Hiicre kiiltiirlerinde primer kultirden sonraki asama

pasajlama ile subculture (alt kultir) elde edilmesidir.

Kiltirde c¢ogalan hiicreler 1¢inde bulunduklar1 besi
ortamindaki bilesenler1 buylk oOlcide tukettikten yada tUreme
yluzeyinin tamamini kullandiktan sonra cogalma hizlar1 diser ve
zamanla tamamen durur.

Bu donemde kiiltirin bolinmesi yapilmasi gerekli en
dogru 1slemdir.

Bu isleme subkiiltiir yada pasaj adi verilir.



Ik pasajdan sonra devam eden kiltirler cell line
olarak tanimlanir. Bu dénem farkli ve benzer bircok hticre
hattini kapsar.

Klonlama, fiziksel hiicre ayirma, seleksiyon gibi
tekniklerle bu kultirde spesifik 6zellikteki htcrelerin

buyuk bir kismi tanimlanabilir.

Bunun sonucunda hiicre hatlari belirlenir.



Iki alt kiiltiirden sonra sekonder kiiltiirler, bundan sonra
da tersiyer kultlrler ve diger alt kaltiarler elde edilir. Her alt

kultir elde edilmesi sirasinda da pasajlama vyapilr.

Pasajlamayla hucrelerin bir kaptan baska bir kaba veya

bir hacimden daha buyuk bir hacme gecmesi saglanir.

Primer kultur icin gecerli olan tim unsurlar

subkualtar icinde gecerlidir.



Yapilan subkiltirden (pasajlamadan) sonra hiicre
tipine bagh olarak genellikle hicrelerde % 80  ve Uzerinde

proliferasyon gerceklesir.

Hiicrelerin  uretilmesi, Uretilen bu hicrelerin
karakterize edilmesi, hiicrelerin depolamasi, birbirine benzer
sayidaki huicrelerin potansiyel artisi ve bu hiicrelerin
genis kapsamli deneylerde kullanilmasina olanak
saglamasi subkulturtin  biyolojik bakimindan 6nemini ortaya

koymaktadir.



Hucrelerin  pasajlanabilmesi icin  hucre  kultur
flakslarinin  yuzeyini kaplamis olmalidir.Boyle flakslara

konfulent flakslar denir.

Pasajlama islemi hucreler sikisik konumda oldugu icin

yapilir.Ve daha genis alana yayilir.

Pasajlama islemi besi ortami icerisindeki hucrelerin
nutrientleri tuketmesinden dolayi ureme hizlarinin dugmesini

olumlerini onlemek amaci ile yapilir



Sonlu ve Sonsuz Hiicre Hath

Sonlu (Finite) Hiicre Hath

* Normal hucreler proliferasyon yeteneklerini kaybetmeden

once genellikle sinirli sayida bolinebilmektedir. Bu nedenle
hicre hatlari sonludur (finite).

Sonsuz (Continuous) Hiicre Hath

* Eger hilicre hath kimyasal veya viral olarak in vitro kosullarda
transforme edilirse devamli (continuous) hiicre hatt adini
almaktadir.

* Bu durum hticre hatlarinin 6limstizlestirilmesi olarak da
bilinmektedir.



Primer Kultur

* Cerrahi mudahale sonrasinda alinan, fiziksel ve enzimatik
parcalama neticesinde dokuyu olusturan hucrelerin tek tek
hucre haline getirilerek uygun besi yeri ve ¢evresel kosullarda

bir ylizeye tutunmasi ve ¢ogaltilmasi islemine primer kulttr
denilir,

Primary cell culture
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* Primer kultur hucrelerinin yasamlari sinirhdir.
* Heterojen bir hucre populasyonundan olusur.
* Primer hucre kultUrleri kullanilarak hucre hatlari olusturulur.
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Sekil 2: Doku petrilerine ekilen doku par¢aciklar (toplu igne basi biiyiikliigiinde)




Primer mezansimal (kikirdak, fibroblast) hiicre kiiltiirii

1)

6)

Kulak %70 alkol ile temizlenmeli ve alkol ile 1yice temizlenmis kulak pensi ile doku
alinmalidir. Hayvandan alinan dokular., + 4 derecede %S5 antibiyotik iceren PBS
soliisyonunda islenecegi laboratuara gelene kadar saklanir. Dokularn alinmasi
sirasinda steriliteye 6zen gosterilmelidir. Bu sekilde muhafaza edilen doku 6rnekleri
3-4 giin canliligin1 muhafaza edebilir.

Laboratuara ulasan doku 6érnekler: laminar kabin icinde %35 antibiyotikli PBS den %2
antibiyotikli PBS icerisine aktarilirlar. Kulak doku parcalarinin iizerindeki killi deri
bisturt ucu yardinu ile temizlenir. kikirdak ve bag dokusu temiz bir petriye aktarilir ve
kurumamasi i¢in iizerine az miktarda PBS damlatilir.

Steril bistiiri ve pensler ile dokular 1gne basi kadar kii¢iik parcalara ayrilir. Bu parcalar
35 mm’lik hiicre kiiltiir petrilerine aktarilir. Dokularin kiiltiir petrisine yapismasi i¢in
bir siire (2-3 dakika) beklenir.
Hiicre kiiltiir medyumu petrinin kenarmndan yavas bir sekilde dokularmn tizerini
kaplayacak sekilde uygulanir.

Ekim yapilan kiiltiir petriler1 inkiibatére yavasca kaldirilir. Petriyi sarsmamaya 6zen
gosterilmelidir aksi takdirde ekilen dokularm yerlerinden kalkma olasiligr vardur.

Petriler her giin disaridan kontrol edilir. Eger petrilerde kontaminasyon tespit edilirse,
kontamine petri % 70 alkolle kaplanir ve tibbi atik olarak bertaraf edilir.
(Kontaminasyon: medyum renginin sariya donmesi, bulaniklasmasi, tortu
olusmasi)



7) Ekimu takiben 7 giin boyunca petriler yerlerinden oynatilmadan kiiltiire edilmelidirler.
7. glinde petriler invert mikroskop altnda kontrol edilir ve hiicre tiremest olanlar tespit
edilir. Ik olarak primer killtiir petrilerinin medyumu 7. giinde tazelenir ve 2 giin ara ile
medyum degisimlert tekrarlanmalidir, Hiicrelerin petriy1 kaplamasinm ardindan; doku
parcalart pastor pipett ile toplanir ve petrilere tripsin uygulanir ve hiicreler pasajlanur.
Eger hiicreler hemen kullamlmayacaksa dondurma 1slemi gerceklestirilir,

o - ’ "
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Sekil4: Keciye ait primer kiiltiir. Keciye ait kikirdak dokusu ve cevreye yayilan hiicreler




Keci primer kiiltiirdeki elde

n'si ait primer kiiltir. Kiltiirin 7.gunu




Sekil 7: Koyuna ait primer kiiltiir

Sekil8: Primer Kkiiltiirdeki elde edilen konfluent hiicreler




Dertvation of Human Umbikcal Veis Endothelial Cells (MUVEC)

LOCSan the hamosialic clamp and pour the colagenass soluton o 50 mi lube




HUVEC

Arterler




Sonsuz Hiucre Hatlari

Cogu hucre hatlari sinirli sayida bolinme gerceklestirdikten
sonra olur.

Hicre hatlari kendiliginden olusabilecegi gibi kimyasal ya da
viral yontemlerle de olusturulabilir.

Sonsuz hucre hatlarinin karakteristik ozellikleri

— Daha kuguk, daha yuvarlaktirlar ve de tutunduklari yuzeye ¢ok siki
baglanmazlar.

— Hizli béluntrler, dolayisiyla anormal kromozom sayisi gorlir.

— Bir slire sonra orijin dokunun o6zelliklerini kaybetmeye baslarlar.



Sonlu ve Sonsuz Hucre Hath

Transformation
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HUCRE HATLARININ ADLANDIRILMASI

Yeni adlandirilacak hiicre hatlarina bir kod numarasi yada

isim verilir.

Ornegin; NHB >>> Normal Human Brain

Eger ayni kdkenden farkli hticre hatlari Gretilirse bu hicre

hatti NHB 1, NHB 2..... seklinde adlandirilir.

Ayrica bu hucre hatti klonlanirsa NHB1-1, NHB1-2...

seklinde adlandirilir.



Bir hiicre hatti secerken;

--Kolay kuiltiir devamliligi saglanabilen

--Hizl buyuyen

--Kolay klonlanabilen

--Her bir flaskta yiuiksek oranda urin veren

--Serumsuz medyumlara kolayca adapte olabilen

hucreler segilir. Ayrica secilen hiicre hatlarinin biyolojik riski az

olmalidir.



TABLE 13.1. Commonly Used Cell Lines

Cell line rMorphology Origin Species Age Ploidy Characteristics Reference
Finite, from Normal Tissue
IMAR-9O0 Fibroblast Lung Hurnan Embiryonic Diploid Susceptible to human MNicheols et al., 1977
wviral infection;
contact inhibited
MRC-5 Fibroblast Lung Hurman Ermbryonic Diploid Susceptible to human Jlacolbs, 1970
wviral infection:
contact inhibited
MRIC-9 Fibroblast Lung Hurman Embryonic Diploid Susceptible to human  Jacolbs, et al., 1979
wviral infection;
contact inhibitec
WWI-3 8 Fibroblast Lung Hurman Embryonic Diploid Susceptible to human Hawflick &
viral infection MMoorhead, 1961
Continuous, from MNormal Tissue
293 Epithelial Kliclney Hurman Embryonic Aneuploid Readily transfected. CGraham et al., 1977
AT2-A31 Fibroblast Mouse Embiryonic Aneuploid Contact inhilbited; MAaronson & Todaro,
BALB/c readily transformed 1968
AT3-L1 Fibroblast Mouse Swiss Embryonic Arneuploid Adipose Green & Kehinde,
differentiation 1974
BEAS-2B Epithelial Lung Huran Aclult Reddel et al., 1988
BHEZ21-C132 Fibroblast Kiclney Syrian MNewhborn Aneuploid Transformahbhle by MMacpherson S
hamster polyorma Stoker, 19&2
BRL 2A Epithelial Liver Rat Mewborn Produce IKGF-2 Coon, 1968
2 Fibroblastoid Skeletal muscle Mouse Embryonic My otubes Morganm et al., 1992
Ly Epithelicid Hypothalamus Mouse Neurophysing De VWitry et al., 1974
wvasopressin
CHOC-K Fibroblast Ohwvary Chinese Adult Diploid Simple karyvotype Puck et al., 1958
hamster
COs-1, Epithelicid Klicney Fig Auclult Good hosts for CGluzman, 1981
COS-F DA transfection
CPAE Endothelial Pulmonary- Conww Acdult Diploid Factor “III, Del Wecchio &
artery Angiotensin 11 Smith, 1981
endothelium converting enzyme
HaCaT Epithelial Keratinocytes Hurman Acclult Diploid Cornification Boukamp et al.,
1988
L& Fibroblastoid Skeletal muscle Rat Embryonic Myotubes Richler & Yaffe,
1970
LLC-PKI Epithelial Kidmney Pig Aucdult Diploid Ma* -dependent Hull et al., 1976;
glucose uptake Saier, 1984
MADC K Epithelial Kidney Cvog Acdult Diploid Dromes, transport Gaush et al.. 1966;
Rindler et al.,
1979
MNRE4AS9F Fibroblast Kliclney Rat Axclult Aneuploid Induction of De Larco & Todaro,
suspension growth 1978
by TGF-ce, 8
ST Fibroblast Mouse Embiryonic Aneuploid Used as feeder layer Bernstein, 1975
for embryonal stem
cells
Wero Fibraoblast Kliclnesy Monlkey Aclult Aneuploid YWiral substrate and Hopps et al., 1963
assay
Continuous, from Meoplastic Tissue
AZ2780 Epithelial Ovvary Hurmamn Auclult Aneuploid Chemosensitive with Tsuruoc et al., 1986
resistant variants
A549 Epithelial Lung Hurman Auddult Aneuploid Synthesizes surfactant Giard et al., 1972
A9 Fibroblast Subcutaneous Mouse Acdult Aneuploid Derived from L929; Littlefield, 1964b
Lacks HGPRT.
Bl1& Fibroblastoid rMelanoma Mouse Acult Aneuploid rMelanin Nilos & Malkarski,
1978
C1200 MNeurcnal rHeurckblastoma Rat Aucdult Aneuploid Meurites Liebermanmn &
Sachs, 1978
C6 Fibroblastoid Glioma Rat Mewborn Aneuploid Glial fibrillary acidic Benda et al., 1968

protein, GFDH




TABLE 13.1. Commonly Used Cell Lines ( Continued)

Cell line Morphology Origin Species Age Ploidy Characteristics Reference
Caco-2 Epithelial Colon Hurman Adult Aneuploid Transports ions and Fogh, 1977
amino acids
EB-3 Lymphocytic Peripheral blood Human Juvenile Diploid EB virus ++ve Epstein & Barr, 1964
Friend Suspension Spleen MMouse Aclult Aneuploid Hemoglobin Scher et al., 1971
CGH1, GHZ2, Epithelicid Pituitary turmor Rat Auclult CGrowth hormone Buonassisi et al.,
CGHz2 1962; Yasamura
etal., 1966
H4-11-E-C3 Epithelial Hepatoma Rat Adult Aneuploid Tyrosine Pitot et al., 1964
aminotransferase
Hela Epithelial Cervix Human Acdult Aneuploid GCePD Type A Gey etal., 1952
Hela-53 Epithelial Cervix Human Adult Aneuploid High plating Puck & Marcus,
efficiency; will 1955
growe well in
suspension
HEP-S2 Epithelicid Hepatoma Hurman Acdult Aneuploid Retains some Knowles et al., 1980
microsomal
metabaolizing
enzymes
HL-&0 Suspension My eloid Human Acdult Aneuploid Phagocytosis Olsson & Ologsson,
leukemia 1981
Neotetrazolium Blue
reduction
HT-29 Epithelial Colon Hurman Acdult Aneuploid Differentiation Fogh & Trempe,
inducible with 1975
MNaBt
K-562 Suspension Myeloid Hurman Acdult Aneuploid Hemoglobin Andersson et al.,
leukemia 1979a,b
L1210 Lymphocytic MMouse Avclult Aneuploid Rapidly growing: Law et al., 1249
suspension
Lo29 Fibroblast MMouse Aclult Aneuploid Clone of L-cell Sanford et al., 1948
LS Fibroblast MMouse Addult Aneuploid Grow in suspension;  Paul & Struthers,
derived from L32% personal
communication
MCF-7 Epithelial Pleural effusion Hurman Aclult Aneuploid Estrogen receptor Soule et al., 1973
from breast —+ve, domes,
tumor a-lactalbumin
MCF-10 Epithelial Fibrocystic Hurman Acdult Near dipleid  Dome formation Soule et al., 1990
mamimary
tissue
MOG-G-CCM Epithelioid Glioma Hurman Addule Aneuploid Glutamyl synthetase Balmforth et al.,
1986
P3880D1 Lymphocytic Mouse Acdult Aneuploid Grow in suspension Crawe & Potter,
1957; Koren et al.,
1975
S180 Fibroblast Mouse Aclult Aneuploid Cancer Crunham & Stewart,
chemotherapy 1953
screening
SE/HEP-1 Endothelial Hepatoma, Hurman Aclule Aneuploid Factor %Il Heffelfinger et al.,
endothelium 1992
VWEHI-3B D+ Suspension Marrow hMouse Aclule Aneuploid IL-3 production MNicola, 1987
FR-75-1 Epithelial Ascites fluid from  Human Aclule Aneuploid ER-ve, EGFr4ve Engel et al., 1978

breast turmor




MCF-7

Cell line: MCF-7

Cell type: human breast adenocarcinoma

DSMZ no.: ACC 115

Origin: established from the pleural effusion of a 69-year-old Caucasian woman with metastatic mammary carcinoma (after radio- and

hormone therapy) in 1970; cells were described of being positive for cytoplasmic estrogen receptors and having the capability to form domes
References: Soule et al., J Natl Cancer Inst 51: 1409-1413 (1973), PubMed ID 4357757

Depositor: obtained from ATCC (HTB 22), Rockville, Maryland, USA

DSMZ Cell Culture Data

Morphology: epithelial-like cells growing as monolayers

Medium: 90% RPMI 1640 + 10% FBS + MEM non-essential amino acids + 1 mM sodium pyruvate + 10 pg/ml human insulin
Subculture: split confluent culture 1:2 to 1:4 every 2-6 days using trypsin/EDTA; seed out at ca. 0.1-0.2 x 10° cells/cm?
Incubation: at 37 °C with 5% CO,

Doubling time: ca. 50 hours (range 30-72 hours)

Harvest: about 20-25 x 108 cells/175 cm?

Storage: frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 1-2 x 108 cells/ampoule

DSMZ Scientific Data

Mycoplasma: negative in DAPI, microbiological culture, RNA hybridization, PCR assays

Immunology:  cytokeratin +, cytokeratin-7 -, cytokeratin-8 +, cytokeratin-17 -, cytokeratin-18 +, desmin -, endothel -, GFAP -, neurofilament -,
vimentin -

Fingerprint: multiplex PCR of minisatellite markers revealed a unique DNA profile

Species: confirmed as human with IEF of AST, MDH

Cytogenetics: human hypotetraploid karyotype with 8% polyploidy - 86(80-87)<4n>XX, -X, -X, -1, -1, +6, +7, -9, -10, -10, -12, -13, -13, +14, -17,
-17, -18, -18, -20, -20, -20, -22, +6-8mar, add(X)(q27), add(2)(q35-37)x1-2, add(5)(p15), del(6)(q25)x1-2, add(7)(p11), add(7)(p14;hsr),
add(10)(g23), del(11)(q21923), add(15)(p11), i(15q), add(16)(q24), add(19)(q13), add(19)(p13)x1-2 - corresponds to published karyotype

Molec. Genetics:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Retrieve&dopt=Citation&list_uids=4357757
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L-929

Cell line: L-929

Cell type: mouse connective tissue fibroblast

DSMZ no.: ACC 2

Origin: established from the normal subcutaneous areolar and adipose tissue of a male C3H/An mouse; used as target in TNF

detection assays

References: Earle, J Natl Cancer Inst 4: 165-212 (1943),
Sanford et al., J. Natl. Cancer Inst. 9: 229-246 (1948),

Depositor: Dr. H. G. Drexler, DSMZ, Braunschweig, Germany
DSMZ Cell Culture Data

Morphology:  fibroblasts growing as monolayer

Medium: 90% RPMI 1640 + 10% FBS

Subculture: split confluent cultures 1:5 to 1:10 using trypsin (do not use trypsin/EDTA); after 2-3 days monolayer will be confluent; split 2-3
times a week; seed out initially at about 1.0-2.0 x 10° cells/25 cm?

Incubation: at 37 °C with 5% CO,

Doubling time: ca. 21-24 hours

Harvest: ca. 4-8 x 108 cells/25 cm?

Storage: frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 1-2 x 10° cells/ampoule
DSMZ Scientific Data

Mycoplasma: negative in DAPI, microbiological culture, PCR assays

Immunology:

Fingerprint:

Species: confirmed as mouse with IEF of AST, MDH, PEP B and by species PCR
Cytogenetics: murine hypertriploid karyotype - 61-67, 12-16 centric fusion markers present
Molec. Genetics:

Viruses: ELISA: reverse transcriptase negative
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X63AG8.653

Cell line: X63AG8.653

Cell type: mouse myeloma

DSMZ no.: ACC 43

Origin: X63AG8.653 is a non-secreting clone derived from P3X63AG8 (a Balb/c myeloma) and is recommended as fusion parent for production of
hybridomas

References: Kearny et al., J Immunol 123: 1548-1550 (1979), PubMed ID 113458
Depositor: Dr. J. Wehland, GBF, Braunschweig, Germany

DSMZ Cell Culture Data

Morphology:  single, round, large cells in suspension

Medium: 90% Dulbecco's MEM or RPMI 1640 + 10% FBS

Subculture: maintain at 0.1-1.0 x 108 cells/ml; optimal split ratio of 1:10 to 1:20 every 48 hours; seed out at about 1 x 10° cells/ml
Incubation: at 37 °C with 5% CO,

Doubling time: about 30-50 hours

Harvest: maximal density of ca. 1.5-2.0 x 108 cells/ml

Storage: frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 5 x 108 cells/ampoule
DSMZ Scientific Data

Mycoplasma: negative in DAPI, microbiological culture, RNA hybridization, PCR assays
Immunology:

Fingerprint: unique Hinf I-(gtg)s DNA profile

Species: confirmed as mouse with IEF of LDH, MDH, NP

Cytogenetics:

Molec. Genetics:

Viruses: ELISA: reverse transcriptase positive


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Retrieve&dopt=Citation&list_uids=113458
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Cell morphologies vary depending on cell type
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HUCRE KULTURLERINDE UREME EGRILERI

1. Lag Fazi : Hicrenin pasajlanmasindan

sonraki subkultiru takip eden evredir.

Bu evre hicrelerin ortama alisma evresidir.

DNA polimeraz ve hicresel proteinlerin

miktarinda artis olur.



HUCRE KULTURLERINDE UREME EGRILERI

2. Log Ureme Fazi : Logaritmik lireme evresidir.
Hicrelerin geometrik artis gosterdikleri fazdir.
Bu evrede lireme yogunlugu % 90-100 ulasir.
Hiicrelerin canliik oranida en vyiiksek

seviyededir.



HUCRE KULTURLERINDE UREME EGRILERI

3. Plato (Durgunluk) Fazi : Logaritmik fazin sonuna dogru
kiltlirler konfulent hale gelmeye baslarlar.
Artik kiiltur kabinin tim yuzeyini kaplarlar.
Bu durumu takiben hiicrelerin bluyliime orani duser.
Bu fazda ureyen hiicre sayisi olen hiicre sayisi ile ayni
oldugundan toplam hicre kutlesi zamana bagh kalmadan

ayni kalir.



HUCRE KULTURLERINDE UREME EGRILERI

4. Litik Faz : Durgunluk fazinin sonunda
besiyerindeki canli hiicre sayisi veya hiicre
kiitlesinin zamana bagli olarak azaldigi gozlenir.



SUBCULTURE
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Fig. 13.2. Growth Curve and Maintenance. Semilog plot of cell concentration versus time from

subculture, showing the lag phase, exponential phase, and platean, and indicating times at which
subculture and feeding should be performed (see also Section 21.9.2 and Fig. 21.6).

SUBKULTUR DE UREME EGRISi



KULTURUN RUTIN BAKIMI

Ister primer kultir ister subkiltiir olsun
eger kiltur hucrelerinde proliferasyon varsa
hiucrelerin periyodik medyumunun degisimine

veya beslemeye ihtiyac vardir.



KULTURUN RUTIN BAKIMI

Proliferasyonu olmayan kiilturlerde de hiicreler

periyodik medyum degistiriimesine ihtiyac duyarlar.
Cunku hucreler medyumun bazi bilesenlerini ve tuketmis
yada azaltmis olabilir.

Sonucta hiicrelerin biliyime oranina gore hiicreler vya

transforme olur yada medyum degistirilir.



KULTURDE MEDYUM DEGISTIRME

Uremis hiicre kiiltiriiniin devam etmesi icin hiicrelerin

beslenmesi gereklidir. Buda besiyerlerinin degistirilmesi ile olur.

Besiyerine degistirme hiicrenin tiiriine gore degismekle birlikte 1

haftalik kiltiurde 2-3 giinde bir yapilir.

Besiyerinin degistiriimesine iliskin ilk ve en onemli sinyal
ortam pH sinin dismesi ve buna bagh olarakta besiyeri renginin
degismesidir. Eger medyum rengi kirmizidan oranja ve sari renge

gegerse degistirilmelidir.



pH: 7’den pH:6.5 distuginde hicrelerde
buyime durur ve pH: 6 ile pH: 6.5 arasinda

hicreler canhiligini kaybetmeye baslarlar.

Kultir de pH:7 den gunde 0.1 Unite pH duserse

hicre acisindan zararli olmaz.

0.4 uUnite pH diuserse medyum 24 ile 48 saat

arasinda degistirilmelidir.



Hucre Konsantrasyonu yilksek oldugu kulturlerde
medyum daha hizli kullanilir. Bu faktor pH degisimini
etkiler. Bu nedenle de besiyeri daha kisa surelerde

degistirilir.

Besiyeri degistirme acisindan hiicre tipi
onemlidir. Clinkii normal hicrelerde hiicre yogunlugu
yiuksek oldugundan besiyerinde bollinme faktorleri

azalir ve besiyeri degismezse bolinme durur.



SUBKULTURDE HUCRE KONSANTRASYONU

Genel kural olarak subkiltiirde hiicrenin
buyime egrisi dikkate alinarak hiicre sayisi
1.10* ile 5.10* hiicre/ml arasinda oldugu

belirlenmistir.



HUCRE MORFOLOJISI

Hicre kulturiinde hiicrelerde kotllesme,
mikrobiyal kontaminasyon, serum ve
medyumda toksiklik yada yetersizlik gibi bircok

problemle karsilasilabilir.



HUCRE MORFOLOJISI

Bir kulturdeki hicrelerin bozulmasinin ilk
belirtisi genellikle hiucrelerin morfolojik
karakterindeki degisiklikleridir. Morfolojik gozlem
hicrelerin en basit ve direkt inceleme yontemidir.
Mikroskopla hiicrenin morfolojik durumu

degerlendirilir.



HUCRE MORFOLOJISI

Kultlir kabindaki hucrelerin stoplazmik
bosluklarina, nukleustaki granillerine,
hiucrelerin yuvarlakligina ve kultir kabinda

yuzeyden ayrilmasina bakilir.



Yapisma Fazi

Suspanse haldeki bu serbest veya yuvarlak
hiicreler kati ylzey ile temasa geldiginde buraya yapisir.
Hlcrenin yapisina gore poligonal veya fusiform
sekle donusurler. Bu vyapisma esnasinda hicre
cogalmasi olmaz ancak mitoz icin hazirlanmaya baslar
ve oldukca vyuksek metabolik aktivite gdsterirler.

Stspanse haldeki hiicre 37°C de 2 saat icinde kati
yUzeye yapisir



Dejenerasyon Fazi
Invitro kalturd yapilip cogaltilan
hiucreler bir stire sonra ya gerekli
maddelerin besiyerinde kullanilarak
azalmasindan veya asiri toksik
katabolitlerin ortamda birikmesinden

dolayl dejenere olurlar.
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Morfolojisi bozulmus sagliksiz MCF 7 Hucreleri
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MONOLAYER VE SUSPANSIYON KULTURLERDE
PASAJLAMA

Monolayer hiicreler lireyebilmeleri icin tutunacaklar bir yuzeye
ihtiyag duyarlar.

Bu nedenle de ylizeye bagimli bir yogunluk sinirlamasi vardir.

Hicrelerin kultiur kabi yuzeyinden ve birbirlerinden ayrilmalari

gerektigi icin pasajlama tripsinizasyon ile birlikte yapilir.



MONOLAYER VE SUSPANSIYON KULTURLERDE

PASAJLAMA

Slispanse hiicreler ise gaz alisverisinin ve besin maddelerinin
transferinin yeteri kadar saglanabildigi bir medyum icersinde
ureyebilirler.

Suispanse kultlirlerde pasajlama medyum santrifiijle
uzaklastirildiktan sonra hiicre sayisi belirlenir ve taze besiyeri ilavesiyle
hiicre uygun hiicre konsantrasyonu olusturabilecek oranda dilue

edilmesiyle yeni kaplara bolundr.



HUCRE PASAJLAMASI

Hiicreler pasajlanabilmeler1 i¢in hiicre kiiltiir petrilerinin yilizeyini tamamen kaplamig
olmalidir. Boyle petrilere ‘konfluent petriler’ denur.

Konfluent petrilerin iizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirlir.

) Hiicreler serumdan arindirilmak i¢in PBS ile yikanur,

PBS aspire edilerek uzaklastinilir Hiicreler inkiibatérde tripsinle 5 dakika inkiibe
edilir.

100 mm petr1 1¢in 2 ml tripsin

6 mm petri icin 1 ml tripsin

35 mm petri 1¢in 0.5 ml tripsin uygulanir.
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**¥Farkli hiicre tiplerinin tripsine  duyarhligs farkhidir. Bu yiizden tripsin uygulanan
hiicrelerden bazilar1 5 dakikadan daha az siirede petr1 yiizeyinden ayrilabilir. Mikroskopta
araliklarla kontrol edilmelidir.

5) Tripsin, hacminin en az ki kat1 serumlu besiyertyle inhibe edilir.
**%100 mm petri i¢in 2 ml tripsin 4 ml besiyeri

6 mm petri icin 1 ml tripsin 2 ml besiyert
35 mm petrt i¢in 0.5 ml tripsin 1ml besiyeri uygulanr.,



#*Farkl hiicre tiplermm tpsine duyarhlhig farklidir. Bu yiizden tripsin uygulanan
hiicrelerden bazilart § dakikadan daha az stirede petri yiizeyinden aynlabilir. Mikroskopta
araliklarla kontrol edilmelidir.

5) Tripsin, hacminin en az ki katt serumlu bestyertyle mhibe edilir.

%100 mm petrt 1¢in 2 ml tripsin 4 ml bestyers
6 mm petrt i¢in [ ml tripsin 2 ml bestyert
35 mm petrt 1¢in 0.5 ml tripsin 1ml bestyert uygulanur,

6) Hicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getinilir ve bir falkon tiipe
aktartlir. Tiipe 2-3 ml daha medyum 1lave edilir,

7) Hiicre stispanstyonu santrifiijlens (1000-1500 rpm 5 dakika), stipernatan uzaklastuilir,

8) Hiicreler I ml bestyerinde sulandilir ve sayilirlar,

9) Petrilere ekimler yapilur,



Confluent monolayer
growing in flask after

Incubate at about one week
§7°Cflor7d Medium removed and
Cells spreading ‘ monolayer washed in
after a few hours D-PBSA (with or
N without EDTA)

fncubate at 37°C , Lﬂ:l:-:mzl//’
’ %1 Trypsin added

Cells reseadead

in a fresh flask J
Cells resuspended ‘ ‘ I’
in medium ready for

counting and

Trypsin removed

reseeding < , leaving residual film
m&:&:ﬁ@_@.@ﬁml/ Incubate at

37°C for 10 min

Cells rounding up
after incubation

Fig. 13.3. Subculture of Monolayer. Stages in the subculture and growth cycle of monolayer cells
after trypsinization (see also Plates 4, 5).

MONOLAYER UREYEN BIiR KULTURUN TRIiPSINIZASYONU



Tripsinin alternatifi olarak proteaz, pronaz, dispaz ve

kollagenazdan biri kullanilabilir.

Bunlar arasinda proteaz ve pronaz en etkili olanidir

fakat bazi hicreler icin toksik olabilir.

Dispaz ve kollegenaz tripsinden daha az toksiktir fakat

daha c¢ok epitalyal tarzi hiicreleri ayirir.



MCF 7 Hucrelerinin 24 saat sonraki mikroskobik goruntusu
(20X)




MCF 7 Hucrelerinin 7.gundeki mikroskobik goruntusu (20X)



MCF 7 Hiicrelerininin 9. gilinkii mikroskobik gorlintiisii (40X)




24 saat 9. gun




