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HUCRE KULTURU BESIYERI VE SOLUSYONLAR

Hiicre kiiltiirii besiyerleri laboratuar ortaminda hiicrelerin normal metabolik aktivitelerini
stirdiirebilmeleri icin gerekli olan mikrogevreyi saglayan besleyici solusyonlardir. Hiicre
kiiltiirii besiyerleri igeriklerindeki aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve iyonlarla hiicrelerin
gelisimini desteklerler. Laboratuar ortaminda hiicrelerin ¢ogaltilabilmesi i¢in uygun pH
sicaklik ve nemin saglanmasi ¢ok Onemlidir. Hiicre kiiltlirii besiyerleri igeriklerindeki
iyonlarla gerekli ozmolarite ve pH’1 da saglarlar.

Besiyeri ihtiyaci hiicrelerin tipine, adaptasyon kabiliyetine ve hiicre kaynagi organizmanin
tiirtine gore farklilik gosterir. Hiicreler farkli besiyerlerinde farkli davranabilirler. Bu yiizden
calismanin amacina gore hiicrenin besiyeri ihtiyaclarinin belirlenmesi gerekir.

Hiicrelerin canliliklarinin devami ve ¢ogalmalar icin aminoasitler, karbonhidratlar, lipidler,
vitaminler, iyonlar ve proteinlerin ortamda bulunmasi sarttir. Standart bir besiyerinde
yukaridaki bilesenlerin saglanmasi i¢in iki temel solusyon uygulanir:

1) Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM)

Hiicre kiiltiirlerinde olmas1 gereken temel aminoasit kombinasyonu ilk defa Eagle tarafindan
1955’de tanimlanmistir. Kendi ismini tastyan Minimum Eagle’s Medium (MEM) isimli
besiyeri baz1 modifikasyonlarla bugiine kadar gelmistir. Dulbecco tarafindan modifiye edilen
MEM solusyonu bugiin somatik hiicre kiiltiirlerinde en sik kullanilan besiyeri bilesenidir.
DMEM hiicrelerin beslenebilmeleri i¢in gerekli glukoza, canliliklarini siirdiirebilmeleri igin
uygun ozmolarite ve pH’a, fonksiyonlarin1 gorebilmeleri i¢in gerekli aminoasitlere ve
vitaminlere sahiptir. Ancak tek basina hiicre gelisimi i¢in yeterli degildir.

2) Fetal Bovine Serum

Serum hiicrelerin tutunabilmeleri ve cogalmalar i¢in kullanilan ve igerigi tam olarak
tanimlanmamis zengin bir protein ¢dzeltisidir. Bu protein ¢dzeltisinin i¢inde hormonlar,
enzimler, hiicrenin biiylimesi ve c¢ogalmasini saglayan biiylime faktorleri, ylizeylere
tutunabilmesini saglayan hiicrelerarast matris proteinleri bulunur. Hiicre ¢esidine ve
uygulamalara gore besiyerindeki serum orani degisebilir. Standart bir somatik hiicre
kiiltiirtinde serum oranm1 %10 ‘dur.

Serum iiretimi pahali ve zahmetli bir siirectir. Sigir embriyolarmin kanlariin toplanmasiyla
hazirlanan serumlarin iiretiminde bir standart yoktur. Farkli hayvanlardan elde edilen
serumlar birbirlerinden farklilik gosterirler. Bu da deneylerin sonuglarini etkilemektedir. Bu
dezavantajlarindan dolay1 bazi laboratuarlar serumsuz besiyerlerini kullanmaktadirlar. Serum
kullanilmayan bir besiyerinin ¢esitli biiylime ve tutunma faktorleriyle desteklenmesi gerekir,
bu da calismaya gore serumdan daha pahali olabilir.



Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (dPBS)

Hiicre i¢i ve disindaki ozmotik basinci dengede tutan bir tuz solusyonudur. Igerigindeki
inorganik tuzlar ve su, hiicre metabolizmasini destekler. pH1 tamponlayarak hiicreler icin
uygun bir ortam saglar.

Tripsin

Tripsin hiicre pasajlamalarinda kullanilan temel enzimdir. Tripsin, bir serin proteaz tipi
enzimdir, lizin ve arjinin aminoasitlerinden peptidleri yikar. Laboratuarimizda 90,25
EDTA’l tripsin solusyonu kullanilmaktadir.

Tripsin kullaniminda dikkat edilmesi gereken bazi noktalar sunlardir:

1) -20 °C’de saklanir, daha yiiksek sicakliklarda bekleyen tripsinin aktivitesi diiser, bu yiizden
oligotlanarak saklanmasi en uygunudur.

2) Serum tripsin inhibitorlerini igerir, hiicrelere tripsin uygulanmadan 6nce mutlaka bir kere
Ca ve Mg icermeyen PBS ile yikanmali ve yiizeylerindeki serum uzaklastirilmalidir.

3) Tripsin hiicrelerin yiizeyini ortecek kadar uygulanir. Laboratuarimizda 100 mm’lik petriler
icin 2 ml; 60 mm i¢in 1ml; 35 mm i¢in 0,5 ml tripsin uygulanir.

4) Tripsin sicaklik arttikca daha etkili calisir. Tripsin uygulanan hiicreler inkiibatore
konduklarinda daha ¢abuk yiizeylerden ayrilirlar, oda sicakligindaysa daha yavas ayrilirlar.

5) Hiicreler yiizeyden ayrilir ayrilmaz tripsinin inhibe edilmesi énemlidir. Tripsin hiicreleri
ylizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslar.

6) Hiicrelerin yiizeylerden ayrilma hizi degisebilir. Besiyerindeki serum orani, hiicre tipi,
petrideki hiicre yogunlugu, tripsinin aktivitesi ve son pasaj iizerinden gecen zamana gore
hiicreler farkli zamanlarda kalkarlar.

7) Farkli siselerdeki tripsinler birbirlerine her zaman es deger olmayabilir.

8) Tripsini inhibe etmek ig¢in tripsin hacminin en az iki kati kadar %10 FCS’li besiyeri
uygulanmalidir. Daha sonra hiicreler pipetlenerek birbirlerinden ayrilirlar.



PRIMER HUCRE KULTURLERI

Dogrudan dokudan elde edilen hiicre kiiltiirlerine primer hiicre kiiltlirleri denir. Primer
kiiltiirler elde edildildikleri dokunun o6zelliklerini tasirlar. Genellikle heterojen bir yapi
gosterirler, hiicre hatlar1 gibi tek tip hiicreler degillerdir.

Primer hiicre kiiltiirleri kiiciik doku pargalarinin petri ylizeylerine ekilmesiyle eksplant
kiiltiirler halinde ya da enzimatik uygulanmastyla tek hiicre siispansiyonu halinde yapilabilir.
Laboratuarimizda cogunlukla kulak dokusundan fibroblast ve kikirdak primer kiiltiirleri
yapilmaktadir.

Primer kiiltiirler kontaminasyon riski olan kiiltiirlerdir, bu ylizden manipulasyonlarda
steriliteye 6zen gdsterilmelidir. Kullanilan cerrahi malzemeler otoklavlanmis olmalidir. Tiim
manipulasyonlar laminar kabin i¢inde yapilmalidir.

Sekil 3: inkiibatore yerlestirilmis primer kiiltiir petrileri




Primer mezansimal (kikirdak, fibroblast) hiicre kiiltiirii
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Kulak %70 alkol ile temizlenmeli ve alkol ile iyice temizlenmis kulak pensi ile doku
alinmalidir. Hayvandan alman dokular, + 4 derecede %S5 antibiyotik iceren PBS
solisyonunda islenecegi laboratuara gelene kadar saklanir. Dokularin alinmasi
sirasinda steriliteye 6zen gdsterilmelidir. Bu sekilde muhafaza edilen doku 6rnekleri
3-4 giin canliligim1 muhafaza edebilir.

Laboratuara ulagsan doku 6rnekleri laminar kabin i¢inde %35 antibiyotikli PBS’den %2
antibiyotikli PBS igerisine aktarilirlar. Kulak doku parcgalarinin iizerindeki killi deri
bisturi ucu yardim 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 igne bag1 kadar kiigiik pargalara ayrilir. Bu pargalar
35 mm’lik hiicre kiiltiir petrilerine aktarilir. Dokularin kiiltiir petrisine yapigsmasi igin
bir siire (2-3 dakika) beklenir.

Hiicre kiiltiir medyumu petrinin kenarindan yavag bir sekilde dokularin iizerini
kaplayacak sekilde uygulanir.

Ekim yapilan kiiltiir petrileri inkiibatére yavasca kaldirilir. Petriyi sarsmamaya 6zen
gosterilmelidir aksi takdirde ekilen dokularin yerlerinden kalkma olasiligi vardir.

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, bulamiklasmasi, tortu
olusmasi)

Ekimi takiben 7 giin boyunca petriler yerlerinden oynatilmadan kiiltiire edilmelidirler.
7. glinde petriler invert mikroskop altinda kontrol edilir ve hiicre tiremesi olanlar tespit
edilir. 11k olarak primer kiiltiir petrilerinin medyumu 7. giinde tazelenir ve 2 giin ara ile
medyum degisimleri tekrarlanmalidir. Hiicrelerin petriyi kaplamasinin ardindan; doku
pargalar pastor pipeti ile toplanir ve petrilere tripsin uygulanir ve hiicreler pasajlanir.
Eger hiicreler hemen kullanilmayacaksa dondurma iglemi gerceklestirilir.

Sekil4: Keciye ait primer kiiltiir. Keciye ait kikirdak dokusu ve cevreye yayilan hiicreler
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Sekil6: Slglra.ait primer: kiiltiir. Kiiltiiriin 7.giinii

Sekil 7: Koyuna ait primer kiiltiir
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sekiIS: Primer kiilﬁirdeki elde edilen konfluent hiicreler




HUCRE PASAJLAMASI

1) Hiicreler pasajlanabilmeleri i¢in hiicre kiiltiir petrilerinin yiizeyini tamamen kaplamis
olmalidir. Bdyle petrilere ‘konfluent petriler’ denir.

2) Konfluent petrilerin iizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir.

3) Hiicreler serumdan arindirilmak i¢in PBS ile yikanir,

4) PBS aspire edilerek uzaklastirilir.Hiicreler inkiibatérde tripsinle 5 dakika inkiibe
edilir.
100 mm petri i¢in 2 ml tripsin
6 mm petri i¢in 1 ml tripsin
35 mm petri i¢in 0,5 ml tripsin uygulanir.

*#*Farkli hiicre tiplerinin tripsine duyarliligi farklidir. Bu yiizden tripsin uygulanan
hiicrelerden bazilar1 5 dakikadan daha az siirede petri yiizeyinden ayrilabilir. Mikroskopta
araliklarla kontrol edilmelidir.

5) Tripsin, hacminin en az iki kati serumlu besiyeriyle inhibe edilir.

**%100 mm petri i¢in 2 ml tripsin 4 ml besiyeri
6 mm petri i¢in 1 ml tripsin 2 ml besiyeri
35 mm petri i¢in 0,5 ml tripsin 1ml besiyeri uygulanir.

6) Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilir ve bir falkon tiipe
aktarilir. Tiipe 2-3 ml daha medyum ilave edilir.

7) Hiicre siispansiyonu santrifiijlenir (1000-1500 rpm 5 dakika), siipernatan uzaklastirilir.

8) Hiicreler 1 ml besiyerinde sulandirilir ve sayilirlar.

9) Petrilere ekimler yapilir.

Kullanilan c¢ozeltiler

1) Hiicre Kiiltiir Medyumu: DMEM/F12 %10 FBS ve %1 Antibiyotik
(250 ml i¢in; 225 ml DMEM/F12, 25 ml FCS ve 250 pl antibiyotik)

2) dPBS: Ticari solusyon

3) Tripsin /EDTA % 0,25 : Ticari Soliisyon

Hiicre sayilarinin hesaplanmasi

1 ml kiiltiir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak ependorf tiipe
konur ve iizerine 90 pul Tripan Blue boyasi konarak karistirilir. Bu karistm Toma lamina
konur, toma lamindan 5 bdlme sayilir, bulunan say1 sulandirma miktar1 x50.000 sayisi ile
carpilir. Sonug olarak 1 ml medyumda ka¢ milyon hiicre oldugu bulunur. Ekim yapilacak say1
belirlenip hiicrelerin petriye ekimleri yapilir.

Genelde 60 mm’lik konfluent bir kiiltiir kab1 2 tane 100 mm’lik kiiltiir medyumlu kiiltiir
kabina gegirilebilir. 100 mm hiicre kab1 1/5 oraninda 100 mm’lik baska bir kaba gecirilebilir.
60 mm hiicre kab1 1/5 oraninda 60 mm’lik bagka bir kaba gecirilebilir.

100 mm’lik kiiltiir petrisine 5x10°

60 mm’lik kiiltiir petrisine 2x 10°

35 mm’lik kiiltiir petrisine 1x10°

24 kuyuluk kiiltiir kabinin her kuyusuna 125 bin hiicre transfer edilmelidir.



Bunun i¢in hiicre kiiltiir kabi sayilir ve 500.000 hiicre/ml olacak sekilde dilue edilir.

100 mm’lik kiiltiir petrisine 10 ml hiicre siispansiyonu

60 mm’lik kiiltiir petrisine 4 ml hiicre siispansiyonu + 1 ml medyum

35 mm’lik kiiltiir petrisine 2 ml hiicre stispansiyonu + 1ml medyum

24 kuyulugun her kuyusuna: 250 pl hiicre siispansiyonu + 250 pl medyum.

HUCRELERIN DONDURULMASI

1) Petri iizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir.

2) Hiicreler serumdan arindirilmak i¢in PBS ile yikanir,

3) PBS aspire edilerek uzaklastirilir. Hiicreler inkiibatorde tripsinle 5 dakika inkiibe
edilir.

4) Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu besiyeriyle inhibe edilir.

5) Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilir ve bir falkon tiipe
aktarilir. Uzerine 2-3 ml daha medyum ilave edilir.

6) Hiicre siispansiyonu santrifiijlenir (1000-1500 rpm 5 dakika), siipernatan uzaklastirilir.

7) Pelet 1 ml besiyerinde sulandirilarak sayilir.

8) Dondurma tiipleri igerisine 1:1 oraninda dondurma medyumu ve hiicre ¢ozeltisi konur

9) Tipler dondurma kabina yerlestirilir ve kap - 80 derin dondurucuya konur. 24 saat
sonra dondurma tiipleri s1v1 nitrojen tankina transfer edilir.

HUCRELERIN COZULMESI

1) -196 °C’den alinan kriyovial 37 °C’lik su banyosunda hizl bir sekilde eritilir

2) Kriyovialin icindeki hiicre siispansiyonu 6 ml besiyeri iceren falkon tiipe yavasca
aktarilir. Hiicreler DMSO icerisinde olduklari i¢in maniplasyonlar nazik olmalidir.

3) Tiip 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra iist siv1 atilir ve pelete 1 ml medyum
uygulanir.

4) Hiicreler 1 ml i¢inde iyice ¢oziildiikten sonra tizerlerine 4 ml besiyeri eklenir. 5 ml’lik
hiicre slispansiyonu 60 mm’lik medyumlu’lu kiiltiir kabina aktarilir.

5) Ertesi glin medyum degistirilir (2. giin). Kiiltiir kab1 her giin invert mikroskop ile

kontrol edilip hiicreler konfluent olduklar1 giin tripsinlenerek pasajlanabilir.

Kullanilan cozeltiler

1) Hiicre Kiiltiir Medyumu: DMEM/F12 %10 FBS ve %1 Antibiyotik
(250 ml i¢in; 225 ml DMEM/F12, 25 ml FCS ve 250 pl antibiyotik)

2) dPBS: Ticari solusyon

3) Tripsin /EDTA % 0,25 : Ticari Soliisyon

4) Dondurma Medyumu : % 80 FCS ve %20 DMSO



KULLANILAN MALZEMELER

Kimyasallar:
1.

SNk L

DMEM/F12 (SIGMA D0547 1 LX10)

DPBS (SIGMA D5652 1 LX10)

%0,25 TRIPSIN-EDTA (SIGMA T4049)

DMSO (SIGMA D 2650 ve D 4540 )

ANTIBIYOTIK (SIGMA A 5955)

FCS (SIGMA F9665 veya BIOLOGICAL INDUSTRIES HEAT
INACTIVATED)

Kiiltiir malzemeler:

W N =

Nk

DONDURMA KABI MR. FROSTY (NALGENE 5100-0001)

DONDURMA TUPLERI CYROVIALLER (NUNC 377267 1,8 ml)

PIPET UCLARI ( 5 ML 160510, COSTAR 10 ML 4488, 50 ML LiK PLASTIK
PIPET UCU)

KULTUR PETRILERI ( TPP 35 mm-93040, TPP 60 mm-93060, TPP 100 mm)
CAM PASTOR PIPETI (ISOLAB)

PASTOR PIPETLER ICIN OTOKLAVA DAYANIKLI METAL KUTU
KULTUR TUPLERI (TPP 15 ML VE 50 ML-90050)



