki ATP miktarinin ol¢iilmesi ile
hiicre proliferasyonu tayin edilebilir, prolifere hiicrelerde
ATP biyoisimasindaki (bioluminesans) artis, yeni DNA
zinciri sentezleyen prolifere hiicreler tarafindan kulla-
nilan *H timidin miktar: ile korelasyon gostermektedir
(Sekil 10).7#!

Adenozin trifosfat 6l¢iimiine dayal: ticari
proliferasyon kitleri

Perkin Elmer firmasi, ATP ol¢iimiine dayali proli-
ferasyon testlerini aragtirmacilara sunmaktadir.” Test
uygulanir iken lusiferin ve lusiferini oksitleyen lusiferaz
(Photinus pyralis) enzimi eklenir, lusiferaz enzimi bu
oksidasyon islemi i¢in ATP kullanmaktadir, dolayisi ile
lusiferinin oksidasyonu sirasinda ortaya ¢ikan isimanin
(luminesans) diizeyi 6l¢lildigiinde, bu diizey hiicredeki
ATP miktar1 ile paralellik gosterecektir.”
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Sekil 8. Prolifere hiicre ¢ekirdek antijen boyama ile peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor gama aktivatorlerin epidermal proliferasyon

ve apoptoz lizerine etkisinin gosterimi (Farede).

Perkin Elmer “ATPLite” ve “ATPLitelstep” kitleri
bu diisiince iizerine tasarlanmigtir. Santrifiyj, ayrigma
gerektirmeyen ve kisa slirede sonug¢ alinan bir yontem
olmasina ragmen 1s1ma yar1 omriiniin ATPlite i¢in bes
saat oldugu unutulmamalidir, ayni gekilde tek adimlik kit
icin 151ma ilk 30 dakika icerisinde %15 azalmaktadir.”*8
Biotium (Biotium Inc. New York, USA) gibi bazi firma-
larin “ATP-GloBioluminometric Cell ViabilityAssay Kit”
ismi ile satiga sunduklar1 ayn1 mekanizma tizerine kurulu
testleri vardir. Biotium kiti 1000 teste kadar kullanilabil-

Sekil 9. Maviler hiicre cekirdekleri iken parlak yesil gorilenler boliin-
mekte olan hicrelerdir.””

mektedir ve o6l¢iim i¢in luminometer gerektirmektedir,
kit ile minimum 0.01 pikomol kadar olan ATP miktarlari
tespit edilebilmektedir, fakat luminesans stabilitesi bir
dakika ile sinirlidir.® Benzer sekilde, Invitrogen firmasi
da 0.1 pikomol kadar ATP’yi tespit edebilen (560 nm,
pH7.8) “ATP Determination Kit” isimli kiti 200-1000
deneylik paketler halinde satisa sunmugtur.®? Roche kit-
leri kullanim amacina gore tercih edilmelidir, eger uzun
stireli stabil luminesans almak ve kolay kullanim iste-
niliyor ise “ATP Bioluminesans Assay CLS II Kit”, daha
diigitk miktarlardaki ATP tespit edilmek isteniyorsa “HS
I1” kiti kullanilmalidir.[84

Lusiferazin aktivitesini hizla kaybetmesi nede-
ni ile Biovision firmasi, “Staybrite Highly Stable
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ATP biyoisimasi (RLUs)

Sekil 10. Hiicrelerin timidin kullanimi ile adenozin trifosfat biyoisi-

masi arasindaki iliski.”® CPM: Dakika basina sayim; *H-TdR: Trityumlu timidin;
ATP: Adenozin trifosfat.
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ATP Assay kit” adli kitinde Photinus pyralis yerine
Diaphanes pectinealis tiirii ates boceklerinin genetik
olarak modifiye edilen rLucHS lusiferazini kullan-
maktadir.® Boylece pH 8.2 altinda oda sicakliginda
10 saat, 37 °C’de ise 60 dakika kadar stabil lumi-
nesans saglandigi belirtilmektedir.® Kitler 100 ve
1000 testlik olarak iki ticari sekilde bulunmaktadir
ve basit protokol 20-30 dakika kadar siirmektedir,
hiicre ve doku kiiltiirit homojenatlarinda 10 femtomole
kadar olan ATP miktarlar: tespit edilebilmektedir.®
Biovision firmasinin “ATP Colorimetric/Fluorometric
Assay Kit” kiti ise hiicre-doku lizatlari, kiltiir med-
yumu, idrar, plazma ve serum gibi biyolojik sivilarda
50 pikomole kadar olan ATP miktarlarini tespit ede-
bilmektedir ve basit deney islemi bir saatten daha kisa
stirmektedir.®® Lusiferaz kullanilmadig: i¢in stabilite
sorunu yoktur. Absorbans (570 nm) veya Floresans
(Eks./Em.: 535/587 nm)’de ol¢iiliir. !

SONUC VE TARTISMA

Sonug olarak, doért ana baslik altinda topladigi-
miz hiicre proliferasyon kitlerini, metabolizma ve ATP
Ol¢imiine dayali daha dolayli yoldan hiicre proliferas-
yonu hakkinda bilgi veren kitler ve bolinmede gorev
alan proliferasyon isaretleyicilerinin ve yeni sentezlenen
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DNAnin 6l¢iilmesi tizerinden proliferasyon ile ilgili
daha dogrudan bilgi veren kitler olmak iizere ikiye ayi-
rabiliriz.

Kit tercihi yapilir iken ilk olarak arastirmanin hedef-
leri belirlenmeli, arastirmada prolifere hiicrelerin doku
kesitindeki yeri tespit edilmek isteniyor ise immiinohis-
tokimyasal kitler tercih edilmelidir. Proliferasyon isaret-
gileri i¢in antikor kullanilacak ise antikor baglanma ve
tir ozgilligine dikkat edilmelidir. Calismanin in vivo
ya da in vitro olacagl, in situ sonucun gerekip gerekme-
digi goz oniinde bulundurulmalidir. Ornek sayisi kit
segiminde bir diger 6nemli kriterdir, 6rnek sayis1 fazla
ise goklu kuyulu plaklara dayali yontemlerin tercih edil-
mesi 6nerilebilir. Akan hiicre 6lgerde tek tiipte ¢ok renkli
calisilacak ise ¢aligmada kullanilacak olan diger antikor-
larin floresan kanallar1 dikkate alinmalidir. Bunlardan
da once kit se¢imi yapilir iken laboratuvarin teknik
olanaklar1 ve maliyet de g6z 6niinde bulundurulmalidir.
Ornek olarak laboratuvarda luminometre mevcut degil
ise lusiferaz aktivitesine dayal: bir kiti, akan hiicre olger
mevcut degil ise akan hiicre olger icin tretilmis bir kiti
tercih etmek, cihaz alimini gerektireceginden biiyiik art1
maliyete neden olacaktir. Bu neden ile ekte verilmis olan
karsilagtirmali tablolarin arastirmacilara kit se¢iminde
bir¢ok yonden yardimer olacagini diisiiniiyoruz.
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Kit (DNA sentez)

Kullanim kolaylig1-zorlugu

Performans hassasiyet

Test saysi/kit

Maliyet * bk 00

BD BrdU In situ Detection Kit

Roche5-Bromo-2’-deoxy-uridine
Labeling and Detection Kit I

Roche5-Bromo-2’-deoxy-uridine
Labeling and Detection Kit IT

Roche Insitu FLUOS Cell
Proliferation Kit

Roche5-Bromo-2’-deoxy-uridine
Labeling and Detection Kit ITI

RocheCell Proliferation ELISA BrdU
Kemiluminesans Kiti

RocheCell Proliferation ELISA BrdU
Kalorimetrik Kiti

Perkin Elmer Delfia Proliferasyon Kiti

Merck Milipore BrdU IHC Kit

MerckMiliporeBrdU Cell
Proliferation Kit

BD FITC BrdU flow kit

Perkin Elmer NET027250UC
3H timidin

Invitrogen ClickIT Edu Cell
ProliferationAssay

Invitrogen Cyquant Direct Cell
Proliferation

Invitrogen Cyquant NF Cell
ProliferationAssay Kit

Fare dokusunda sekonder antikor gerekli
degil. In situ sonug verir. In vivo, in vitro.

Floresans mikroskobu gerektirir. In
situ sonug verir. Sekonder antikor
kullanimini gerektirir. DNA
denatiirasyonu gerekir. In vivo ve in vitro

Isik mikroskobu yeterlidir. In situ sonug
verir. Sekonder antikor kullanimini
gerektirir. DNA denatiirasyonu
gerektirir. In vivo ve in vitro

Floresan mikroskobu ya da akan hiicre
élger ile kullanilir. In situ sonug verir.
Sekonder antikor kullanimi gerektirmez.
DNA denatiirasyonu gerektirir. fn vivo
ve in vitro

Standart ELISA okuyucu ve ¢oklu kuyulu
plak gerektirir. Hiicre popiilasyonu
igin sonug verir. DNA denatiirasyonu
gerektirir.

Luminesans ELISA okuyucu ve 6zel plak
gerektirir. Hiicre popiilasyonu igin sonug
verir. DNA denatiirasyonu gerekir.

Standart ELISA okuyucu ve plak
gerektirir. Hiicre popiilasyonu igin sonug
verir. DNA denatiirasyonu gerekir.
Coklu 6rnekle ¢aligma

Time resolved floresan &zellikli bir
olger gerektirir. BrdU temelli. DNA
denatiirasyonu gerektirir. Coklu 6rnek ile
galigma. Sekonder antikor gerektirmez.

Parafin kesit almay1 gerektirir.
In vitro. BrdU kit iginde mevcut degildir.
Sekonder antikor gerektirmez.

Sekonder antikor gerektirir. In vitro.
BrdU kit i¢inde gelmektedir. 450-540,
450-595 dalgaboyunda ¢aligan ya da tek
450 nm dalgaboyu i¢in filtresi olan 96
mikrokuyulu plak okuyucu gerektirir.

488 nm lazerli akan hiicre dlger
gerektirir. 7AAD kit igerisinde
gelmekte, boylece iki renkli boyama
yapilabilmektedir. In vitro ve in vivo

Radyoaktivite, film ile ¢alisilmasi
gerekli, DNA sentezini baskiladig1
gosterilmistir.

Antikor kullanimi gerektirmez, DNA
denatiirasyonu gerekmez. Akan hiicre
Slger, mikroplak okuyucu ve floresan
mikroskop ile kullanilabilecek farkli
segenekleri vardir.

NF kite ek olarak hassasiyeti artirmak
i¢in bloklayic1 DNA boyast da igerir.
Yikama islemi gerektirmez. Siispansiyon
hiicrelerin 6l¢iimden 6nce kuyucuk
zeminine ¢6kmesi gereklidir.

NF kitte permeabilite saglama 6zelligi
DNA boyasina eklenmistir. Yikama
islemi gerektirmez.

Igerdigi Retrievagen A ¢ozeltisi
parafinize doku kesitlerinin
morfolojisini bozmadan ¢apraz protein
baglarini kirarak antikor baglanmasini
kolaylastirir.

Hizli (30 dakika BrdU inkiibasyonu)
Igerdigi spesifik niikleazlar ile hiicre
yapisini, morfolojisini bozmadan
antikorun baglanmasi saglanir.

Hizli (30 dakika BrdU inkiibasyonu)
Igerdigi spesifik niikleazlar ile hiicre
yapisini, morfolojisini bozmadan
antikorun baglanmasi saglanir.

Hizli (30 dakika BrdU inkiibasyonu)

Sekonder antikor gerektirmediginden

daha hizlidir. Denatiirasyon i¢in HCI
kullanildig1 igin morfoloji bozulur.

Ayni anda ¢ok sayida 6rnek ile
¢alisilmasina izin verir. Sonuglar ve
hassasiyet *H timidin ile korelasyon

gosterir.

Yiiksek hassasiyetli, femtogram diizeyde
Uzun 6miirli sinyal
Sinyalin giiriiltiiye orani yiiksek

Fiksatif olarak paraformaldehit
kullanildig1 i¢in bazi antikorlarda
baglanma sorunu ortaya ¢ikabilir

Sinyal parlakligi BrdU'dan daha yiiksek,
daha hizli. Kolay.

1536 kuyucuklu plaklar ile
kullanilabildigi i¢in bityiik ¢aligmalara
izin verir. Hizl.

1536 kuyucuklu plaklar ile
kullanilabildigi i¢in yiiksek islem
hacmine izin verir. Hizl.

50 test

100 test

100 test

100 test

1000 test

1000 test

1000 test

10x96

50 ea

1000 test
200 test

50 test

250 uCi

Alexa Fluor 488
Flow Cytometry
kit

1000 test

1000 test
200 test

B
A (2011)

* Maliyet listesinde siralanan fiyatlar ABD satis fiyatlarina gore olup, karsilastirma amaci ile verilmistir. Tiirkiye satis fiyatlari listedekinden farklilik gosterebilir; ** Maliyet listesinde siralanan
rakamlara sadece kitlerin maliyeti dahildir, cihaz, tip, diger ¢ozelti, plak v.b. masraflar ek olarak hesaplanmalidir; *** Kit igeriklerine kaynaklarda verilen site baglantilarindan ulagilabilir;
BD: Becton Dickinson; DNA: Deoksiriboniikleik asit; HCl: Hidroklorik asit; ELISA: Enzim bagli immiin assay; FITC: Floresan izotiyosiyanat.
Maliyet skalas su sekildedir. A: <200 USD; B: 200-400 USD; C: 400-600 USD; D: 600-1000 USD; E: 1000-1500 USD; F: 1500-2000 USD; G: >2000 USD
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Metabolizma 6l¢iimiine dayal: ticari hiicre proliferasyon kitleri
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Kit (metabolizma)

Kullanim kolaylig1-zorlugu

Performans hassasiyet

Test say1si/kit

Maliyet x-’ i

RocheCell Proliferation Kit I (MTT)

RocheCell Proliferation Kit II (XTT)

RocheCell Proliferation Reagent (WST-1)

PromegaCellTiter96 AQueousOne
Solution Cell Proliferation Assay (MTS)

Clontech WST-1 Cell Proliferation
Assay Kiti

BiovisionReady-to-use Cell Proliferation
Reagent, WST-1

Invitrogen Vybrant MTT Cell
Proliferation Assay Kit

Invitrogen Cell Trace Violet Cell
Proliferation Kit

Invitrogen Alamar Blue Assay

Abcam Cell Proliferation Assay Kit
(Flurometric-Blue)

Invitrogen CellTrace CFSE Cell
Proliferation Kit

Abcam CFSE Cell Labeling Kit

eBioscience CFSE

eBioscience Cell Proliferation Dye
eFluor® 670

Oncesi 96 kuyulu mikroplakta hiicre
kiiltiirii (37 °C %6.5 CO5) 24-96 saat.
Tetrazolyumun ¢ozilmesi gerekir, MTT
kesim tirtinleri suda ¢6ziinmez, DMSO
ile ¢oziilmesi gerekir. 550-600 nm'de
okuma yapabilen plak okuyucu gerekir.

Oncesi 96 kuyulu mikroplakta hiicre

kiilttirt (37 °C %6.5 CO3) 24-96 saat.

XTT kesim tirtinleri suda ¢oziinebilir,

ek ¢ozme adimi gerekmez. XTT ile
inkiibasyon siiresi MTT ve WST1'e gore
daha uzun (<24 saat)
450-500 nm’de okuma yapabilen plak
okuyucu gerekir.

Oncesi 96 kuyulu mikroplakta hiicre
(0.1-5 x 10* hiicre/kuyu) kiiltiiri (37 °C
%5 CO3) 24-96 saat
WST1 Inkiibasyon 30 dak ile 4 saat
arasinda siirer. 420-480 nm’'de okuma
yapabilen plak okuyucu gerekir.

Oncesi 96 kuyulu mikroplakta hiicre
(0.1-5 x 10* hiicre/kuyu) kiiltiri (37 °C
%5 CO3) 24-96 saat siirmektedir. Tek
bir ¢ozelti olarak gelir. MTT deki gibi
ek ¢ozme adimi gerektirmez. Yikama
yok. 490 nm’de okuma yapabilen plak
okuyucu gerekir.

Oncesi 96 kuyucuklu mikroplakta hiicre
(0.3-5 x 10* hiicre/kuyu) kiiltirii (37 °C
%5 CQO3) 24-96 saat Protokol min. 1 saat
stirmektedir. WST1 inkiibasyon 30 dak
ile 4 saat arasinda siirer.
Yikama adimi ve ek reaktifler yok.
420-480 nm’de okuma yapabilen plak
okuyucu gerekir.

Oncesi 96 kuyulu mikroplakta hiicre
kiltira (37 °C %5 CO2) 24-96 saat
WST1 Inkiibasyon 30 dak ile 4 saat

arasinda siirer. 420-480 nm’de okuma

yapabilen plak okuyucu gerekir.

Oncesi 5000-10000 hiicre/kuyu 48-72
saat kiiltiir. Tetrazolyumun ¢6ziilmesi
gerekir, MTT kesim tiriinleri suda
¢oziinmez, DMSO ile ¢6ziilmesi gerekir.
570 nm’de okuma yapabilen plak
okuyucu gerekir.

In vivo ve in vitro isaretleme yapilarak,
boyadaki diliisyon tizerinden goklu nesil
tespitine izin verir. Eks./Em.: 405/450
nm. Akan hiicre 6lger ile kullanim.
Tetrazol-yum kitlerden daha kisa
inkiibasyon siiresi.

Suda ¢6ziinebilir, yikama, fiksasyon,
ekstraksiyon adimi gerektirmez.
Floresan 530-560 nm, absorbans

570-600 nm.

Resazurin temelli
Ex=530-570 nm; Em= 590-620 nm
Yikama, ¢6zdiirme adimi yok.
Akan hiicre 6lger, Eks.: 492 nm
Em.: 517
Akan hiicre dlger, Floresan mikroskop
Eks.: 492/Em.: 517
Akan hiicre 6lger, floresan mikroskop
Eks.: 494 nm/Em.: 521 nm
Akan hiicre 6lger, Eks.: 633 nm kirmizi
lazer, Em.: 660 nm
FITC kanalinda farkli antikorlarin
kullanilmasina izin verir.

Diisiik hiicre sayilari tespit edilebilir.
Absorbans-hiicre sayis1 korelasyonu
yiksektir.

Diisiik hiicre sayilari tespit edilebilir.
Absorbans-hiicre sayis1 korelasyonu
yiiksektir.

Diisiik hiicre sayilari tespit edilebilir.
Absorbans-hiicre sayis1 korelasyonu
yiksektir.

WST-1 daha verimli ve daha parlak
sinyal verir.

MTT den daha hizli

WST-1 daha verimli ve daha parlak
sinyal verir.

WST-1 daha verimli ve daha parlak
sinyal verir

Hizli

>50 hiicre

2100 hiicre

Hiicreleri 10 nesile kadar takip edebilme
imkani

Hiicreleri 6 nesile kadar takip edebilme
imkani

2500 test

2500 test

8 ml 800 test
25 ml 2500 test

200 test
1000 test
5000 test

2500 reaksiyon

2500 test

100 test

1 Kit

100 ml
25 ml

1 Kit-500 test

1 Kit
1000 test
5x500 pg

500 ug

B

O W >

B (2011)

B (2011)

C
A (2011)

A (2011)

B

A

A

* Maliyet listesinde siralanan fiyatlar ABD satig fiyatlarina gore olup, karsilastirma amaci ile verilmistir. Tiirkiye satig fiyatlar: listedekinden farklilik gésterebilir; ** Maliyet listesinde siralanan
rakamlara sadece kitlerin maliyeti dahildir, cihaz, tiip, diger ¢ozelti, plak v.b. masraflar ek olarak hesaplanmalidir; *** Kit igeriklerine kaynaklarda verilen site baglantilarindan ulagilabilir;
MTT: Metiltiazol difenil tetrazolyum; DMSO: Dimetil Siilfoksit; XTT: Tetrazolyum; WST: 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum; CFSE: Karboksifloresan siiksinimidil ester; FITC:
Floresan izotiyosiyanat. Maliyet skalasi su sekildedir. A: <200 USD; B: 200-400 USD; C: 400-600 USD; D: 600-1000 USD; E: 1000-1500 USD; F: 1500-2000 USD; G: >2000 USD
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EK-3

Proliferasyon isaretgilerinin (marker) belirlenmesine dayali hiicre proliferasyon kitleri

Turk J Immunol

Kit (proliferasyon isaretgcileri)

Kullanim kolayligi-zorlugu

Performans hassasiyet

Test say1si/kit

Maliyet * bk 00

Invitrogen PCNA Staining Kit

Roche Phosphohiston H3 Imaging Kit

Epitomics PCNA Monoklonal Antikor

Milipore Anti-phospho-Histone H3
(Ser10)

Invitrogen Ki67 Monoklonal Antikor

Abcam Topoisomerase 2B Antikor

Cell Signaling Technology
Aurora Antibody Sampler Kit (3875)

Fare, insan, sigan, maya. Dondurulmus,
parafinlenmis doku kesitlerinde, yeni
hazirlanmig lenfositlerde, fikse hiicre

kiiltiirlerinde kullanilir. Sekonder
antikor gerektirmez.

Insan. Total hiicre popiilasyonunda
béliinen hiicrelerin goriintiillenmesine
izin verir. Sekonder antikor gerektirmez.

Insan formalin fikse parafin doku kesidi
igin
Fare, insan
immiin hiicre kimyasi, immiin ¢oktiirme
ve western blot

Insan FITC Akan hiicre 6lger

Insan poliklonal
western blot, immiin ¢oktiirme,
immiinhistokimyasal

Western blot, kit i¢erisindeki her antikor
i¢in yapilabilecek ek uygulamalar
kaynakgada verilmis olan internet
baglantisi tizerinden incelenebilir.

IVD

RUO, 96 kuyulu plak 90 dakika
Cellavista ile ¢ok hizl1. Az sayidaki
mitotik hiicre tespiti

IVD

RUO

ASR
RUO

RUO

1 kit

Mikroplak
5x96 reaksiyon

1 ml (konsantre)

200 pl (1 mg/ml)

0.5 ml
100 pl (0.2 mg/ml)

4x40 pl

C (2011)

B (2011)
B

B (2013)

* Maliyet listesinde siralanan fiyatlar ABD satis fiyatlarina gore olup, karsilagtirma amaci ile verilmistir. Tiirkiye satig fiyatlar: listedekinden farklilik gosterebilir; ** Maliyet listesinde siralanan
rakamlara sadece kitlerin maliyeti dahildir, cihaz, tiip, diger ¢6zelti, plak v.b. masraflar ek olarak hesaplanmalidir; *** Kit igeriklerine kaynaklarda verilen site baglantilarindan ulasilabilir;
PCNA: Prolifere hiicre ¢ekirdek antijeni; IVD: In vitro tany; RUO: Sadece arastirma amagli kullanim; FITC: Floresan izotiyosiyanat.
Maliyet skalasi su sekildedir. A: <200 USD; B: 200-400 USD; C: 400-600 USD; D: 600-1000 USD; E: 1000-1500 USD; F: 1500-2000 USD; G: >2000 USD

EK-4

Adenozin trifosfat 6l¢timiine dayali hiicre proliferasyon kitleri

Kit (adenozin trifosfat)

Kullanim kolayligi-zorlugu

Performans hassasiyet

Test say1si/kit

Maliyet * bk 00

Perkin Elmer ATP Lite Assay Kit

Perkin Elmer ATP Lite 1 step Assay Kit

Biotium ATP-GloBioluminometric Cell
Viability Assay Kit

Invitrogen ATP Determination Kit

Biovision Staybrite Highly Stable ATP
Assay kit

Biovision ATP Colorimetric/
FluorometricAssay Kit

Roche ATP Bioluminescence Assay Kit
HSII

Roche ATP Bioluminescence Assay Kit
CLS1I

Isima yarilanma siiresi 5 saat. Lumino-
metre (151ma olger) gerekli. Santrifiij
gerektirmez. 15-25 dakika arasi
uygulama siiresi. Hiicre lizis ¢ozeltisi
igerir.

30 dakikada 1s1mada (%15 azalma).
Kolay uygulama. Santrifiij gerektirmez.
Luminometre gerekli. Protokol tek
adimdan olusur. Hiicre lizis ¢ozeltisi
igerir. 96 (maks. 50000 hiicre) veya 384
(maks. 12500 hiicre) kuyu plak

Luminometre gerekli.
96 kuyucuklu plak ya da tek

Lusiferin-lusiferaze ayr1 paketlenmis.
Luminometre gerekli Em. maks 560 nm

Hiicre ve doku kiiltiiri homojenatlarinda
Luminometre gerekir.

Luminesans kaynakli sinyal stabilite
sorunu yok. Hiicre-doku lizatlari, kiiltiir
medyumu, idrar, plazma ve serum gibi
biyolojik sivilarda. Absorbans
(570 nm) veya Floresans
(Ex/Em 535/587 nm)'de ol¢iiliir

Lizis reaktifi ve diliisyon tamponu ile
gelir.

Kolay kullanim i¢in optimize edilmistir.

Hizl
100 pl i¢in 5 hiicreye kadar hassasiyet

Hizh
Yiiksek hassasiyet
Yiiksek hacimli islemler i¢in uygun

Hizli
1 hiicreye ya da 0.01 pikomol ATP’ye
kadar
Isima stabilitesi (1 dak.)
Hizl
0.1 pikomol ATP’ye kadar
Haizli (0.5 saat)
10 femtomole kadar ATP
pH 8.2 altinda oda sicakliginda 10 saat,
37 °C'de ise 60 dakika kadar stabil
luminesans
Hizli (1 saat)
50 pikomole kadar ATP

CILS II kite gore daha hassas

Sinyal stabilitesi CLSIT'ye gore gok daha
uzun siireli

10000 test
5000 test
1000 test
300 test

1000 ml
100 ml
10 ml

1000 test

200-1000 test

100 test

100 test

Mikroplak 1000 test

Tiip 500 test

Mikroplak 1600
test
Tiip 800 test

> w0

00

B (2011)

A

* Maliyet listesinde siralanan fiyatlar ABD satis fiyatlarina gore olup, karsilastirma amaci ile verilmistir. Tirkiye satis fiyatlari listedekinden farklilik gosterebilir; ** Maliyet listesinde siralanan
rakamlara sadece kitlerin maliyeti dahildir, cihaz, tip, diger ¢ozelti, plak v.b. masraflar ek olarak hesaplanmalidir; *** Kit igeriklerine kaynaklarda verilen site baglantilarindan ulagilabilir;
ATP: Adenozin trifosfat; HS: En yiiksek hassasiyet; CLS: Sabit 11k sinyali.
Maliyet skalas su sekildedir. A: <200 USD; B: 200-400 USD; C: 400-600 USD; D: 600-1000 USD; E: 1000-1500 USD; F: 1500-2000 USD; G: >2000 USD
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