
Hücre kültürlerinde primer kültürden sonraki aşama

pasajlama ile subculture (alt kültür) elde edilmesidir.

Kültürde çoğalan hücreler içinde bulundukları besi

ortamındaki bileşenleri büyük ölçüde tükettikten yada üreme

yüzeyinin tamamını kullandıktan sonra çoğalma hızları düşer ve

zamanla tamamen durur.

Bu dönemde kültürün bölünmesi yapılması gerekli en

doğru işlemdir.

Bu işleme subkültür yada pasaj adı verilir.



İlk pasajdan sonra devam eden kültürler cell line

olarak tanımlanır. Bu dönem farklı ve benzer birçok hücre

hattını kapsar.

Klonlama, fiziksel hücre ayırma, seleksiyon gibi

tekniklerle bu kültürde spesifik özellikteki hücrelerin

büyük bir kısmı tanımlanabilir.

Bunun sonucunda hücre hatları belirlenir.



İki alt kültürden sonra sekonder kültürler, bundan sonra

da tersiyer kültürler ve diğer alt kültürler elde edilir. Her alt

kültür elde edilmesi sırasında da pasajlama yapılır.

Pasajlamayla hücrelerin bir kaptan başka bir kaba veya

bir hacimden daha büyük bir hacme geçmesi sağlanır.

Primer kültür için geçerli olan tüm unsurlar

subkültür içinde geçerlidir.



Yapılan subkültürden (pasajlamadan) sonra hücre

tipine bağlı olarak genellikle hücrelerde % 80 ve üzerinde

proliferasyon gerçekleşir.

Hücrelerin üretilmesi, üretilen bu hücrelerin

karakterize edilmesi, hücrelerin depolaması, birbirine benzer

sayıdaki hücrelerin potansiyel artışı ve bu hücrelerin

geniş kapsamlı deneylerde kullanılmasına olanak

sağlaması subkültürün biyolojik bakımından önemini ortaya

koymaktadır.



Hücrelerin pasajlanabilmesi için hücre kültür

flakslarının yüzeyini kaplamış olmalıdır.Böyle flakslara

konfulent flakslar denir.

Pasajlama işlemi hücreler sıkışık konumda olduğu için

yapılır.Ve daha geniş alana yayılır.

Pasajlama işlemi besi ortamı içerisindeki hücrelerin

nutrientleri tüketmesinden dolayı üreme hızlarının düşmesini

ölümlerini önlemek amacı ile yapılır



























HÜCRE HATLARININ ADLANDIRILMASI

Yeni adlandırılacak hücre hatlarına bir kod numarası yada 

isim verilir.

Örneğin; NHB  >>> Normal Human Brain

Eğer aynı kökenden farklı hücre hatları üretilirse bu hücre 

hattı NHB 1, NHB 2..... şeklinde adlandırılır. 

Ayrıca bu hücre hattı klonlanırsa NHB1-1, NHB1-2... 

şeklinde adlandırılır.  



Bir hücre hattı seçerken; 

--Kolay kültür devamlılığı sağlanabilen

--Hızlı büyüyen

--Kolay klonlanabilen

--Her bir flaskta yüksek oranda ürün veren

--Serumsuz medyumlara kolayca adapte olabilen 

hücreler seçilir. Ayrıca seçilen hücre hatlarının biyolojik riski az 

olmalıdır.







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 µg/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 105 cells/cm2

Incubation: at 37 °C with 5% CO2

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

Harvest: about 20-25 x 106 cells/175 cm2

Storage: frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 1-2 x 106 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)(q23), del(11)(q21q23), 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


%100 yüzey kaplaması yapmış MCF 7 hücreleri



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 106 cells/25 cm2

Incubation: at 37 °C with 5% CO2

Doubling time: ca. 21-24 hours

Harvest: ca. 4-8 x 106 cells/25 cm2

Storage: frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 1-2 x 106 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



48 Ssaatlik L-929 HÜCRELERİNİN  MİKROSKOBİK GÖRÜNTÜSÜ



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 106 cells/ml; optimal split ratio of 1:10 to 1:20 every 48 hours; seed out at about 1 x 106 cells/ml

Incubation: at 37 °C with 5% CO2

Doubling time: about 30-50 hours

Harvest: maximal density of ca. 1.5-2.0 x 106 cells/ml

Storage: frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 5 x 106 cells/ampoule

DSMZ Scientific Data 

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

Immunology:

Fingerprint: unique Hinf I-(gtg)5 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


48 SAATLİK X63AG8.653 HÜCRELERİNİN MİKROSKOBİK GÖRÜNTÜSÜ





1. Lag Fazı : Hücrenin pasajlanmasından

sonraki subkültürü takip eden evredir.

Bu evre hücrelerin ortama alışma evresidir.

DNA polimeraz ve hücresel proteinlerin

miktarında artış olur.

HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE ÜREME EĞRİLERİ



.

2. Log Üreme Fazı : Logaritmik üreme evresidir.

Hücrelerin geometrik artış gösterdikleri fazdır.

Bu evrede üreme yoğunluğu % 90-100 ulaşır.

Hücrelerin canlılık oranıda en yüksek

seviyededir.

HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE ÜREME EĞRİLERİ



3. Plato (Durgunluk) Fazı : Logaritmik fazın sonuna doğru

kültürler konfulent hale gelmeye başlarlar.

Artık kültür kabının tüm yüzeyini kaplarlar.

Bu durumu takiben hücrelerin büyüme oranı düşer.

Bu fazda üreyen hücre sayısı ölen hücre sayısı ile aynı

olduğundan toplam hücre kütlesi zamana bağlı kalmadan

aynı kalır.

HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE ÜREME EĞRİLERİ



4. Litik Faz : Durgunluk fazının sonunda
besiyerindeki canlı hücre sayısı veya hücre
kütlesinin zamana bağlı olarak azaldığı gözlenir.

HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE ÜREME EĞRİLERİ



SUBKÜLTÜR DE ÜREME EĞRİSİ



İster primer kültür ister subkültür olsun

eğer kültür hücrelerinde proliferasyon varsa

hücrelerin periyodik medyumunun değişimine

veya beslemeye ihtiyaç vardır.

KÜLTÜRÜN RUTİN BAKIMI



Proliferasyonu olmayan kültürlerde de hücreler

periyodik medyum değiştirilmesine ihtiyaç duyarlar.

Çünkü hücreler medyumun bazı bileşenlerini ve tüketmiş

yada azaltmış olabilir.

Sonuçta hücrelerin büyüme oranına göre hücreler ya

transforme olur yada medyum değiştirilir.

KÜLTÜRÜN RUTİN BAKIMI



Üremiş hücre kültürünün devam etmesi için hücrelerin

beslenmesi gereklidir. Buda besiyerlerinin değiştirilmesi ile olur.

Besiyerine değiştirme hücrenin türüne göre değişmekle birlikte 1

haftalık kültürde 2-3 günde bir yapılır.

Besiyerinin değiştirilmesine ilişkin ilk ve en önemli sinyal

ortam pH sının düşmesi ve buna bağlı olarakta besiyeri renginin

değişmesidir. Eğer medyum rengi kırmızıdan oranja ve sarı renge

geçerse değiştirilmelidir.

KÜLTÜRDE  MEDYUM  DEĞİŞTİRME



pH: 7’den pH:6.5 düştüğünde hücrelerde

büyüme durur ve pH: 6 ile pH: 6.5 arasında

hücreler canlılığını kaybetmeye başlarlar.

Kültür de pH:7 den günde 0.1 ünite pH düşerse

hücre açısından zararlı olmaz.

0.4 ünite pH düşerse medyum 24 ile 48 saat

arasında değiştirilmelidir.



Hücre Konsantrasyonu yüksek olduğu kültürlerde

medyum daha hızlı kullanılır. Bu faktör pH değişimini

etkiler. Bu nedenle de besiyeri daha kısa sürelerde

değiştirilir.

Besiyeri değiştirme açısından hücre tipi

önemlidir. Çünkü normal hücrelerde hücre yoğunluğu

yüksek olduğundan besiyerinde bölünme faktörleri

azalır ve besiyeri değişmezse bölünme durur.



SUBKÜLTÜRDE HÜCRE KONSANTRASYONU

Genel kural olarak subkültürde hücrenin

büyüme eğrisi dikkate alınarak hücre sayısı

1.104 ile 5.104 hücre/ml arasında olduğu

belirlenmiştir.



Hücre kültüründe hücrelerde kötüleşme,

mikrobiyal kontaminasyon, serum ve

medyumda toksiklik yada yetersizlik gibi birçok

problemle karşılaşılabilir.

HÜCRE  MORFOLOJİSİ



Bir kültürdeki hücrelerin bozulmasının ilk

belirtisi genellikle hücrelerin morfolojik

karakterindeki değişiklikleridir. Morfolojik gözlem

hücrelerin en basit ve direkt inceleme yöntemidir.

Mikroskopla hücrenin morfolojik durumu

değerlendirilir.

HÜCRE  MORFOLOJİSİ



Kültür kabındaki hücrelerin stoplazmik

boşluklarına, nukleustaki granüllerine,

hücrelerin yuvarlaklığına ve kültür kabında

yüzeyden ayrılmasına bakılır.

HÜCRE  MORFOLOJİSİ



Yapışma Fazı

Süspanse haldeki bu serbest veya yuvarlak

hücreler katı yüzey ile temasa geldiğinde buraya yapışır.

Hücrenin yapısına göre poligonal veya fusiform

şekle dönüşürler. Bu yapışma esnasında hücre

çoğalması olmaz ancak mitoz için hazırlanmaya başlar

ve oldukça yüksek metabolik aktivite gösterirler.

Süspanse haldeki hücre 370C de 2 saat içinde katı

yüzeye yapışır



Dejenerasyon Fazı

İnvitro kültürü yapılıp çoğaltılan 

hücreler bir süre sonra ya gerekli 

maddelerin besiyerinde kullanılarak 

azalmasından veya aşırı toksik 

katabolitlerin ortamda birikmesinden 

dolayı dejenere olurlar. 



31.01.07 MCF 7 FCS (-)



31.01.07 MCF 7  FCS (+)



Morfolojisi bozulmuş sağlıksız MCF 7 Hücreleri



Toksik ajanlarla muamele edilmiş MCF 7 hücreleri



MONOLAYER VE SÜSPANSİYON KÜLTÜRLERDE

PASAJLAMA

Monolayer hücreler üreyebilmeleri için tutunacakları bir yüzeye

ihtiyaç duyarlar.

Bu nedenle de yüzeye bağımlı bir yoğunluk sınırlaması vardır.

Hücrelerin kültür kabı yüzeyinden ve birbirlerinden ayrılmaları

gerektiği için pasajlama tripsinizasyon ile birlikte yapılır.



MONOLAYER VE SÜSPANSİYON KÜLTÜRLERDE

PASAJLAMA

Süspanse hücreler ise gaz alışverişinin ve besin maddelerinin

transferinin yeteri kadar sağlanabildiği bir medyum içersinde

üreyebilirler.

Süspanse kültürlerde pasajlama medyum santrifüjle

uzaklaştırıldıktan sonra hücre sayısı belirlenir ve taze besiyeri ilavesiyle

hücre uygun hücre konsantrasyonu oluşturabilecek oranda dilüe

edilmesiyle yeni kaplara bölünür.







MONOLAYER ÜREYEN BİR KÜLTÜRÜN TRİPSİNİZASYONU



Tripsinin alternatifi olarak proteaz, pronaz, dispaz ve

kollagenazdan biri kullanılabilir.

Bunlar arasında proteaz ve pronaz en etkili olanıdır

fakat bazı hücreler için toksik olabilir.

Dispaz ve kollegenaz tripsinden daha az toksiktir fakat

daha çok epitalyal tarzı hücreleri ayırır.



MCF 7 Hücrelerinin 24 saat sonraki mikroskobik görüntüsü 
(20X)



MCF 7 Hücrelerinin 7.gündeki mikroskobik görüntüsü (20X)



MCF 7 Hücrelerininin 9. günkü mikroskobik görüntüsü (40X)



24 saat

7. gün

9. gün


