2. Solisyon 0.22 um'lik filtre kullanilarak filtre edilir ve 20l olacak sekilde alikotlanir.

3. Alikotlar -20°C’ de saklanmali ve ¢ozildiikten hemen sonra kullaniimalidir.

2.4. Primer Antikor Hazirlanmasi
Liyofilize antkor 2 ml hiicre kultiriine uygun suda ¢ozulerek hemen 0.5 ml’ lik konik tuplere

alikotlanir ve -20°C’ de saklanir.

2.5. Guinea Pig Komplement Hazirlanmasi
Liyofilize komplement 1 ml hiicre kiltirine uygunsuda ¢6zulur ve hemen 0.5 ml'lik tiplere her tipte

60 ul olacak sekilde alikotlanarak -20°C’de saklanir.

2.6. Kultiir Ortami Hazirlanmasi
Destek hucreleri ve embriyonik kok hicre kultirinde kullanilan kiltlr ortami hazirlanigi sirasinda
onerilen oranlar Tablo 1’ de gosterilmistir.

Tablo 1: Destek hiicreleri ve embriyonik kdk hiicreleri icin kullanilan kiilttir ortami hazirlanigi

Soliisyonlar Destek Hiicresi Kiiltiir Ortami hES Kiiltiir Ortami
DMEM (%) 458.5ml 404.5ml

FBS (%) 50ml 75ml
Penisilin/streptomisin (100X) 5ml 5ml
L-Glutamine-200mM(*) (Giinliik) 5ml 5ml
Nonesans. Aminoasit soliisyonu (100X),NEAA 5ml

ITS 100X(*) (Gdinliik) 5ml
R-ME(*) 500 500ul

Total Hacim 500ml 500ml

(*) Kok hicre kiltir ortaminda DMEM olarak Ko-DMEM, FBS kaynagi olarak kok hicrede test
edilmis FBS (Hyclone) kullanilimaktadir. Stok olarak hazirlanan kiltir ortamlari 50 ml'lik konik falkon
tlplere bolinerek +4°C’de saklanir ve 2 hafta iginde tiketilmelidir.

Hazirlanan kultir ortamlarina kullanim éncesi, gunliik olarak 1/100 oraninda L-Glutamin (200 mM)
eklenir.

instilin-transferin-selenyum (ITS) ise giinlik olarak sadece hES killtiir ortamina konmaktadir.

Bunun yaninda kultir ortami hazirigi sirasinda kullanilan R-ME sollisyonunun daha Onceden
galisma solusyonu olarak hazirlanmasi gerekmektedir. Bu amagla kultir ortami hazirhgr oncesi 70 ul

14.3 M R-ME 10 ml PBS(Ca-mg free) ile seyreltilir ve tlplere bollinerek -20°C ‘de saklanir.



