HUCRE VE DOKU KULTURU

» Hucre kiltlrinde ki tek hicreler doku olarak organize
olamaz. Bu hlcreler orijinal dokudan ayristirilan
hiicrelerden elde edilir.

» Primer hiicre kiltlirii: Hayvandan direkt explant olarak
elde edilir Genelde belli zaman slresinde vyasar.
Dokunun enzimatik ve mekanik ayrimi ile heterojen bir
populasyondan ilgi  duyulan  hicrenin  secim

basamaklari ile hiicrelerin izole edilmesi gerceklestirilir.



TARIHCE

v’ 1801 Bichat, viicudun dokularini adlandirmistir.

v 1885 Wilhelm Roux, tavuk embriyosunun medullar plagini
sicak tuzlu suda birka¢ gun yasatabilmistir. Bu bildirilmis ilk
basarili eksplantasyon yani hiicre kiilturu olayidir.

v 1887 Arnold, Akcaagac agacinin yumusak siingerimsi doku
parcalarini kurbagaya implante etmis, bunlar lokositler
tarafindan istila edildiginde bunlari sicak tuz solusyonu
bulunan bir kaba almis ve Iokositlerin tuzlu suya gecerek

kisa bir sure yasadiklarini gdéstermislerdir.



TARIHCE
v'1860’larda Sydney Ringer’in kalp dokusunun
vicut disinda yasamasini saglayan tuz
solusyonu olan Ringer Laktat uretimi : izole

organ perfluzyon sistemi




TARIHCE




TARIHCE

v'1902 Haberlandt, tek bitki hiicrelerinden
kiltur yapilabilecegini ortaya atmistir.

v'1903 Jolly, in vitro hiicre canliigi ve hicre
bolunmesi ile ilgili ilk ayrintili gézlemleri
vaptigl deneyleri gerceklestirdi.

v'Jolly asili damla teknigi ile semenderden elde

ettigi Iokositleri 1 ay kadar yasatabilmistir.



TARIHCE
v'1907 Ross Harrison, kurbaga embriyolar ile
vaptigi deneyde normal fonksiyonun in
vitroda da surdiguni gostermistir ve
tekrarlanan bir teknik olusturdugu icin, onun

bu deneyi doku kultiruniin gercek baslangici

olarak kabul edilmektedir.






TARIHCE

v 1910" Iu willar Burrows ve Carrel, hayvanlardan ve
malignant dokulardan eksplantlar gelistirmistir.

v’ Carrel aseptik teknikleri gelistirerek, pilic embriyosunun
kalbinden ilk kez bir hicre soyu udretmistir. Aseptik
teknikler ile uzun sureli kiltir gerceklestirmistir.

v/ 1911 de Lewis ilk sivi ortami olusturmustur. Deniz suyu,
serum, embriyo ekstrakti, tuzlar ve peptonlardan olusan

ortamda sinirli tek tabakali bliyume gerceklestirmistir.
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TARIHCE

1914’ 14 vyillar da Thopson, organ kultiri ile ilgili deneylere
baslamistir.

1916 da Rous ve Jones, adherent hiicreler icin proteolitik enzim
olan Tripsini bulmustur.

1920 lerde Strangeways ve Fell, organ kulturiinu gelistirmistir.
Ebeling, epitel huicrelerinin kilturuni yapmayi basarmistir.

Parker ve Nye, tavsan testislerinden doku fragmentleri inokule

etmistir.



TARIHCE

v/ 1940’ I yillar da Enders, Weller ve Robbins sinir dokusu
olmadan poliomyelitis virtistinui in vitro da yasatabilmistir.

v’ Primer maymun bobrek hicreleri ve insan diploid akciger
fibroblastlari in vitro da yasatabilmistir.

v’ Kiltir kontaminasyonlarinin azaltilmasi icin antibiyotikler
olan Penicillin ve streptomycin kulanilmistir.

v/ 1948 yilinda Sanford tarafindan Fare hiicrelerinden ilk

hiicre sus klonu elde edilmistir.



TARIHCE

v' 1950’ li yillar da George Gey, insan servikal karsinomasindan Hela
hiicre soyunu tretmistir (ilk siirekli insan hiicre soyu).

v Olusturulan ilk insan hiicre hatti, 1951'de serviks kanserinden
izole edilen ve binlerce laboratuvarda insan hiicre biyolojisinin

calisiimasi igin kullanilmis olan Hela hucreleridir.

v" Puck tarafindan daha sonra insan servikal karsinomasindan Hela

hiicreleri klonlandi.



TARIHCE

v 1955 Earle, doku kiiltiirii metodlarini ve kullanilan
medyumlari tanimlamistir. Boylece kolay sterilizasyon ve
kontaminasyon sansinin azalmasi mumkuin olmustur.

v  Bugunki hticre kultirt ile ilgili mevcut metodlarin
mukemmelligi Dr. Wilton Earle baskanhgindaki gruba
borcludur.

v Bu grup ilk defa dogrudan cam iizerinde cok sayida hiicre
uretmis, ilk defa tek hiicrelerden kiltir olusturmus ve ilk
defa suspansiyon hiicre kulturleri hazirlamistir.

v' Ilk kez bécek hiicre soylari tretilmistir (Yunanistan).



TARIHCE

v'1960" Ii yillar da Harris, ayni tirlerin farkl
tiplerini iceren hiicre hibridizasyonunu
induklemeyi basarmistir.

v'1961 Hayflick ve Moorhead normal diploid

insan hiicrelerinin sinirl omrunu

tanimlamistir.



TARIHCE

v'1970’ li yillar Rekombinant DNA Teknolojisi
E.colide uretilen proteinler ilk gen aktarimi,
genis kompleks proteinler

v Gunimuizde serumsuz medyum hicrelerde

genetik modifikasyonlar, Bioreaktorler Genis

Skala (20m?3) Kultirleri



TARIHCE




HAYVAN KOKENLI HUCRE KULTURLERI

» Saglikl normal hiicre kiiltiirleri
> Kanser hiicre kulturleri

» Embriyonik Hiicre kiltirleri



HUCRE KULTURU

v'Hucre kultirtu calismalari ile yeni ajanlarin
canlilar lizerinde denenebilecek test dozlari
hakkinda 6n bilgiler edinilebilir.

v'Canllarda  gerceklestirilmesi  zor  olan
molekiiler duzeyde ki mekanizma ¢alismalari
degisik hastalik modellerinin hicre

kUlturlerinde olusturulmasi saglanir



HUCRE KULTURU

v'Kanser arastirmalari  (in vitro toksikoloji
memeli htcre kulturleri)

v Sitogenetik, biyokimyasal calismalar da

v'Gen manuplasyonu gibi molekuler biyolojik
calismalarda

v Cesitli hastaliklarin tani ve arastirilmasinda



HUCRE KULTURU

v Doku ve deri miihendisligi

v Genetik muhendislik: Protein, antikor, asi Gretimi
v Kok hicreler

v Tup bebek ve kisirlik tedavileri

v Farmasotik proteinlerin tretimi

v Viroloji

v’ Doku kilturd ile yeni bitkilerin tGretilmesi



HUCRE VE DOKU KULTURLERININ AVANTAIJLARI

» Hucreler tUzerindeki etki dogrudan dogruya gozlenir.

» Kimyasal maddelerin etkileri her cins doku veya

hiuicrelerde ayri ayri arastirilabilir.

» Organizmadaki  karsihkli  etkilesimler  nedeniyle

yvapilamayan arastirmalar in vitro da yapilabilir.
» Etkiler dogrudan dogruya oldugundan siiratlidir.

> Istatistik olarak hayvan deneyleriyle

karsilastirilamayacak kadar fazla hiicre kullanilabilir.



HUCRE VE DOKU KULTURLERININ AVANTAIJLARI

» Cok sayida hayvanin kurban edilmesi onlenir.

» Boylece etik kurallar asilabilir.

» Hiucre soylari kolayca tasinabilir.

» Karantina gibi bir sorun olmadigindan birbirlerinden uzak
ulkelerde de deneyler ve uygulamalar ayni sartlarda yapilabilir.

» Arastirma  veya uygulamaya  yonelik doku  kdltlrd
laboratuarlarinin  kurulusu pahali olmakla birlikte, hayvan
deneyleriyle karsilastirildiginda bazi test sistemleri icin hicre

kilttrleri cok daha ekonomiktir.



HUCRE VE DOKU KULTURLERININ DEZAVANTAIJLARI

» Kimyasal maddelerin davranislar tizerine olan karmasik
etkileri incelenemez.

» Tek basina doku kultlrlerinin yeterli bilgi saglamasi
mumkin degildir (in vivo ve in vitro).

» Manipulasyon hatalari.

» Hlcreleri uzun slire dondurmak, biyokimyasal ve
genetik degisikliklere sebep olabilir.

» Ayrica normal dokulardan elde edilen hiicre soylari

yavas yavas ¢cogalma potansiyellerini kaybederler.



HUCRE VE DOKU KULTURU TEKNIKLERI

** Hiicre ve doku kultliirinde amac; hiicreleri yasatmalk,
cogaltmak ve gerektiginde tekrar kullanabilmek icin
dondurarak saklamaktir.

** Bunlarin gerceklestiriimesinde en dikkat edilmesi
gereken konu huicrelerin canlihigidir.

s Hlicre ve doku kultirinde basari; steril ve hizli bir
sekilde calismaya baglidir.

¢ Doku kiltlrindn belirli prensiplerine ve sterilizasyona

mutlaka dikkat edilmelidir.



DOKU KULTURU LABORATUVARI

» Bir doku kilttrt laboratuvari genellikle birbirine
gecen izole, giris cikisi kontrol edilebilir hazirlik ve
kultur odasi olmak tzere iki odadan olusmalidir.

» Kiltir odasi mimkiinse penceresiz ve toza
kapali bir yerde konuslanmalidir.

» Calisma alani, yer ve zemini sterilizasyonu kolay

vapilabilen malzemelerden olusmalidir.



DOKU KULTURU LABORATUVARI

» Oda 1sis1 kontrolli olmalidir.

»0da duzeni icinde bankolarda esya
olmamalidir.

»Hucre kultird calismak icin 6zel ekip ve
ekipmanlar gereklidir.

» Hicre kaltar calisma prensiplerinin

ogrenilmesi



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Temel ekipmanlar:

v' Laminer akim kabini (Horizontal laminer akim kabinleri,

Vertikal laminer akim kabinleri, Biyolojik olarak guvenli
kabinler)

v CO2'li inkuibator ve CO2 tanki
v' Invert mikroskop

v’ Santrif{j

v Vakum hatti ya da pompasi



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Temel ekipmanlar:
v’ Isitma tablasi
v’ -20°C ve -70 °C derin dondurucular
v Su banyosu
v’ Otoklav
v’ Sterilizator

v" Buzdolabi

v" Dondurma ekipmanlari (sivi azot tanki)



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Ek ekipmanlar:
v" Kurutma etiivi
v’ Magnetik karistirici
v’ Hassas terazi
v’ pH metre
v’ Deiyonize ve saf su cihazlari
v’ Sterilizasyon ekipmanlari
v’ Hucre sayicisi

v" Video kamera ve monitor
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DOKU KULTURU LABORATUVARI

Sarf malzemeleri:
Kaltir kaplari
Pipet seti
Pipet yardimcisi
Pipetler
Pastor pipetleri
Sterilizasyon filtreleri
Pipet uclari
KriyotUpler

Cesitli kimyasallar



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Temel guvenlik konulari:
v" Hucrelerinizi ve kendinizi korumalisiniz.
v Genel givenlik kurallarina uyulmal

v’ Aseptik ve antiseptik teknikler bilinmel;



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Kisisel glivenlik durumlari:
Kirilabilen camlar
Keskin aletler
Elektrik
Enjeksiyon

Sivi nitrojene
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Enfeksiyon
v’ Kimyasal toksisite
DIKKAT !!!



DOKU KULTURU LABORATUVARI

LaboratuVarin glivenlik durumlari:

v’ Tum kulttrler, latent viriisler veya zararli diger
tanimlanmamis organizmalar icerebilir.

v’ Ozellikle pipet kullaniminda hava akimi minimuma
indirilmelidir.

v’ Laboratuvarda bir sey yenmemeli ve icilmemelidir.

v’ Calismadan dnce ve sonra mutlaka eller yikanmalidir.

v’ Laboratuvar dezenfektanlarla duzenli olarak

temizlenmelidir



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Atik yonetimi:

v Hucrelerle temas eden tum atiklarin otoklavlanarak
atilmasi

v’ Pipettler, flasklar, diger kaplar ve eldivenler otoklav
torbasinda toplanarak

v Sivi atiklar ayri bir atik kabinda (dezenfektan HCI iceren)
toplanarak atilmall

v’ Kagit atiklar baska atik kaplarinda (mavi torbada)

saklanmali



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Aseptik Teknik:

v Tim manipulasyonlar steril kabinde gerceklestirilmelidir.

v’ Deney oncesi kabin ici U.V. 1s181 15-20 dakika mutlaka
yakilmalidir.

v’ Calisma sirasinda U.V. isiginin kapatilmasi unutulmamali ve
ciplak gozle direkt olarak bakilmamalidir.

v Kabin ici calisma esnasinda %70 lik etil alkol surekli
kullantimalidir.

v’ Tum sise ve kaplarin kapaklari sikica kapatilmalidir.

v’ Son olarak kisi kendi temizligini yapmalidir .



DOKU KULTURU LABORATUVARI

v’ Calisan kisiler; onltklu, maske, galos
v’ Odanin temizligi 6zel
v Ayni anda cok kisi calismamal

v Copler odada birakilmamali



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Sterilizasyon Teknikleri:
» Metaller: Sterilizator (is1)
» Camlar: Otoklav, Radyasyon, Sterilizator (isi)
» Plastikler: Otoklav, Radyasyon, Gaz
» Medyumlar: Radyasyon, Filtrasyon
» Serum: Radyasyon, Filtrasyon

» Tuz solusyonlari: Otoklav, Radyasyon, Filtrasyon



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Dezenfeksiyon

v Hicre kiltir oda temizligi
v'Inkibator

v’ Kabin

v'Banko

% 70 lik ALKOL



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Filtrasyon:

» Bakterilerin uzaklastiriimasi icin her zaman 0.2 mikrometre
capindaki filtreler kullanilmalidir (bakteriler 1-2 m)

» 0.45 mikrometre filtreler sadece partiklller icin
kullantimalidir.

» Mikoplazma ve \virGsler filtrasyon boyunca mevcut
olacaklardir.

» Cesitli  blylkliklerde filtreler gelistirilmektedir fakat

bunlarin maliyeti yuksektir.



DOKU KULTURU LABORATUVARI

Kontaminasyon:
v’ Mantar
v’ Bakteri
v' Mikoplazma
BUYUK PROBLEM!!!

Sephalosporin antibiyotikler kullanilmalidir



BULASICI VE/VEYA ENFEKTE MATERYALLER iLE
CALISMA

Biyogidvenlik Risk gruplari

Insanda
patojenite

Calisan in
tehlike

Halk saghag:
acisindan
tehlike

Etkili
korunma ve
tedavi

Yok veya nadir

Yok veya
nadir

Yok

Hemen her
Zaman wvar

Evet

Belki

Yok veya
nadir

Genellikle
evet

Evet (tehlikeli
olabilir)

Evet (cddi
olabilir)

Genellikle
evert ancak
bazen zor

Evet tehlikeli

Ciddi

Genellikle
yok







Hucre kultiirt, Doku kulturdi, yapay organ, yapay doku ile

hiicre teknolojileri arasindaki iliski

Hucre Teknolojileri
Biyoloji biliminin oninu
agmaya, hiicre hakkinda
bilinmeyen bircok konuya
aciklik getirmeye calian bilim
ve teknolojilerdeki gelismeye
Hicre Teknolojileri denir

Hucre Teknolojileri ile Kok
Hcre' tanimlanmis, ve bu
kok hiicrelerden
Jararianma yollari
aranmaya baslanmistir.
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Kok Hiicre Nedir?

Farkli hucre turlere donusebilme
potansiyeli olan, boliindiiklerinde
farklilasabilme ve ayni zamanda
kendini yenileyebilme gucline sahip
olan hucrelerdiv. Embriyonik ve
Yetigkin olmak Uzere 2'ye ayrilir.




7 Embriyonik KOk "%
Hlcre

Embriyonun ilk doneminde olusan kok
hicrelerdir. Uygun ortamlarda kolaylikia
gelistirilebilir. Farklilagmadiklari i¢in istenilen
tiim hiicre tiplerine doniistiiriilebiliz. Ornegin:
kan, sinir; kas hucreleri




KOK HUCRE

»

Kemik Hocresi

Instlin Gretici
Sinir hucresi hucre
Kalp kas
hicresi
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" Yetiskin Kok Hiicre N

Uzun siire kendini yenileyebilme kapasitesine
sahip ve farklilagma ozelliginde olan hiicrelerdir.
Yetiskinlerden elde edilen kok hiicreler
bulunduklari doku ve organdaki hasarli
hiicrelerin yerine yenisini iretmek icin kullanilir.




Gunumuzde kok hucreler saglik

alaninda; diyabet, parkinson, bagisiklik
sistemi hastaliklary, ~|aniklar ve organ
nakillerinde kullanily.



Multipotent Kok Hicreler

Beyin

@)

Kemik
iligi

Kan Hicreleri
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Hlcre Kultird

frucre Kuluru hucrelerin kontrollu
sartlar altinda yetigtirilmesi sirecidir.
‘Hilcre KuHuria' terimi cok hucreli
okaryotlardan ozellikle hayvan
hiicrelerinden hiicrelerin kuliirlenmesi

iin kullanilmaktadir.




Ornedin kanser gibi hastaliklarda hiicre

uzerinde belli bir maddenin etkilerini
belirlemek amaciyla hiucre kulturleri yapilabilir.
Cogaltilan hucrelerde cesitli calismalar
Japilarak canli ortaminda yapilamayan
deneyler yapilip buradan yola ¢ikarak
sonuglara ulagilabilir.



Hucre Kulturu ile ilgili uygulamalar
sonucunda uygqun kok hucrelerde doku
ve organ geli;ﬁrilebileceéi £ikri ortaya

ctkmigtir.



Doku Kultiri N\,

P Doku Kiiliirii kiigiik doku parcalarinin §
steril ve uygun besin ortamlarinda
yerlestirilmesidir. Hucre Kulturi ile ayni
anlama gelecek sekilde kullanilabilir. Canli
vicudunda bagimsiz olarak belirienen
sar tlar altinda tutulabilen hiicrelere
istenilen uygqulamalar yapilmakta ve
sonuclari daha objektif
izlenebilmektedir¢ Bu agidan doku
killtiri hiicre biyolojisi arastirmalarinda

biix,iik rol oynar.
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Yapay Organ

slevini yitirmis veya yitirmekte olan ve
genellikle hayati onem tasiyan organlarin
yerine bu organlarin iglevierinin bir kismini
yada tamamini geri kazandirmak amaciyla
tasarlanan mekanik malzemelerden veya doku
mithendisligi yoluyla tretilen organlardi.

B




thayati organlardan birinin x,e’rmezliéi restore

edilmediginde hastanin olumune yol acar. Bu
durumda organ nakl ya bir insandan yada insan
Japimi yapay organla saglaniv. ttayati organlar ¢ok
karmasik Japiya sahip oldugundan islevierinin yapay
malzemeler ile taklit edilmesi zordur. Bu 1iizden
Japay organlar islevsellik bakimindan odun verilerek
Japilir. Yapay organ nakh yapilan veya yapilmasi
umulan organlar: Kalp, akciger, karaciger, bobrek ve
pankreas'tir.






Yapay Doku, iginde biix,iime elemanlari

bulunan biyo ujyumlu ve viicudimuz
tarafindan kabul edilen bir yapidir. Bir
kaza sonucunda vicudumuzda olusan
kapanmasi zor olan derin yaralarin
kapatilmasinda kullanilan bir yapidir.




Ornedin viicudumuzun herhangi yerindeki

bir yarayi cerrahi operasyon ile viicudun
herhangi gorunmeyen bir bolgesinden parca
alinip yarayi kapatmak icin kullanildiginda
vicudumuz bazen bu dokuyu kabul etmez.
igfe bu gibi durumlarda yapay doku devreye
girer. Yani yapay dokular fiziksel yapisi
bozulmug biyolojik dokulari eski haline
getirmek icin yapilir ve fonksiyonel ozellikleri
onarmaya yardimci olmak adina uygulanir.
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