» Doku kultird teknikleri glinimiz de en cok

kullanilan tekniklerden biridir.

» Molekuler biyolojinin yeni kurulan alanlarinda

calisan biyoteknologlar, molekuler biyologlar

ve biyologlar kendi alanlarinda ki deneysel
arastirmalarinda teknik olarak

kullanmaktadirlar.



» Biyomedikal arastirmalarin bircok alanlarinda

nayvan deneylerinin yerini tutacak olan doku

culttrd metotlari gelistirilmistir.

> Ornegin ilac aktivitelerinin arastirilmasi ve
terapinin yeni seklinin tasarlanmasi icin in
vitro farmakotoksikoloji diye bir disiplin

olusmustur.



»Son seneler de doku kultird alaninda ki
degismeler doku kultirinin gelecegini de

gostermektedir.

>In vivo da dokular icin de meydana gelen ve
oircok  hastaliklarinin  ilerlemesine  katkida

oulunan veya sebep olan hucresel bozukluklar,

cultir siselerinde vyapilan calismalar ile  bu

hucresel olaylar aydinlatilmaya calisiimaktadir.



» Biyomedikal alanda da, cesitli transplantasyonlari

iceren klinik tedavilere doku kulttura teknolojisi

katki da bulunmaktadir.

» Kiiltiirleri yapilmis deri hiicreleri; asi olarak veya

deri U

ortme
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erinde ve yaniklar da yaralarin tstlni

kullanilmaktadir.



» Genetik mihendisligi dalinda DNA  sequenslerini;
transplante ettikleri hicreler ile, gelecekte diyabetik
hastalarin bozukluklarinin duzeltilmesinde, kistik fibrosis
veya hemofili hastalar da, parkinson hastalarinda

kullanilabilir.

» Ayrica belli nadir enzimlerin noksanlgindan dolayl ortaya

citkan sendromlarda da kullanilabilir.

» Geleneksel ila¢ terapisine nazaran daha cok implante
edilmis hucreler yolu ile bozuklugun duizeltilmesi tercih

edildiginde pek cok olasiliklar vardir.



» Biyoteknoloji dali hizla gelisen ve bu dalla iliskili
olarak doku kultirinde de yeni metodlar ortaya

cikmistir.

» Hayvan doku kiltiriinden oldukca farkli olarak
ayni zaman periyodu icinde bitki doku kultiru
teknigi de gelismistir. Bu iki konu arasinda da bilgi

alisverisi yapilmistir.



DOKU KULTURU LABORATUVARI



LABORATUVAR DUZENI

» Doku kulttri laboratuvarlari, biyomedikal arastirma laboratuvari
olarak kullanilan laboratuvarlarin genel amaclarindan farkhdir.

» Bu laboratuvarlar da kiltlrleri yapilan hiicrelerin sterilitesi en
onemli husustur.

» Pratikte cevrede ki total bakterileri yok etmek miumkiin degildir, o
nedenle mikrorganizma kontaminasyonundan kultuarleri ve kultir
medyumlarini koruyabilmemiz icin garanti altina almamiz gerekir.

» Aksi taktir de mikroorganizmalar hiicre kiltlir ortaminda hizla
cogalacak ve hiicrelerin medyumlarini tiiketerek veya toksinlerini

salarak hucrelerin 6lumlerine sebep olacaktir.



» Bltlin modern laboratuvararin cogunda hicre
kUlturlerinin steril sartlarda yapildigi Laminar
Flow denilen kabinler vardir. Bu kabinin ici steril

calisma alanidir.

» Laboratuvarin diger bltini de temiz olarak
muhafaza edilmelidir. Ve yluzeyler belirli araliklarla
temizleyici antiseptik solusyonlar ile

temizlenmelidir.



» Bitin doku kaltiir laboratuvarlarinin diger aktivitileri

de icine alan kisimlarinin olmasi gerekir.

» Bu laboratuvar tek bir oda icin de olabilir veya bir

hazirlik odasi bir de ¢alisma odasi seklinde olabilir.

» Laboratuvarda calisan sayisina bagh olarak lyi

dizenlenmis tek bir oda olarak da kullanilabilir.

» Bu sekilde ki oda minumum sartlar icindir.



> Ideal bir doku kiltiirti laboratuvari birbirine gecebilen
iki odadan olusmalidir.

» Her iki halde de laboratuvarin cok fazla hareket, toz,
hava akimi icermeyen, hayvan \vyetistirme,
mikrobiyoloji ve virus laboratuvarlarindan ayri bir
koridor sonunda olmasi tavsiye edilmektedir.

» Bu laboratuvarda pencere bulunabilir, ancak
pencerelerin acilmasi, hava akimi, toz ve Kkir

giremeyecek sekilde olmasi gerekir.



» Ayrica fazla isik ve sicaklik gecirmeyecek sekilde

ortulmesi yararhdir.

» Laboratuvar kolay temizlenen bir tezgah, asiri

sicak ve soguga karsi sogutucu ve isitici bir sistem
ile laboratuvar ortamini steril edebilmek icin

ultraviyole lamba sistemi icermelidir.



Tek odadan olusan bir laboratuvar da bulunmasi
gereken aracglar ve gerecler sunlardir

Laminar Flow
inkiibatér (37 oC lik)
Santrifj

Terazi

Sterilizatorler
Otoklav

Kurutma Etuvi

Su Banyosu
Magnetik Karistirici
Saf ve deionize su cihazi
Mikroskop

CO, tiipu

Bunlar laboratuvarlar da rahat ve diizenli calismayi saglayacak sekilde yerlestirilmelidir.



v Eger laboratuvar 2 odadan olusuyorsa
bunlardan birini hazirhk odasi, digerini de

steril calisma odasi olarak ayirmak gerekir.
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HAZIRLIK ODASINDA

Sterilizatorler
Otoklav
Kurutma Etuvu

Saf ve deionize su cihazi, buzdolabi, derin dondurucu bulunmalidir.

Doku kulturu laboratuvarinda eger hiicreler dondurularak saklaniyor
ise -70 oC lik derin dondurucu veya sivi azot icinde saklama kaplari
da bulunmalidir,

Blutin cam malzemelerin yikanma islemleri de bu oda da

yaptimalidir.



STERIL CALISMA ODASINDA

Laminar Flow (Steril Calisma Kabini)

Inkiibator (37 oC lik)

Santrifij

Dengeleme Terazi

Su Banyosu

Mikroskop

CO, tupu

Temiz ve steril kiltlr kaplarinin ve cam esyanin saklanacagi dolaplar
bulunmalidir.

Ayrica odayi steril etmek icin UV lambalarinin olmasi gerekir.



DOKU KULTURU LABORATUVARI ARAC
VE GERECLERI




LAMINAR HAVA AKISLI KABIN (STERIL
CALISMA KABINI)

v Cok onceleri doku kultirtinde ki steril calisma alanlari,
etrafi camla cevrili bir kabinden olusurdu.

v’ Kabinin icerisinde bir UV lambasi bulunurdu ve
calismaya baslamadan 6nce -1 saat lamba yakilarak
kabin steril edilirdi.

v' Calisma sirasinda da %70 alkol ile kabinin icinde ki

yuzeyler silinirdi.



v’ Hucre kiltari laboratuvarinda genellikle yatay ve dikey akisli
olmak Uzere 2 ¢esit laminar hava akish kabin (Laminar Flow)
bulunur.

v’ Her iki cesit laminar hava akisli kabinde de havada ki partikulleri
uzaklastiran HEPA (High Efficiency Particle) filtre kullanilir.

v’ Yatay hava akish kabinler ortami steril edip, vasatlarin,
solisyonlarin  hazirlanmasi, filtre edilmesi islemlerinde
kullanilirken, dikey hava akisli kabinlerde steril edilen havanin
akisi calisilan ortamin 6ninden asagiya dogrudur ve i¢ ortam ile
dis ortamin karismasini engellemektedir. Tum htcre kultlr

calismalari bu tip kabinlerde yapiimaktadir.



v’ Ortamda kisa dalga boylu UV 1sig1 da sterilizasyona
katki da bulunur.

v  Calismaya baslamadan 6nce ve calisma bitiminde
daima UV 10-20 dakika calistirilmalidir.

v Her kullanimdan sonra ortam dezenfektan ve %70 lik
etanol ile temizlenir.

v' Calisma Oncesi UV ile vylzey sterilizasyonunun
arkasindan kabin en az 15 dakika steril hava dolasimini

saglamak amaciyla bos calistiriilmahidir.



v’ Kabin ile yapilan calismalar da UV ve HEPA
filtrelerin  kullanim slresinin asilmamasina
dikkat edilmeli, gerekli kontroller yapiimalidir.

v'Ayrica haftada bir genel kabin temizligi

yvapiimahdir.



v Son vyillarda ise doku kulttri laboratuvarlarinin cogunda
steril calisma alani olarak Laminar Flow kullaniimaktadir.

v Bu odanin i¢ci tamamen steril edilmis hava ile doludur.

v Bu oda steril olmayan bir havayi disari atmak icin devamli
pozitif basing saglar.

v’ Laminar flow, havada bulunan bakteri ve mantar
partikiillerini filtresi ile tutarak havayi steril eder.

v’ Steril edilen havay! da calisma ortamina dikey veya yatay
olarak Uufler ve steril olmayan havanin kabin igerisine

girmesini onler.






INKUBATOR (37 °C lik ETUV)

» Kiltlrleri yapilmis htcreleri, kullanilan canlinin

vicut sicakliginda en iyi sartlarda laboratuvarda
yetistiriimesini  ve muhafaza edilmesini
saglayabilen 6zel yapilmis etlvlerdir.

» Laboratuvarlar da kullanilan inklibatorler; 1s1, gaz
diizeyi ve nemlilik gibi 3 temel faktoriu kontrol

eder.



»Bu cihazlara yerlestirilen kultliir kaplari cevre
ve insan sagligina zararli patojen
mikroorganizmalari, hiicreleri
icerebileceginden herhangi bir bulasma,
dokilme vb. den suphelenildiginde cihaz
derhal bosaltilarak uygun bir dezenfektan ile

silinmelidir.



» Memeli hiicrelerinin cogunun bliylimesi icin 37 °C

lik sicaklhk gereklidir.

» Bunun yarim derece altina diserse bu tolare
edilebilir. Fakat 39 °C olursa hucreler hizli bir
sekilde olurler.

» Kuslarin viicut sicakhklari yiksek oldugu icin
bunlarin  hicreleri ile c¢alisildigi  zaman

inkUbatorin derecesi yuksek sicakliga ayarlanir.



Hicre kultirinidn c¢alismalarinin ¢cogunda hicrelerin CO, iceren bir
atmosferde inkiibe edilmesi gerekir.

Ettvin icindeki CO, karisimi ayarlanir ve bu bir tipten manometre yardimi
ile etlive verilir.

CO, li inktbator; hicreler cogunlukla %5-10 CO, li ortam da cogaldigindan
onemlidir.

Ortamin CO, igerigi, kultlr kabinda ki ortamin NaHCO; /H,CO, dengesinde
onemli rol oynar.

Boylece kultir medyumlarinin pH lan (7.2-7.4) CO, veya medyuma
bikarbonat buffer ilave edilmesi ile ayarlanir.

BU etivlere surekli esit miktarda CO, verildigi icin pH da degisme olmaz.
Bu nedenle kilture alinan kultur kaplarinin kapaklari gaz giris cikislarina

uygun olmali, yada gevsek olarak kapatiimalidir.






inkiibatoriin kapisi uzun siire acik tutulmamali, sicaklik diistisii, ortam gaz
dengesinin bozulma, kontaminasyon riski unutulmamalidir.

inkiibatdr de ki nem de inkiibatoriin alt kismina konulan ici su dolu tepsi
ile saglanir.

inkiibatériin cogun da fan vardir. Béylece nemli hava etiiviin her tarafina
dagilmaktadir.

Tepside ki suyun mikroorganizma icermesini onlemek icin Thimersol gibi
ucucu olmayan sitostatik ajanlar kullanilir.

Ama yine de nemli inklibatorler de mantar treme riski vardir.

Cihazlarin elektrikle calistigi unutulmamali, gerekli 6nlemler dikkate

alinmali ve uyulmalidir.



» Etlv suyu haftada bir degistirilmeli, 3 ayda bir
genel bakim yapilmalidir.

» CO, li etlivde sicakhk ve CO, tiplnin bitmesi
durumunda tum flasklarin kapaklari sikica
kapatilmali ve vyeni tup hizli bir sekilde
takilmalidir.

» Etlv kapisi acilmadigl taktirde tliplin bitiminden
itibaren wvar olan hava kultirleri 24 saat

koruyacaktir.
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MIKROSKOP

Doku kultird laboratuvarinin temel aracglarindan biri, iyi kaliteli bir
inverted faz kontrast mikroskoptur.

Inverted faz kontrast mikroskobu; hicre kiltirt calismalarinda kultir
devam ederken, hiicrelerin buyumesi, morfolojik o6zellikleri, yayilma
derecesi, graniillesme, zarlarda sisme, ¢ok nukleuslu olma durumu,
vakuollesme incelemelerinde kullanilir.

Hlcrenin morfolojisi, kiltlr sartlarinin degismesine karsi cok hassastir.

Faz Kontrast mikroskobu ile kultirdeki kontaminasyon belirtisi hemen
tayin edilebilir.

Fotograf cekebilme 6zelligi olan faz kontrast mikroskobu 6nemlidir.



» Istk mikroskobu (floresan atasmanl) kultlir sonrasi
testler, (canlilik, sitogenetik, FISH vb.) icin gereklidir.

» Mikroskop seciminde onemli bir nokta uzun calisma
aralikli kondansore sahip olmasidir. Bu sayede flasklar
incelenebilecektir.

» Mikroskobu kullanirken calisma sonrasi mikroskop
lambasinin kapali olduguna dikkat edilmelidir.

» Zira bu lambanin belli bir kullanim émra vardir.

» Mikroskop lensleri kirletiimemeli, tozdan korunmalidir.



/Lamphouse

VYertical
HNuminator

35mm SLR
Camera






SANTRIFUJ

v’ Doku kultird laboratuvarlarinda ki santrifij, alt kaltirlerin
hazirlanmasi, hiicrelerin konsantre edilmesinde, dondurma
islemi, hucrelerden besi ortami, tripsin gibi enzimler, DMSO vb.
uzaklastirilmasinda, analiz vs gibi calismalarda sispansiyon haline
getirilen hicrelerin belirli bir hizla cokelmesi icin kullanihr.

v’ Bu islemler icin santrifiij 80-100 g de veya 1000-3000 devir/dakika
da calismalidir.

v" Hicrelerin 6zellikle uzun sire santrifigasyonuna bagh olarak olusan

Isidan etkilenmesi nedeniyle sogutmali olmasi tercih edilmektedir.



v’ Santriftij kullanilirken; tupler, mikropleytler simetrik
olarak vyerlestirilmeli hacim/agirhgin esit, dengede
olmasina dikkat edilmelidir.

v" Ayrica santriftijiin kullanim dncesi ve sonrasinda temiz

oldugu kontrol edilmelidir.

v' Disuk sicakliklarda ki santrifijleme sonrasi cihaz
icerisinde sogutmaya bagli olusacak sivi giderilmeden

cihaz kapatilmamalidir.
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BUZDOLABI VE DERIN DONDURUCULAR

Doku kaltira laboratuvarinda buzdolabi bulunmasi sarttir.
Cunkd kullanilan toz veya sollisyon halinde ki butin
medyumlar, cesitli ¢ozeltiler ve diger kimyasal maddeler
buzdolabinda saklanir.

Besiyerleri ve bazi kimyasallar vb muhafazasinda +4 ° C
buzdolabi kullaniimaktadir.

Derin donduru -20 ° C lik ve -85° C lik derin dondurucular
olmalidir.

Serumlar ve kollegenaz gibi enzimler -20 ° C de saklanur.

Dondurulmus hticre stoklari ise -85 © C de saklanur.



-85 ° C derin dondurucular ayni zamanda dondurma islemi sirasinda
ara kademe olarak ve bazi kitlerin muhafazasinda da
kullanilmaktadir.

Bu isilarda saklanan materyalin eldivenle tutulmasi, dogrudan
cihazin i¢ duvarlarina temas edilmemesi olasi soguk yaniklarindan
korunmada alinacak dnlemlerin basinda gelir.

Ayrica bu cihazlar 1s1 dengeleri bozulacak sekilde uzun sire acik
tutulmamali, belli araliklarla da ¢6ztundUrGltp temizligi yapilmahdir.
Buz olusturmayan buzdolabi ve derin dondurucular tercih
edilmektedir.

Ayrica laboratuvarimizin aletlerinin bagh oldugu ve elektrik

kesilmesi aninda devreye giren bir jeneratoriinde bulunmasi sarttir.






SU BANYOSU

Elektrik ile calisan, suyu isitarak istenilen dereceye ayarlayan bir cihazdur.
Kullanilan su distile su olmali ve belli araliklarla degistirilmelidir ki,
kontaminasyon kaynagi haline gelmesin.

Doku kultarinde kullanilan medyum ve ¢ozeltilerin 37 °C de isitilmasi igin
kullanthr,

Su banyosu icindeki suda bakteri cogalmasini 6nlemek icin dizenli olarak
icine Thimersol gibi sitostatik ilave edilir.

Bazi arastiricilar kontaminasyondan dolayi su banyosunu tercih etmezler.

Kullanilacak medyum ve ¢ozeltileri kiicik kuru ettivlerde isitirlar.






SIVI AZOT TANKLARI

» Ortamin  havasint azot kacagina bagh olarak olumsuz
etkileyebileceginden mutlaka laboratuvar disinda iyi havalandirilan
bolumlerde bulundurulmalidir,

» Sivi azotla calisirken olasi kazalardan biride soguk yanigidir.

» Nitrojen ozellikle sigrayabilir, gozlere ve viicuda da ciddi zararlar
verebilir.

» Calisirken -200 ° C soguga dayanikh 6zel eldiven, gozliik veya yiiz
koruyucu kasklar kullanilmalidir.

» Sivi  azot vyada donmus objelere kesinlikle ciplak elle

dokunulmamalidir,



v’ Tanklarin azot seviyesi 5-10 giinde bir kontrol

edilerek buharlasan azotun takviyesi yapilmalidir.

v Tanklarin agizlari siki sikiya kapatilmayip bir
miktar gaz kacagi yeri bulundurulmalidir.

v’ Bu tanklarin Gretiminde fabrika cikisinda kapaklari
veterli miktarda gaz kacagina izin verecek sekilde

duzenlenmistir.






FILTRASYON APARATLARI

Solisyon halinde olan sivilarin steril edilmesi icin bakteriolojik filtre
bulunmalidir.

Bakteriyolojik filtre hiini, ust kisim ve alt kisim olmak Uzere U¢ parcadan
olusmustur.

Ust ve alt kisim arasina asbest veya membran filtre yerlestirilir.

Bu filterinin Gzerinde ki gozenekler bakteri buylikluglinden kucuktdir.
Filtrenin tamami otoklavda steril edildikten sonra bir vakum pompasina
baglanir.

Hunisine de steril edilmesi istenilen ¢ozelti koyularak stzulir ve boylece

steril edilmis olur.



v' Kicik  hacimli  cOzeltileri  veya  sivilarin
sterilizasyonu icin milipore filtre kullanilir.

v Bu filtreler disposible ve steril olarak satilr.

v Enjektdriin ucuna takilacak sekilde yapilmistir.

v Filtrenin porlari 0.2 pum- 0.1um kadardir.

v’ Mikroorganizmalari tuttugu gibi mikoplazmalari
da tutar.

v’ Sivilarin sterilizasyonu icin 0.2 um por yeterlidir.



v'Filtreler nem almayacak uygun vyerlerde
muhafaza edilmelidir.

v Filtre aparatlan kullanim sonrasi ultra pure
suyla mutlaka temizlenerek birakilmalidir.

v Filtre tipini ve Ozelliklerini belirlerken filtre
edilecek sivinin yapisina ve amaca gore dogru

tercihin yapilmasina dikkat edilmelidir.






» Doku kilturinde kullanilan medyum ve diger
cozeltilerin  hazirlanmasinda pH  metre,
magnetik karistirici ya ihtiyac vardir.

»Terazi miligram ve mikrogram eviyesinde

olmalidir.




Doku kdaltirt laboratuvarinda surekli kullanilan cam, plastik ve
metal malzemeler de vardir.

Bunlar cesitli tipte cam ve plastik (polystyrene) kiiltiir siseleri,
cesitli hacimler de beher, erlen mayer, tiipler, santrifiij tlipleri,
olcii kaplar, pipetler, petri kutulari, huniler, toksik olmayan silikon
tipalar, lam ve lamel, paslanmaz malzemeden yapilmis pens,
makas, bisturi, magnetik cubuk gibi malzemelerdir.

Hicrelerin tutunmalari ve buyumeleri icin fiziksel bir ylzeye
ihtiyaclari vardir.

Bunlar cam ve plastik gibi yuzeylerdir.



CAM YUZEYLER

Cok onceleri arastiricilar hticreleri cam ylizeyler Gzerinde, camdan yapilmis
kiltur siselerinde yetistirirlerdi.

Ozellikle cam vyiiksek oranda borosilikat icerdiginden gercekten de
hicreler cam yuzeye iyi yapisirlar.

Doku kultirinitn yakin tarihcesinde arastiricilar cam kultir siselerini invert
mikroskoplara koyarak canli hicrelerin gelismesini inceleyip, analizlerini
yapabilmektedir.

Cam lamel veya lamlar da 1stk mikroskobunda en iyi gorintlyu
vermektedirler.

Deneyler de petri icine vyerlestirilmis lamellere hucreler, ekilerek de

kullanilir.



PLASTIK YUZEYLER

» 1960 L wyillarin sonlarina dogru hicrelerin iyi
yapismasini saglayan plastik ylizeyler gelistirildi.

» Hlicre kdltdrleri icin en c¢ok kullanilan plastikler
polystyrene dir.

» Polystyrene oldukca hidrofobiktir.

» Bazi hiicre tipleri bu plastik ylizeylere yapismayabilirler.






Plastik yuzeyler de kullanilan malzemenin ana
maddeleri sunlardir:

» Kiltlr siseleri, polyster capolymer ‘den (PETG, Poly
(ethylene) terephthalate glycol) vyapilmislardir. Bu
madde polystyrene den daha kolay kesilir ve hucreler
icin de bazi avantajlari vardir.

» Polystyrene organik cozlictlere karsi cok hassastir.

» Thermanox plastik lameller, ksilene ve asetona

direnclidir.



PIPETLER

Doku kulturu laboratuvarinda kullanilan Gg
farkli pipet vardir.
v Mikropipetler
v’ Pastor Pipetleri

v Volumetrik pipetler



v' Mikropipetler ¢esitli hacimlerde olabilirler. 1-20 pl, 20-200 pl, 100-
1000 pl gibi. Ayrica uclari sivri oldugu icin dar tuplere kolaylikla
girebilirler.

v’ Dikatli kullanmak gerekir ve otoklavda steril edilebilir.
Pastor pipetlerinin yuvarlak ve cam olanlari vardir. Cam olanlari
yikanip, kuru sterilizasyon yapilir. Genellikle laboratuvarda bir kere
kullanilan disposable pipetler tercih edilir.

v Volumetrik piipetler camdir. 1 ml den 25 ml ye kadar olanlari vardir.
En cok kullanilan 5 ml lik ve 10 ml lik pipetlerdir. Bu pipetler
yikanarak pipet tasiyicisi denilen kaplarin icinde kuru sterilizasyon

vapilarak tekrar kullanilir.









