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KULTUR KAPLARI

Substrat Materyalleri: Normal hucre hatlarinin  blyuk
bolimunun kdltir ortaminda yasamasi ve c¢ogalmasi icin ylzeye
tutunmasi gerekir.

CAM: Cam; optik ve yuzey ozelliklerinden dolayi tercih edilmekteydi.
Ancak son vyillarda cogu laboratuvarda sentetik plastikler, genellikle
polistiren kullanilmaktadir.

v" Ucug,
v’ Kolay yikanabilir,
v' Kurutma veya isi ile hizlica sterilize edilebilir,
v' Optik acidan berraktir.
Kuvvetli bazlar kullanildiginda bu baz cami eritebilir ve bir asit ile

yikanmadigi takdirde kilttrin kalitesinin distik olmasina neden olur.



TEK KULLANIMLIK PLASTIK

Tek kullanimhk steril polistiren kaplar, kiltlr icin basit, tekrar kullanilabilen
substratlar saglar.

v" Optik acidan kaliteli malzemelerdir,

v' Blyume ylzeyleri diizdir, bu nedenle diizgiin dagilmis ve tekrarlanabilir tek
tabakali kiltirler elde edilmesini saglamaktadirlar.

v’ Yapisal olarak, polistiren hidrofobiktir ve hiicre baglanmasi icin uygun bir
ylzeyi yoktur. Kimyasal islemlerle yuzeyi hicre kiltliriine uygun hale getirilir.
Kullanilacak besiyerinin optimum kosullarda hazirlanmasi gerekir, cunki
yiksek konsantrasyonda hazirlanan besiyerleri plastikte hasarlar meydana
getirir.

v’ Polisitren en ucuz ve en ¢ok kullanilan materyal olmasina ragmen, hucreler
polivinilkloriir (PVC), polikarbonat, politetrafloroetilen (Teflon), Melinex,
Thermanox (TPX) gibi plastik malzemelerden olusan kiltir kaplarinda da

cogaltilmaktadir.
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KULTUR KAPLARININ SECIMI

Kalttr kabi seciminde dnemli hususlar sunlardir:

Hlicre konsantrasyonu
Hlcrenin stispansiyon ya da monolayer olarak buyuatilmesi
Kalttrun acik veya kapali olmasi
Ornekleme siklig

Istenen analizin cesidi

Maliyet.




Petri Kaplari
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Plastik Flasklar
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Multiwell Plates



TABLE 8.1. Culture Vessel Characteristics

Approximate
cell yvield
Culture vessel Replicates mlL cm=* iHelLa)

Multiwell plates

Microtitration L 1) .1 0.3 1 = 10°
Microtitration 144 0.1 0.3 1 = 10°
4-well plate 4 2 2 5 = 10°
6-well plate & 2 10 2 = 10°
12-well plate 12 1 3 7.5 = 10°
24-well plate 24 1 2 5 = 10°
Petri dishes

3.5-cm diameter 1 2 3 2 » 10°
5-cm diameter 1 4 17. 4 = 10°
H-cm diameter 1 5 21 5 = 10°
9-cm diameter 1 10 49 1 = 107
Flasks

10 cm”® (T10) 1 2 10 2 108
25 cm? (T25) 1 5 25 5 = 109
75 cm?® (T75) 1 25 7 2 = 107
175 cm? (T175) 1 i 175 5 < 107
225 cm”® (T225) 1 100 225 6 o= 107
Roller bottle 1 200 850 2.5 x 10°
Stirrer bottles

500 mL iunsparged) 1 50 5 = 107
5000 mL (sparged) 1 4000 4 = 109

*These figures are approximate; actual areas will vary by source.



BESIYERLERI




KULTUR MEDYUMLARI

Kdltirde yetisen hiicre ve dokular icin en 6nemli faktor medyumdur.

In vitro da vyetistirilen htcre kiltirinin sartlarinin in vivoda ki

sartlara uymasi gerekir.

Bu sartlar sicaklik, oksijen ve CO, konsantrasyonu, pH ve

beslenmedir.

Pek cok hucre kiltiurid medyumu tek basina hicrelerin baylumesini

destekleyemez.



KULTUR MEDYUMLARI

» Medyumun icine hayvan serumu ilave edilir.

» Hliicre medyumlarinin esas fonksiyonu, hicrenin

canliligi icin gerekli olan enerji ve besini saglamaktir.

» Hicre kilturlerini temperatiirii, oksijen ve CO, miktari

devamli olarak kontrol edilmelidir.



KULTUR MEDYUMLARI

» Tam bir hicre kiltirtd medyumu iki farkli kismin biresmesi

olarak dusunulebilir.

v/ Basal medyum: Hucrelerin bitun besin gereksinimlerini

karsilar.

v Bilesikler: Basal medyum icinde bulunurlar ve hiicrelerin

blyumesini ve diger gereksinimlerini karsilarlar.



BASAL MEDYUM

» Kultir medyumu, kaltird yapilan hicreler icin cok onemli tek
faktorddar.

» Bu medyumun fonksiyonu, hiicrelerin canliliklarini siirdiirebilmek
icin gerekli olan maddeleri saglamaktir.

» Cok eskilerde doku kultiiri medyumu olarak dogal maddeler,
plasma, lenf, serum ve doku ekstrakti kullanilirdi.

» Sonralar1 hicrelerin bliylimesi icin gerekli olan bitiin maddeleri
iceren, sentetik basal doku kulturi medyumlari kullaniimaya

baslandi.



BASAL MEDYUM

» Memeli hiicreleriicin 3 grupta toplanan basal medyum cesidi vardir.

1. Eagle medyum ve cesitleri: BME (Basal Medium Eagle), EMEM
(Minumum Essential Medium with Earle’s Salts), AMEM (Minumum
Essential Medium with AlphaModificaton), DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) vb.

2. RPMI Medyumu: Bu medyumun da RPMI 1629, RPMI 1630 ve RPMI
1640 gibi cesitleri vardir.

3. CMRL 1060, Ham’s F10, TC 199, MCDB, NCTC gibi medyumlar

bulunmaktadir.



Cesitli Besiyerleri

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
. MEM : Minumum Essential Medium
IMEM : Iveco’s Modified Eagle’s Medium




BASAL MEDYUMU OLUSTURAN ELEMANLAR

Invitro da vyetistirilen hicre  kaltlrinin

sartlarinin invivodaki sartlara uymasi gerekir.

Bu sartlar sicaklik, oksijen, co,

konsantrasyonu, pH ve beslenmedir.



1. BALANCED SALT SOLUTION (BSS)

» BSS in vitro hicre kultirlerinde cok eski zamanlardan beri
kullanilmaktadir.

» BSS fizyolojik pH si ve osmotik basinci dengelenmis inorganik
tuzlarin bilesiminden olusmustur.

» Buna ilaveten hiicrelerin yapismasinda ve enzim reaksiyonlarinda
kofaktor olarak rol oynayan ve membran potansiyelinin devaminda
onemli fizyolojik rol oynayan inorganik iyonlar kullanilir.

> Inorganik iyonlarin baslicalari Na*, K*, Mg *2, Ca*2 CI't, SO,?%; PO, 3 ve
HCO; dir.



1. BALANCED SALT SOLUTION (BSS)

» Yalniz BSS uzun zaman hicrelerin besin ihtiyacini
karsilayamaz, hucrelerin buyuimesi icin glukoz
icermelidir.

4 tip BSS vardir.

v’ Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS)

v’ Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS)

v Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

v’ Eagle’s Spinner Salt Solution (ESSS)



v Hicrelerin biyik bir cogunlugu pH 7.0-7.4 te biiyiirler.

v" indikatér olarak genellikle Fenol kirmizisi kullaniimaktadir.

v' pH 7.4 te kirmizi renk gozlenmektedir ve pH 7 de turuncuya, pH
6.5 te sariya, pH 6.5 in altinda limon sarisina, pH 7.6 da pembeye,

ve pH 7.8 de mor renge dondusur.



2. TAMPON SISTEMLERI

Kultur besiyeri su kosullarda tamponlanmalidir:

v’ Kultur kabi aciksa ve ortamda CO, bulunuyorsa pH
yukselir.

v' pH azaldiginda, yuksek hiicre konsantrasyonlarinda
laktik asit ve CO, hiicrelerde fazla uretilir.

v Kultir medyumlarin tamponlara da ihtiyaclari vardir.

Tampon besiyerinin stabilize edilmesini saglar.



2. TAMPON SISTEMLERI

CO, ve Bikarbonat: Fizyolojik pH da bikarbonat tamponu zayif

tamponlama etkisi gostermektedir.

Gaz fazindaki karbondioksit besiyerinde ¢ozliinerek pH’ 1 distirur.

Cozunmus karbondioksit HCOj", ve pH birbiriyle iligkilidir.

Medyumlar icin genellikle konsantrasyonu 24 mM olan bikarbonat
tamponu kullanilir.

Bikarbonat hem ucuzdur, hem de htcreler icin toksik degildir.



2. TAMPON SISTEMLERI

Daha etkili tampon olarak, alt ve st sinirlari belli olan organik tamponlar
kullanilabilir.

Bunlardan c¢ok yaygin olarak kullanilan Hepes (N-2hydroxyethylpiperazine-N-
2ethanesulphonic acid)’dir.

Hepes pH sinirini 7.2-7.6 arasinda tutan etkili bir tampondur ve ¢abuk pH
degisikligine  bikarbonattan = daha ¢ok direnclidir ve 10-20 mM
konsantrasyonlarinda kullanilr.

Bazi medyumlar da hem bikarbonat hem Hepes kullanilir.

Hepes hem pahalidir, hem de 100 mM lizerindeki konsantrasyonlari hiicreler icin

toksiktir.




3. ENERJI KAYNAKLARI

» Karbonhidratlar kiltiir hiicreleri icin enerji kaynagidir.
» Bunlardan en sik kullanilani glukozdur.
» Digerleri ise maltoz, sukroz, fruktoz ve galaktoz dur.

» Glutamine de bazi hicrelerin gerekli enerjilerinin bir

kismini karsilayabilir.



4. AMINOASITLER

Hicre kualturinde bash basina gereksinim duyulan amino asitlerin bir
hicre tlrinden digerine degismesine ragmen, kultirde kullanilan
esansiyel amino asitler (viicutta sentezlenmeyen) sistein, arginin,
glutamin ve tirozindir.

Hayvan hicrelerinin = ¢cogunun kendi icinde sentezleyemedikleri
aminoasitlerine ihtiyaclari vardir.

insan da bunlar; Arginine, Cystine, Histidine, isoleucine, Leucine, Lysine,
Methionine, Phenylalanine, Threonine, Tryptophan ve valine dir.

Yine pek cok hayvan hucresinin cok miktarda Glutamine ihtiyaci vardir.
Glutamine hem bir enerji kaynagi olarak, hem de niikleik asitlerin

sentezinde karbon kaynagi olarak hareket eder.



5. VITAMINLER

» B grubu vitaminlerinin pek cogu hiicre biliylimesi ve ¢ogalmasi icin
gereklidir.

» Vitaminlerin cogu basal medyuma para amino benzoik asid, biotin,
choline, folic acid, nicotinic acid, pantothenic acid, pyridoxal,
riboflavin, thiamine ve inositol olarak ilave edilir.

» Su da ¢Ozlinen diger vitaminlerin 6nemi daha azdur.

» B 12 vitamini, bazi hicreler icin temeldir ve F12 medyumunda
vardir.

» Medyumda yagda eriyen vitaminlerin roli ile ilgili bilgi azdir.

» Medyum 199, hem A vitamini, hem de E vitamini icerir.



6. HORMONLAR VE BUYUME FAKTORLERI

» Hormonlarin ve biyime faktorlerinin hiicre lzerine cesitli
etkilerinin oldugu gosterilmistir.

» Bunlar bazi medyumlar da (genellikle serumsuz
medyumlarda) nispeten dusik konsantrasyonlar da
bulunur.

> Insulin ve Hydrokortison esas drnekleridir.

» Fakat blylime faktorleri olarak NGF (Sinir Biylime
Faktorii), EGF (Epitel Buiyiime Faktorii) ve FGF (Fibroblast

Buyume Faktoru) kullanilir.



7. PROTEINLER VE PEPTIDLER

v'Proteinlerin ve polipeptidlerin yoklugunda
hicrelerin  buyudmesini hizlandiran birkac
formul belirlenmistir.

v'Kullanilan protein tamamlayicilari, fetuin,
albumin, fibronectin, o-globulin ve

transferindir.



8. YAG ASITLERI VE LiPIDLER

v’ Proteinler ve peptidler gibi hicre kiltiriinde
ki lipidlerin temel roli hakkinda bir goris

yoktur.

v'Buna ragmen yag asitleri ve lipidler serumsuz

medyumlarin en onemli unsurlaridir.



9. YARDIMCI FAKTORLER

> Bunlar arasinda eser elementler ozellikle

demir, cinko, bakir ve selenyum gelmektedir.



10. ANTIBIYOTIKLER

Antibiyotikler doku kultlri laboratuvarinda rutin olarak kullanilmaktadir.
Doku kultirinde kullanilan antibiyotikler medyum ve BSS icerisine
karistirilir.

Antibakteriyel ajan olarak en ¢ok Penicilline (100 IU/ml) ve streptomycin
(50 pg/ml) kulanilmaktadir.

Ayrica Gentamycin (50 pg/ml) de kullanilir, biraz daha pahalidir.
Mantarlara karsi Amphoterecin B (2.5 pg/ml) kullanilir, fakat bazi bocek
hicreleri icin sitotoksiktir.

Nystatin (25 pg/ml) doku kiltiri medyumunda mantarlara karsi etkilidir.



10. ANTIBIYOTIKLER

Antibiyotikler kultir ortaminin  kontaminasyonunun tekrarini
onlemek icin kullanilmaktadirlar. Laminar-flow kullanimi ve aseptik
tekniklerle antibiyotik kullanimina gerek kalmaz.

Gergcekten de, antibiyotik kullaniminin 6nemli dezavantajlari
vardir:

(1) Antibiyotige direncli organizmalarin gelisimini tesvik ederler.

(2) Dusik dizeydeki gizli kontaminantlari gizleyerek kiltiir kosullarini
degistirir.

(3) Mikoplazma enfeksiyonlarini gizleyebilir.

(4) Antimetabolik etkiye sahiptirler.

(5) Aseptik tekniklerin etkilerini zayiflatirlar.



Medyumlar, Uretici firmalar tarafindan toz veya sivi halinde
satilirlar.

Toz karisimlar tarifinde belirtilen sekilde tartilarak saf veya deionize
suda eritilip steril edildikten sonra kullanilirlar.

Sivi halde olanlar genellikle x10 konsantre olarak satilirlar.
Kullanilirken saf veya deionize suyla sulandirilip steril ediltikten
sonra kullanilirlar.

Toz veya sivi halindeki medyumlar son kullanma tarihine kadar +4 °C
de buzdolabinda saklanirlar.

Kullanilacak medyum tird, hicre tipine uygun olmalidir.

Medyumun secimi, hicrenin alindigi kaynaga bagh olarak

literatlirden veya deneysel olarak farkli medyumlar test edilerek

yapilir.



SERUM

NICIN SERUM KULLANILIR?

> Ilk doku kiltiiri deneyleri sirasinda hiicrelerin biiyimesini

saglayan lenf gibi hayvan viicut sivisi kullaniimistir.

» 1950 lerde EAGLE ve arkadaslari; mineraller, vitaminler,
karbonhidratlar ve aminoasitler iceren basal medyumu
urettikleri zaman vicut sivisi da ilave ederek medyumlarini

tamamliyorlardi.



SERUM

» Serum, hiicre cogalmasini, adezyon faktorlerini ve
antitripsin aktivitesini arttiran bluyume faktorlerini
icerir.

» Serum ayni zamanda proteine baglanan mineraller,
lipidler ve hormonlarin kaynagidir.

» Serum cogunlukla doku kilttirtinde kullanilmaktadir.

» Olusturulmus hticre hatlarinda yaygin olarak serum

iceren medyum kullanilir.



SERUM

» Serum blyume faktorleri bakimindan zengindir.

» Serumda pihti olusumu hilicre cogalmasini stimile eder. Bu artis
“platelet-derived groth factor (PDGF)” nin salinimina baglidir. PDGF,
mitojenik aktivitesi olan polipeptidlerden biridir ve serumda baslica
blyume faktoraddar.

> Fibroblast biliyiime faktorleri (FGFs), epidermal biiyiime faktorleri
(EGF) endotel biiyime faktorleri gibi diger blylime faktorleri
dokulardan izole edilir veya besiyeri icindeki hucre kulturlerinden

salinirlar.



NIiCIN SERUM KULLANILIR?

» Fakat hiicre blylmesi icin baska temel faktorlere de
gereksinim vardir.

» Daha sonra medyuma %20 hayvan serumu ilave
edilerek kullanim yayginlasti.

» Clnkd serum biliyiime faktorleri bakimindan zengindir
ve 6-globulin icermektedir.

» Standart suplement olarak Fetal Bovine Serum (FBS)
daha sikhkla ve %10 konsantrasyonunda

kullaniimaktadir.



SERUM KULLANMANIN AVANTAIJLARI

v’ Hicrenin ¢ogalmasi ve devami icin gerekli olan faktorlerin
cogu serumda bulunur.

v’ Serum hemen hemen pek cok hicreyi etkileyen biiyiime
maddesidir. Bu nedenle de serumla desteklenmis medyum
kullanmak incelenen her hiicre tipi icin optimal medyum
formulasyonu gelistirmek icin gereken zamani kisaltir.

v Serum; hiicre kiiltiir sistemini, pH degisikligi, agir metal
iyonlarinin varligi, proteolitik aktivite veya endotoksin gibi

toksik etkilere karsi kismen korur.



SERUM TIPLERI

» Medyumlara ilave edilen serum cogunlukla FBS dir ve
oldukca pahalidir.

» Fetal Bovine Serum (FBS) a alternatif olarak daha ucuz olan
cesitli serumlar mevcuttur.

» Calf serum, c¢ok vyaygin olarak endlstride de
kullanilmaktadir.

> Newborn Calf Serum (biotin seviyesi yiiksek) &-globulin
seviyesi yuksektir.

» Bazen yetiskin bovin serum kullanilir. Fakat FBS veya Calf

serum kadar etkili olmaz.



SERUM TIiPLERI

v'Bazi insan hcre tipleri icin at serumu da

kullanihr.

v'Bazi insan hcre tipleri icin insan serumunun
kullanilmasi 6nerilse de insan serumunun FBS

den daha iyi oldugu acikca gosterilmemistir.



SERUM TIiPLERI

v' FBS genellikle mezbahada aseptik sartlarda kalpteki delikten

toplanur.

v Calf serum ve at serumu ise 6zel “dondr” hayvanlar tarafindan

uretilir.
v Bu hayvanlarin saghgi surekli kontrol altindadir.

v" Belirli araliklarla hayvanlardan kan alinarak kontrolleri yapilir.



SERUM TIiPLERI

Bu sistemin mezbahadan alinan kana gore avantajlari

v Hayvan daha iyi kontrol edilir

v Hayvanlarin saghgi hakkinda genis bilgi edinilir.

v Toplanan kanin kontroli ve islenmesi blyuk fabrikamsi
verlerde yapilmaktadir.

v’ Serumun kalitesi, devamli olarak iyilestiriimeye

calisiimaktadir.



SERUM TIiPLERI

v’ BuyUime faktorleri konsantrasyona ve hucre tipine bagl

olarak hiicreyi stimtule veya inhibe edebilir.

v’ Serumun farkh tipleri degisik oranlar da farkh biyime

faktorleriicerir.

v/ Ornegin albumin serumun ana protein bilesigidir. Ve
kultirdeki hiicrelerin buyumesine katkida bulunur.
Albuminin fonksiyonu, 0&zellikle lipidler gibi kucuk
molekulleri tasiyici rol oynar. En 6nemli rolG yag asitlerini

tasir.



SERUMUN SAKLANMASI

v’ Serum -20 °C de hizli donma 6zelligine sahiptir. Ve 2 vil
-20 °C de saklanabilir.

v’ Kullanilacagi zaman 37 °C su banyosunda ¢ozular.
v’ Serum +4 °C de ancak 2-3 hafta saklanabilir.

v’ Dondurup ¢ozdikten sonra tekrar dondurulmamahdir

hemen kullaniimalidir.



TABLE 9.5. Constituents of Serum

Constituent

Range of
concentration?

Proteins and Polypeptides

Albumin
Fetuin®
Fibronectin
Globulins

Protease inhibitors: wq-antitrypsin,

cz-macroglobulin
Transferrin
Growth factors:

EGF, PDGF, IGF-l and -1l, FGF, IL-1, IL-6

Amino acids
Lipids
Cholesterol
Fatty acids
Linoleic acid
Phospholipids
Carbohydrates
Glucose
Hexosamine®
Lactic acidd
Pyruvic acid
Polyamines:
FPutrescine, spermidine
Urea
Inorganics:
Calcium
Chlorides

Iron

Potassium
FPhosphate
Selenium
Sodium

Zinc
Hormones:
Hwvdrocortisone
Insulin
Triiedothyronine
Thyroxine
Vitamins:
Witamin A
Folate

40-80 mg/mL
20-50 mg/mL
10-20 mg/mL
1—10 pg/mlL
1—-15 mg/mL
0.5-2.5 mg/mL

2—4 mg/mL

1—-100 ng/mL
0.01-1.0 pM
2—-10 mg/mL
10 M
0.1-1.0 pM
0.01-0.1 pM
0.7-3.0 mg/mL
1.0-2.0 mg/mL
0.6—1.2 mg/mL
6—-1.2 mg/mL
0.5-2.0 mg/mL
2—-10 pg/mL

0.1-1.0 pMm
170-300 pg/mL
0.14-0.16 M
4-7 mh

100 pM

10-50 phi
5-15 mM

2-5 mmM

0.07 M
135—-155 mM
0.1-1.0 pMm
0.1-200 nh
10-200 nM
1—-100 ng/mL
20 nM

100 nh

10 ng—10 pg/mL
10-100 ng/mL
5-20 ng/mL




SICAKLIK

Hiicre kiltiuriinde optimum sicaklik:

Hlcrelerin hangi hayvandan elde edildiyse o hayvanin vicut isisinda
olmasina,
Sicakliktaki herhangi bir anatomik degisime,

inkiibatérdeki minor hatalar icin giivenlik faktoriiniin birlesimine baghdir.

Cogu insan ve sicakkanli hayvan hucreleri icin gerekli sicaklik, viicut 1simiza
yakin olan 37 °C’dir. Ancak kuslarin vicut isilari yiksek oldugu icin kuslara
ait hicreler 38.5 °C’ de calisiimaktadir. Memeli hayvanlarin hicre
kiiltirleri 4 °C’ de birka¢ giin canh kalirlar, ve -196°C’ de dondurularak

saklanabilirler.



TAMAMLANMIS BESIYERI

» Tamamlanmis besiyeri, tim bilesen ve tamamlayicilari eklenmis besiyeri

anlamina gelmektedir.

» Ancak bazi calismalarda bilesenlerden bir ya da birkagci calismaya
baslamadan énce ilave edilir. ( Orn: glutamin, serum, biiyiime faktorleri,

veya hormonlar vb. gibi).

» Kompleks besiyeri, farkli amino asitler, vitaminler tuzlar, metabolitler

icerir.

» Medyumlar +4 °C de buzdolabinda saklanir.



Besiyeri Bilesenleri

Amino asitler | Vitaminler | Tuzlar Digerleri Proteinler
(serum yerine)

Arjinin Biotin NaCl Glukoz Insiilin

S1stin Kolin KCl Penisilin Transferrin

Glutamin Folat NaH,PO, | Streptomisin | Biiylime

Histidin Nikotinamid | NaHCO; |Fenol faktorleri

[zol6sin Pantotenat | Ca(l, kirmizisi

Ldsin Pl.'ido.ksal MgCl, Tam

Lizin Tiamin serum

Metiyonin Riboflavin

Fenilalanin

Treonin

Triptofan

Tirozin

Valin




SERUMSUZ ORTAM




SERUMSUZ ORTAM

GlUnUmuzde hucre kultlrleri, serumsuz besiyerleri kullanilarak yapilmaya
baslanmistir.

Cunku besiyerlerinde serum kullanilmasinin dezavantajlari vardir

Serumun albumin, transferrin gibi ana bilesenleri bilinmektedir, ancak
serum kucik miktarda baska bilesenleri de icermektedir. Bu bilesenler,
amino asidler, sekerler, ntukleozidler, peptid bluyume faktorleri, hormonlar,
mineraller ve lipidler olabilir ve bu bilesenlerin etkileri bilinmemektedir.
Her serumun raf omri ve kararhligi farkhdir

Serumlar icin bircok test uygulanmaktadir.



SERUMSUZ ORTAM

Her hicre tipi icin farkli serumlar kullanilmaktadir.

Kullanilacak serumun uygunlugu, hastalik cesitleri, ekonomik ve politik
nedenlerden dolayi sinirhdir.

Serum varliginda UGrdn saflastirilmasi  zorlasir ve bu Grdnin farmasotik
uygunlugunu sinirlar.

Serum virusler tarafindan siklikla kontamine olur. Bu da kulttrin zarar gérmesine
neden olabilir.

Serum bulyumeyi ilerleten aktiviteye sahip oldugu gibi biyimeyi engelleyen
aktiviteyede sahiptir.
Serum standardizasyonunun deneysel ve Uretim protokolleri olduk¢a zordur ve

serum cesidine gore farkl laboratuvarlar gerektirebilir.



SERUMSUZ BESIYERININ AVANTAIJLARI:

v’ Serumsuz besiyerleri her hicre tipi icin secici ortamlar
kullanilmasini  saglar. Bu da buylimeyi ilerleten
aktiviteyi arttirir.

v’ Spesifik bir hicre secilip konsantrasyon, blyume
faktorleri, diger tesvik edici bilesenler kullanilarak
blyumeyi arttiran besiyerine konur.

v’ Bilesenler farkh kullanilarak hicre bliyumeyi arttiran
besiyerinden alinip farklilasmayi tesvik eden besiyerine

konabilir.



>

SERUMSUZ BESIYERLERININ
DEZAVANTAJLARI

Her hiicre tipi icin farkli yontemler gerekir. Besiyerlerinin cesitliligi ile
ayni hicre farkli laboratuvarlarda farkli kaynaklardan elde edilebilir.

Serumsuz ortama gecis ne yazik ki gorundigu gibi kolay degildir. Bazi
hicreler populasyon icin secici 0zellik gosterirler. Bunlar icin farkhh metotlar
gerekebilir.

Serumun uzaklastirilmasi sirasinda kullanilan reaktiflerin ve suyun saf
olmasi gerekir.

Serumsuz ortamda genellikle bliyime yavaslar.

Serumsuz ortamin kalite kontroli sinirhdir ve Grinler serum bulunan

besiyerine gore daha pahalidir.



DOKU ve HUCRE KULTURU TERMINOLOJISI



PRIMER KULTUR

» Hucrelerin besiyerine ekilerek Uretilmesine kiltiir, yalniz bir
hicreden olusmus ve kuramsal olarak tek bir htcreden

tlremis oldugu varsayilan kulttre saf klilttir denir.

» Organizmadan alinan organ, doku veya hicreler bir ortama
eksplante edildikten sonra kendi tip ve 6zelliklerini koruyarak

in vitro da Ureme gosteren kalturlere primer kultir denir.
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SEKONDER ALT KUTUR

» Primer  kulturlerin,  bulunduklari  ortamda
cogaldiktan sonra baska bir ortama, 2 veya daha
fazla kultur kabina, bolinerek aktarilmasi olayina

«pasaj» adi verilir.

» Primer kultlrin pasaji yapilarak olusturulan

kulture de «sekonder (alt kuiltiir)» denir.



HUCRE SOYU (CELL LINE)

» Hucre soyu primer kiltiiriin birinci sekonder
kiiltlirlinden elde edilen hiicre

populasyonudur.



HUCRE SUSU (CEL STRAIN)

» Sekonder kdiltlrlerden veya hicre soylarindan
Ozel secim veya klonlama yontemiyle belirleyici

bazi Ozellikleri olan hicre populasyonlari elde

edilebilir.

» Bu hicrelerin in vitro da yasam siliresince

belirleyici 6zellikleri devam eder.



HUCRE SUSU (CEL STRAIN)

» Bu hicrelerin pasajlarinin yapilmis olmasi onlarin

belirleyici ozelliklerini etkilemez.
» Bu tip hiicrelere «hiicre susu (cell strain)» adi verilir.
» Belirleyici ozellikler; belirgin kromozom o6zelligi, 6zgiin

bir antijen tasima ve herhangi bir virus tipine direncli

olma gibi 6zelliklerdir.



TANIMLANMIS-DEVAMLI HUCRE SOYLARI (ESTABLISH-
CONTINUOUS CELL LINE)

» In vitro yasamlari sinirli olan hiicrelerden farkl olarak
devamli cogalma o6zelligi olan hucre suslari ve soylari

da vardir.

» Bu hicreler de belirleyici 6zellik tasirlar.

» In vitro da sinirsiz ¢cogalan hiicre soy ve suslarina

«tanimlanmis devamli hiicre soylari» adi verilir.



TANIMLANMIS-DEVAMLI HUCRE SOYLARI (ESTABLISH-
CONTINUOUS CELL LINE)

> Uc glin ara ile en az 70 kere pasaji yapilabilen

hicre soylari devamh hucre soyu olarak kabul

edilmektedir.

» Bu hiicreler kanserli dokulardan veya diploid

hiicrelerden transformasyon ile meydana gelirler.



TANIMLANMIS-DEVAMLI HUCRE SOYLARI (ESTABLISH-
CONTINUOUS CELL LINE)

» In vitro da gecirdikleri mutasyonlar sonucu koklendikleri orijinal
hiicrelerden gerek morfolojik gerekse biyokimyasal ozellikler

acisindan farkhhk gosterebilirler.

» Devamli hicre kiltirleri, kromozom sayilari bakimindan diploid

veya aneoploid olabilirler.

» Bu hiicrelere Hela, L-Strain (L929) hiicreleri 6rnek verilebilir.



TEK TABAKALI KULTUR (MONOLAYER CULTURE)

» Tek tabaka kultirt, plastik veya cam vyiizey
Uzerinde hucrelerin  tek tabaka halinde

vayllmasi olarak tarif edilir.



IN VITRO DA HUCRE YASLANMASIH

» Normal hiicre soyu, iki kat olma 6zelligine sahiptir.

» Yani hiicre populasyonu belirli bir sayinin altinda

blyuyemez.

> Ornegin normal diploid fibroblastlari 50-70 kere

bolUnebilirler.



IN VITRO DA TRANSFORMASYON

» In vitro da yetistirilen hiicreler, bazi faktorlerin etkisiyle

transformasyona ugrayabilirler.

» Bu faktorler, kimyasal karsinogenler, iyonize edici

radyasyon, DNA tumor viruslerinin enfeksiyonu vs dir.

» Hiicrede ki degisim ayni zaman da kendi kendine olur

ve bu hicreler normal hicrelere gore daha hizli

cogalmaya baslarlar.



SUSPANSIYON HUCRE KULTURU

» Bazi timor hicreleri veya histotipik hiicre toplulugu, ylizeye
yapismaktan hoslanmazlar.

> Oyle durumlar da hidrofobik yiizey kullanilir.

» Bakteriyolojik algrade polystyrene yapismayan hicreler
icin uygun olabilir.

» Fakat bazi hiicre tipleri de bu petrilere tutunabilirer.

» Hicrelerin yapismasi ancak petrilerin belirli devirde

sallanan inklibatorde tutulmasiyla engellenedbilir.



PRIMER KULTUR VE ESTABLISH CELL LINES

» Doku kultirt laboratuvarinda cok genis olarak kullanilan hayvan
hiicre soylari, literatir de tarif edilmistir ve bu hicrelerin ¢ogu
Ingilterede ki European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC)
den ve Amerika da ki American Type Culture Collection (ATCC) den

elde edilmistir.

» Bu hicre soylari insan da dahil olmak Uzere farkli hayvan
turlerinden elde edilmisir ve son zamanalar da boceklerden alinan

hiicre tlrlerinin de sayisi artmaktadir.



CESITLI KAYNAKLARDAN ELDE EDILEN PRIMER
KULTURLERIN TESPITI

» Primer hiicre kiltlrd herhangi bir dokudan elde edilebilir.

» Kiltirdeki hicrelerin davranislari ve hicrelerin icinde

bulunduklari sartlar , secilen materyalden etkilenecektir.

v’ Huicrelerin normal ve timorli dokudan alinmis olmasi
v Dokunun eriskin veya embriyo dokusu olmasi

v' Canlinin tard



HUCRELERIN IZOLASYONU

» Kan dokusundan cok kolaylikla hiicre elde edilebilir.

» ClUnkU hucreleri birbirinden ayirma problemi yoktur,
hlcreler kan sivisindan bagimsiz olarak bulunurlar.

» Buna karsilik deri, karaciger vb. gibi kati doku icinde
organize olmus olan htcrelerin eldesi zordur, bu
hicrelerin birbirinden ayrilmasi icin islem yapmak

gerekir.



HUCRELERIN IZOLASYONU

» Bunun icin kullanilan metodlar da meteryalin miktarina
ve dokunun yapisina bagli olarak degisir.

» En iyi netice taze dokudan elde edilir.

» Fakat +4 9 C de tutulan bazi dokular da kullanilabilir.

» Bu dokularin kan hiicresinden tamamen yikanmis ve

yag dokusundan da arindirilmis olmasi gerekir.



INSAN K ANIND AN MONONUKLEAR HUCRELERIN AYRILMAS]

. Heparinlenmis siringa ile kan toplanir.
g

. 10 ml kan, 10 m’lik Histopaque (1077) Sigma fizerine veya LSM (Lymphocyre

Separation Medium) izerine dikkatli bir sekilde konur. By slem, 50 ml'lik

polypropvlene santrifi tliptinde yapilir Histopaque, daha dnceden 0Ga

sicaxh@ina getirilmelidir,

3. Oda sicakliginda 30 dakika 400 ¢ de santrifti edilir



4. Santrifijden sonra pasidr pipeti ile it kisim ekilip athr. Dipte 3 mm iginde
mononitklear hilcreler iceren mat kisim kalir
5. Pastor pipett kullanarak dipteki bu kisim, yeni steri bir santrifj tipiine nakledilir..
0. Hilcreler, 3 defa 30 m! PBS (Phosphate Buffer Saline) ile veva serumsuz medyum

)

le yikanir ve 3-10 dakika 250300 ¢ de santrif edilir

I. Suspansiyon hale gelmis hicreler tekrar yikendikatn sonra RPMI 1640 medyum

* 10 Fetal Bovine Serum icine alinirlar,



EKSPLANT KULTURLER

» Eksplant kiltlrler deri gibi bazi dokulardan biyopsi parcasi
olarak alinip kultir ortamina adepte edilen hicre

kulturleridir.

» Bunun icin genellikle doku, steril bir makas veya bisturi ile

kesilir.

» Kiclk bir doku parcasi steril pensle tutularak icinde

medyum bulunan bir petri icine konur



EKSPLANT KULTURLER

» Dokudan hicrelerin ayrilmasi ve petriye

yapismasi icin birkac saat beklenir.

»Eger hersey cok iyi gider, hiicreler dokudan
ayrilip petri ylzeyine vyapisirlarsa bir sidre

sonra tek tabaka hucre olusur.



Bu 1 ici -

u islem igin takip edilecek yol soyledir:

¥ el Sht
oku parcasindan steril sartlarda gikarila

i¢inde 1yice yikanir. »

£y
2. Lrar :
galar, genellikle serumsuz medyum ile yrkanif:

\‘;\ ~ Sl 7 i -+
3. Icinde %50 Serurf? iceren ve ¢ok az miktarda medy

cast konur.

kultur petrisine 25-30 tane doku par
onra dokularn

agiimasl saglanir, S
°Cryik etlive pirakilir.
m icinde yaves

4. Parcalarin petri iginde esit olarak d
& 37

- tutunmasi, yapigmasi i¢in nemlendirilmi
- 5. Muhtemelen etiivde bir gece gegiren pargalar, 3 mm’lik medyy

- yavas gogalmaya baslayacaklardir.
hucrelerin doku

6 Her 5-7 giinde diizenli olarak medyum degistirilir. Bu islem,
e kadar devam eder.

{igi goriluncey
s1gamaz hale gelirlerse doku

pargasindan ayrilip biyud
Junduklar1 ortama

7. Eger hiicreler, cogalip, bu
pargalarini yeni §igeye aktarabiliriz.

g Hicreler, kultiir sisesinin ylizeyinin %350%sini K

yeni gigelere ekebilinz.

apladiklar zaman tripsin 1ie

hiicreleri kaldirip, sulandirip




PRIMER KULTUR

» Organizmadan dogrudan dogruya alinan hiicrelerin in
vitroya ekilmesi sonucunda olusan kultlrlere primer

kultir denir.

» Primer kiltlirler, memelilerin embriyonik ve ergin
dokularindan (fare, si¢an, insan), pilic embriyosundan

ve insan biyopsi materyallerinden hazirlanabilir.



EMBRIYONIK FARE FIBROBLAST (EFM) TEK TABAKA
HUCRE KULTURU HAZIRLANMASI

v' Embriyonik hucre kiltirt hazirlamak icin 6ncelikle kullanilacak

embriyonun yasi 6nem tasir.

v’ Bu yas embriyonun nispeten biyik oldugu ve oldukca yuksek

oranda farklilasmamis mezensim hicresi icerdigi 13. guinddir.

v" Normal olarak fare embriyosunun yasi (farenin gebelik stiresi) 19-21

gunddr.



oy ey (IarcIor ECUCIIK SUrest), 17-Z1T gunaar-
Uygun yastaki embriyolar: tagiyan gebe fare, ya bayilulir veya servikal

dislokasvonla sldurtliir.

i

2. Agilacak olan ventral viizey, bol alkol ile iyice silinir.

-
)8

4.

Ventral deri, enine kesilerek dis yvoéne dogru siyrilir. X
klar,
Ortaya ¢ikan abdominal ventral yiizey steril makasla yanlara agilir. Bagirsar
karin boslugundan disar: ¢ikarilarak embriyo ile dolu uterus goralur.

5 i s oe
>. Embriyolu uterus, dikkatlice kesilerek iginde BSS bulunan’petrinin 1¢ine Tecuigs

lar
6. BSS icindeki uterus, steril pens ve makas yardimu ile kesilerek icinden embriyo

tri
dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak baska bir petri icindeki BSS igine aktanlir. Bu p€
iginde embriyolar, iyice yikanarak kan hiicrelerinden 'gemlzlenlr.

o - . » 3 ~ - r -
7. Kan hiicrelerinden temizlenen embriyolar, veni BSS igeren petriye alinirlar ve

Durmda disckte edilirler, yani farklilagsmis organlar (bas, kalp, ciger, ekstremiteler

ve kuyruk) ¢ikartilip, BSS’de yikanirlar.
Kalan embriyo, steril keskin makas veya bistiri ile ufak pargalara ayrlir.
Embriyo pargalary, iginde tripsin ¢ozeitisi ve magnetik gubuk bulunan erlene
nakledilir. Bu karisim, magnetik karisuricida diisitk hizda 20-30 dakika
kanstirilir. Kanisimin kabin dibine ¢okmesi beklenir ve Gstieki bulanik hicreli
s1vi alinip santrifiij yapiiir. Santriflijden 6nce tripsinin aktivitesini durdurmak i1gin

erumlu medyum ilave edilir.




10, Santrifj sonrast Ustteki SV Gikkatlice dokilip.dipte kalen nicre pellett dstlng

seumlu medyum ilave edilereh pipeta] lle hlcre sispansiyonu yapilr Bu

sispansiyon, Igne daha Gnceden medyum Konulmug il siselerine ekilp

3701k inkibatore kaldurthr.



» Boylece Embriyonal Fare Fibroblast primer hiicre

kaltuirt hazirlanmis olur.

» Bu kultur, bir ylizeye vyayillip cogalan tek tabaka

hiucreleri olusturacaktir.

» Bu nedenle bu tip kiltlre «tek tabakali hiicre kiltiri

(monolayer cell culture)» adi verilir.



v’ Hazirlanan kultir dokunulmadan (hicrelerin yiizeye vyapisip

cogalmalari icin) 24-48 saat inklibator de birakilir.

v’ Bu slire sonunda kultiir invert mikroskopta incelenebilir.

v Genellikle 24-48 saat sonra cok farklilasmis olan ve yapismayan
medyumda yuzen hlcrelerin kiltlirden alinabilmesi icin kultlr
sisesinde ki medyum alinip sise BSS ile yikandiktan sonra yeni

medyum ilave edilir.



» Hucrelerin tek bir tabaka olusturmasi icin beklenir.

» Bekleme siiresi ekimden itibaren 72-96 saat gibi bir

suredir.

» Bu siirenin sonunda kiltlr sisesini tam dolduracak
sekilde hucreler, tek tabaka olusturduklarin da bu

primer kiltlirden sekonder kiiltur yapilir.






