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PRIMER TAVSAN BOBREK HUCRE KULTURUNUN
KRiIOPREZERVASYONU

0z

Bu ¢aligma primer tavsan bobrek hiicre kiiltiiriiniin gelismesiyle ilgili faktorlerin
aragtinlmas: ve hiicrelerin krioprezervasyonunun optimizasyonu igin yapilmistir. Hiicrelerin
tiremeleri ile ilgili faktorler (Na.“, K*, 0,, CO,, H*, pH, hiicrelerin canhlik oram1 ve hiicre
sayisi) degerlendirildiginde primer tavsan bobrek hiicre kiiltiiriiniin devam ettirilmesi igin %10
dana serumlu Hanks besiyerinin uygun oldugu goriilmiistiir. Hiicrelerin krioprezervasyonu igin
en iyi metodun hiicrelerin Hanks besiyeri ve fetal dana serumundan (1:1) olusan %10
DMSO’lu dondurma soliisyonunda +4°C’de 30 dakika, sonra styrofoam kutu i¢inde -

20°C’de 1 saat ve -70°C’de 1 gece tutuldugu ve sivi azotta 40 giin bekletilen metod oldugu

tespit edilmistir. Bu metodla hiicrelerin %84 oraninda canliligin1 korudugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Primer tavsan bobrek hiicre kiiltiirii,
Krioprezervasyon, Hanks besiyeri, Na*, K*,

0,, CO,, H*



CRYOPRESERVYATION OF PRIMARY RABBIT KIDNEY CELL CULTURE

ABSTRACT

This study was performed for investigation the factors associated with propagation of
primary rabbit kidney cell culture and to optimize cryopreservation of the cells. When the
factors (Na*, K™, O,, CO,, H™, pH, cell viability rate, cell count) related with growth of cells
were evaluated, it was observed that Hanks’ medium with 10% fetal bovine serum was
appropriate for maintenance of primary rabbit kidney cell culture. It was detected that the best
method for the cryvopreservation of cells was the method with which the cells in the freezing
medium containing fetal bovine serum and Hanks’ medium (1:1) and %10 DMSO were holded
at +4°C for 30 minutes, then at -20°C for 1 hour and at -70°C overnight in a styrofoam box
and stored in liquid nitrogen for 40 days. The cell viability was found to be 84% with this
method.

Key Words: Primary rabbit kidney cell culture, Cryopreservation,
Hanks’ medium, Na*, K*, O,, CO,, H*.



1. GIRIS VE AMAC

Virus enfeksiyonlar gerek patogenez ve prognoz gerekse epidemiyolojik ozellikleri
yoniinden diger mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlar kadar 6nemlidir. Epidemiyolojik
caligmalar solunum yolu ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinin en azindan %50-%70’inin
viral etyolojiye bagli oldugunu gostermektedir (50,57).

Virus enfeksiyonlarinin tanisinda drneklerde viral partikiillerin veya antijenlerin direk
tespiti ile enfeksiyon ajanina kars1 antikor cevabinin degerlendirildigi serolojik deneyler pratik
ve izl metodlar oldugundan daha ¢ok tercih edilmesinin yamisira son yillarda molekiiler
biyolojik yontemlerin de yaygin olarak tani amaciyla kullanilmasina ragmen tamda "altin
standart" hastalik etkeni olan viruslarin hiicre kiiltiirlerinde izolasyonudur. Bu sebeple hiicre
kiiltiirlerinin kullamilmas: vazgegilmez bir ihtiyagtir (2,3).

Hiicre kiiltlirleri aynica antiviral kemoterapi konusunda in vitro ¢ahismalar, viral
agtlarin {retimi, virus ve konak hiicre arasindaki iligkilerin arastinimasi ile viruslann
biyolojik dzelliklerinin 6grenilmesinde de son derece 6nem tagimaktadir. Molekiiler biyolojide
yapilan arastirmalar hiicre kiltiiriine verilen degeri daha da artirmustir. Son yillarda,
sitokinler, 6zellikle de interferon gibi biyolojik aktif maddelerin elde edilmesinde de hiicre
kiiltiirlerinden yararlanilmaktadir (13,15,23).

Hiicre kiiltiirlerinin geligimindeki bazi basarilara ragmen, hazirlanmasinda kullanilan
yontemler standart olmadigindan laboratuvar sartlarina gore degismektedir. Insan saghg igin
onemli viruslarin (HSV, CMV, enterovirus gibi) liretilmesinde primer insan embriyonik hiicre
kiiltiirii ve diploid insan akciger fibroblast hiicre kiiltiirii ile Hela, HEp-2 ve Vero gibi
devamli hiicre kiiltiirleri en ¢ok kullanilan hiicre kiiltiirleridir. Bu hiicre kiiltiirleri ile yapilan
pek gok aragtirmaya ragmen hiicrelerin laboratuvar sartlarina adaptasyonu ve kiltiirlerin uzun
siire devam ettirilmesine etki eden faktorler heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bunlar fiziksel
ve kimyasal faktdrler olabilirken, hiicrelerin bugiine kadar belirlenmemis biyolojik ozellikleri

de olabilir (13,15,50).



Viroloji laboratuvarlarinda gerektiginde kullanilmak iizere gesitli primer ve devamli
“hiicre kiiltiirlerinin krioprezervasyonunun yapilmasi hiicrelerin temini igin oldukga dnemlidir.
Cesitli hiicre kiiltiirlerini laboratuvar sartlarinda muhafaza etmek amaciyla bu hiicrelerin
kiltirlerini siirekli olarak pasaj yapmak birgok problemi de beraberinde getirmektedir. Hiicre
kiiltirlerinin siirekli olarak yapilmasinin zorlugu ve hiicrelerin iiretilmesi igin kullanilan
?besiyerleri ile fetal serum gibi reagenlerin sarfiyatindan kaynaklanan ekonomik kayip bu
jproblemlerden Onemli olan iki tanesidir. Ayrica primer hiicrelerin uzun siire in vitro sartlarda
pasajlarim yaparak saklamak miimkiin olmamakta biyolojik Ozelliklerindeki degisiklikler
sebebiyle ancak birka¢ pasaj yapilabilmektedir. Bu sebeplerden dolayr canli hiicrelerin
krioprezervasyon metodlarinin gelistirilmesi gerekmektedir (8, 15).

Bu ¢aligma ile laboratuvar sartlarinda {rettigimiz primer hiicre kiiltiirlerinin
gelismesine etki eden faktdrlerin arastinlmast ve hiicrelerin  krioprezervasyonunun
optimizasyonu igin en uygun metodun tespitini amagladik. Caliymada primer hiicre kiltiirii
modeli olarak tavsan bobrek hiicre kiiltiirlerini kullandik.

Bu cahsma Cukurova ﬁniveréitesi Fonunca SBE.95.19 nolu proje olarak

desteklenmistir.



2. GENEL BILGILER

Viral enfeksiyonlarin tanisi, viruslann]izolasyonu ve identifikasyonu, viral immiinoloji
ve fizyolojisi, agt firetimi ve antiviral kemoterapinin olugturulmasinda hiicre kiiltiirii teknigi
vazgegilmez bir Gneme sahiptir (1,52,59,61)“

TARIHCE: Hiicre kiiltiirleri ile ilgili ilk galigmalar 19. yiizyilda baglamis, fizyologlar
gesitli organ ve dokularin organizmamin Olimi ile birlikte hemen 6lmediklerini,
metabolizmalarinin bir miiddet daha devam eftigini tespit etmislerdir. Wilhelm Roux ilk defa
(1885) tavuk embriyosunun sinir hiicrelerini 37°C’de tuzlu suda bekletmis ve bu hiicrelerin
organizma diginda bir iki giin kadar canlt kaldigin1 gérmiistiir. Ayni donemde Arnold, tuzlu
su icindeki kurbaga l6kositlerinin aktiviteleljini korudugunu gozlemistir. Loeb (1897) kan
yapan hiicreleri ve baglayici dokular in vitro olarak uzun siire yagatrmstir. Ljunggren ise
insanlara ait deri pargalarini asit sivisi iginde canli olarak haftalarca muhafaza edebilmistir
(3,7,29).

Modern anlamda doku kiltirii teknigi ilk defa 1907 yilinda Harrison tarafindan
gelistirilmistir. Harrison aseptik olarak gikardigi kurbaga sinir dokusunu koagiile kurbaga lenfi
icinde haftalarca yasatmig ve sinir hiicrelerinin gelistiklerini goézlemistir. Zamanla hiicre
kiiltiirii teknikleri gelistikge bakteriyel kontaminasyon problemi gériilmils ve deneysel cerrahi
¢aligmalan ile Nobel 6diilii kazanan Alexis Carrel (1927) hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi igin
aseptik teknikler kullanarak bakteri kontaminasyonlarini 6nlemis, boylece antisepsi ve
sterilizasyonun Onemini goOstermistir. Carrel, ayrica hiicre dretilmesi i¢in uygun besiyeri
yapilmasina yonelik aragtirmalarina da baglamistir. Bu caligmalan daha sonra Baker ile
birlikte yiiritmiigtir. Bu ¢aligmalarin 1g1§1nda sentetik besiyerleri yapilmaya baglanmug ve ilk
defa 1933 yilinda Vogelaar ve Ehrlichmann pepton, hemin, sistin, insiilin, tiroksin ve
glukozdan olugan bir sentetik besiyeri hazirlamiglardir (3,29,50).

Boylece ilk defa 1907 yilinda baglayan hiicre kiltiri ¢aligmalan, bakteriyel
kontaminasyonlarla miicadeledeki giigliik ve hiicre kiiltiirlerinde lireyen viruslarin nasil tespit

edileceginin bilinmemesi gibi sebeplerle 1947 yilina kadar gercek anlamda degerini
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bulamamustir. Antibiyotiklerin kullanim alanina girmesinden sonra kontaminasyon Onlenerek

hiicre kiiltiirlerinin yapilabilmesi miimkiin olmustur (29,34).

Doku kiiltird; hiicre, doku ve organ parcalart veya bir organm timiiniin kiltiri
anlaminda kullanilan genel bir terimdir. ‘

Doku veya organ kiltirii doku veya organ pargalarinin genel ozellik ve norméi
fonksiyonlarinin korunarak kiltivasyonudur. Organ kiiltiiciinde in vitro doku biitiinligi ve
hiicreler arasi iligki in vivo durumdakine gok yakindir. Organin yapsi, fonksiyonlan,
histolojik ve biyokimyasal 6zellikleri korunur. Organ kiiltiirii kisa dmiirliidir, giinlerce bazen
haftalarca {remeyen stabil bir durumda kalir ve in vitro olarak g¢ogaltilamaz. Organ
pargaciklan sise yiizeyinde veya petri kutusuna konan koruyucu, tespit edici ve besleyici
gorevi olan plazma lizerine yerlestirilebilecegi gibi koruyucu bir madde olmadan 6nceden
wsitilmig (45°C) sisenin yiizeyine de konularak dokunun yiizeye yapigmasi saglanabilir. Organ
kiiltiirii 6zellikle dert, beyin, solunum ve 6zefagusun kirpikli epiteli ile fetal barsak epitelinden
yapilmaktadir. Bu kiltiir gogunlukla viral enfeksiyonlardan sonra meydana gelen histopatolojik
degisiklikleri incelemek amaciyla kullaniir. Solunum yolu epitelinin organ kiiltiirlerinden
solunum viruslan ile enfeksiyonlann histopatogenezinin ¢alisiimasinda faydalamlir
2,3,7,8,39).

Doku veya organ pargalarnin in vitro olarak fizyolojik tuzlu suda 24-72 saat muhafaza
edilmesine "canli kalmig doku" denir. Doku 37°C’de inkiibasyona birakilir, hiicre iiremesi
meydana gelmez (29).

Hiicre kiiltiirii ise bir doku veya organdan hiicrelerin izole edilip in vitro olarak
tiretilmesi ve devam ettirilmesidir. Hiicreler, dokudan mekanik veya enzimatik yollarla
aynigtinlarak iiretilebilecegi gibi sige yiizeyine eksplante edilen doku parcasindan spontan
migrasyonla sise yiizeyine yayilarak da ﬁreyebilir (3,15,34).

Hiicre kiiltiiriinde hiicreler arttk doku organizasyonu gostermez. Bu sebeple genellikle
histiotipik yapilarnint  ve siklikla bununla iliskili olarak biyokimyasal &zelliklerini
kaybetmiglerdir. Hiicre Kkiiltiiriinde genellikle 6zel sartlar saglandifi takdirde hiicreler

¢ogalmadan canhliklarini korurlar. Buna karsilik hiicreler ¢ogaltilarak fazla miktarda hiicre
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elde edilebilir. Hiicreler karakterize edilebilir, segici besiyerinde iretilerek, fiziksel hiicre
seperasyonu yapilarak veya klonlama ile fenotipik veya genotipik olarak purifiye edilebilir ve
belirli bir hiicre popiilasyonu dondurularak saklanabilir. Hicre kiiltiirleri genellikle primer
hiicre kiiltiirii, dipleid hiicre kiiltiirii ve devamli hiicre kiiltiirii olmak lizere 3 gruba aynhr

(15,22,23).

Primer hiicre kiiltiirii: Organizmadan alinan taze organ ve dokulardan ilk firetilen
hiicre kiiltiiriidiir. Primer hiicre kiltird, organ veya dokulardan mekanik yontemler, enzimatik
yontemler veya primer eksplant teknigi ile hazirlanabilir. Canli hiicreler, iginde besiyeri
bulunan kiltlir siselerine inokiile edildiginde sise yilizeyine yapisir ve ¢ogalmaya baglar.
Hiicreler birbirine degdiginde kontakt inhibisyon ile ¢ogalma durur ve bdylece tek tabakalh
hiicre kiiltiirii geligir. Transforme olmayan hiicreler igin diiz bir ylizeye yapigmak esastir. Bu
sebeple hem primer hem de diploid hiicre kiltiirlerinin siispansiyon kiiltiirleri yapilamamugtir
(2,37,57,61).

Primer kiiltiidlerde metabolik aktivite diisiik oldugundan besiyerlerinde asit birikimi
yavastir. Primer hiicreler en fazla 8-10 pasaj devam ettirilebilir. Bu hiicreler genellikle orijinal
hiicrelerin karakteris.tik diploid kromozomuna sahiptir. Primer hiicre killtirii genellikle
epitelyal, fibroblast veya hem epitelyal hem fibroblast hiicrelerin bulundugu heterojen yapt
gosterir. Her ne kadar, 6zellikle echoviruslar veya ortomyxoviruslarin izolasyonu igin faydali
ise de, primer kiiltiir teknikleri baz1 dezavantajlara sahiptir. Kiiltiirler taze doku 6rneklerinden
hazirlanmalidir. Primer hiicre kiltiirlerinin hazirlanmasi gigtiir, 6zel ihtimam gerektirir.
Kontaminasyon veya konak hiicrede endojen viruslarin latent halde bulunmasi hiicrenin

tiremesi ve virus izolasyonunda zorluklar yaratabilir (8,23).

Eksplant Metodu: Bu metodla primer hiicre kiltiri hazirlanmasinda dokular kiigiik
parcalara aynlir ve kiiltiir gisesine yerlestirilir. Metod ilk kez 1907 yilinda Harrison
tarafindan tanitilmigtir. Harrison normal embriyo kurbaga sinir dokularini kullanmistir. Gey
ve arkadaglar1 1951 yilinda insan servikal kanserinden hiicre kiltiirii baglatmis ve HeLa
dizisini dretmiglerdir. Eksplant metodu 6zellikle kiiciik doku Ornekleri igin uygundur. Disa

go¢ eden ilk hiicreler fibroblast hiicreler olup daha sonra epitelyal hiicrelerdir. Bu metodun
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esas amaci, digartya alinan doku pargasinin kenarinda olusacak hiicre proliferasyonunu
uyarmaktir. Bu metod fibroblast benzeri hiicre kiiltiirleri ile aynstinlamayan dokulardan hiicre
kiiltiirii hazirlamak igin oldukga elverislidir. Geng dondrlerden alinan eksplantlanin kiiltiiriinde
basan oram daha yiiksektir. Pek gok eksplant kiiltiiriinde ilk 24 saat i¢inde hiicreler ¢ogaldig1
halde, baz1 kiiltiirlerde 10 giine kadar higbir ilerleme goziikmeyebilir (7,13,15,39,52).

Eksplant kiiltiirii yapilirken, doku pargalarninin biiyiikliigii ve hazirlamiglanna, tiredikleri
yiizeye yapigmalarina ve uygun kiiltiir besiyerinin se¢imine Ozellikle dikkat edilmelidir. Doku
pargalaninin biyiikligi 1-3 mm’ arasinda olmahdir. Kiigiik parcalarda ¢ok az sayida hiicre
bulunur. Bilyiik parcalarda ise hem besiyerindeki besleyici maddelerin dokuya diffiizyonunda,
hem de toksik metabolitlerin dokudan atilmasinda giigliikler olabileceéinden nekrotik alanlar
gelisebilir. Bu sebeplerle gerek kiiciik, gerek biiyiik pargalarla basarili sonuglar alinamaz.
Dokular kesilirken, dokularin ezilmesinden ve yirtilmasindan kaginilmalidir. Diizgiin kenarli
dokular ¢ikartabilmek igin kiigiik, keskin makas ve aletlerin kullanilmasi gerekir. Aslinda,
organ kiiltlirlinde her zaman muntazam kenarh dokularin gikartiimas: 6nemli olmayabilir.
Ciinkd muntazam olmayan kenarlar hiicre gogalmasim uyarirlar. Hazirlama safhasinda ezilme
ve zedelenmelerden kagimilmalidir. Bu durum hiicre gelisimini ve hayatiyetini engelleyebilir.
Dokularin yilizeye sikica baglanmasini saglayabilmek igin dokular plazma pihtis1 {izerine
yerlestirilebilir. Bazi1 metodlarda ise kullanilan besiyerinin hacmi kisitlanir. Boylece kapiller
hareketle dokular yiizeye tutunmus olur. Besiyerine serum ilave edilmedigi siirece kiiltiirlerin
bagarili sonuglar vermesi pek miimkiin degildir. Yaygin olarak %10 veya %20 fetal serumlu
besiyerleri kullanilmaktadir. Primer kiiltilirlerin yapiminda tek hiicre veya ufak hiicre gruplan
elde edildiginde genellikle eksplant metodundah daha hizhi hiicre ¢ogalmast saglanir.
Dokulardan tek tek hiicreler veya hiicre gruplan elde edebilmek igin fiziksel veya enzimatik
metodlar uygulanir. Hangi metodun segilecegi, kullanilacak hiicrenin Ozelligine baghdir
(3,15,29,37).

Fiziksel Ayrigtirma: Hiicrelerin birbirlerine veya stromaya gevsek baglandif:
dokularda fiziksel metodlar olduk¢a uygundur. Lasforgues ve Ozzelo’'nun 1958°de,
Lasforgues’in 1975 yilinda kullandiklan meme kanser dokulanndan hiicre ayrigtirma metodu

ornek olarak verilebilir. Bu metoda gére once dondr dokusu kiiltiir besiyerinde pargalara
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aynlir. Daha sonra sedimentasyon yoluyla filtre edilerek dokiilen hiicreler toplanir. Benzer bir
yontem Lechner taraflndan insan neonatal prostatik epitelinden tek siralt hiicre kiiltiirlerinin
elde edilmesinde igin kullantlmustir. Bazi organlarda perfiizyon metodu primer kiiltiirler igin
gerekli sayida hiicrenin elde edilebilmesini saglar. Primer hepatosit kiiltiirleri ve siganlann
pankreas adacxklanmh hiicre kiiltiirleri bu yolla hazirlanmaktadir. Perfiizyonla aynigtirmak igin
verilen bu iki 6mek1§ aym zamanda fizyolojik tuzlu su ile perfiizyon sirasinda veya bunu
takiben enzimatik ayx%‘lgma asamasinl da kapsar. Sedimentasyon igin kisa siire birakilan vendz
kan lokosit aglsmdarll zéngin ¢okiintiilere yol agar. Bu da, kisa siireli kiiltir gerektiren
durumlarda ve karyolojik ¢aligmalarda rutin olarak kullanilir.

Sozii edilen birkag 6rnekten de anlasilacag: gibi fiziksel hiicre aynstirma metodlan bir
veya daha fazla agamadan olugmaktadir. Doku kesilir veya parcalara aynlir, perfiize edilir
veya mekanik olarak pargalanir, hiicreler filtrasyon, sedimentasyon veya santrifijj ile toplanir

(8,10,39).

Enzimatik Ayrgtirma: Dondr dokusundan hiicreleri ayrigtirmak igin kullamilan
metodlarin hiicrelere hasar vermemesi temel unsurdur. Cok degisik tiir dondr dokularindan
hiicrelerin aynigtinlmast igin enzimatik veya diger kimyasal metodlar rutin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle enzimatik aktivite, ayristirma tekniginin énemli bir pargasidir.
Ayrigtirma iglemi ilk olarak donér dokusunun 1-3 mm®’liikk pargalara ayrilmasiyla baslar. Bu
islem yapilirken hem enzimatik aktivasyonun etkiléyebilegi maksimum yiizey alam elde
edilebilmeli, hem de miimkiin oldugu kadar hiicreler zarar gérmeden dokunun par¢alanmasina
dikkat edilmelidir, Daha sonra bu pargalar kan ve hiicre kalintilarinin temizlenmesi igin
dengeli tuz soliisyonlan ile yikanir, parcalanmis dokular, uygun konsantrasyondaki enzim
soliisyonuna aktarilir ve kangtinlir. Enzim konsantrasyonu ve karistirma hizi her sistem igin
deneysel yollarla belirlenmelidir (10,15,23,37).

Tek bir peryod yerine kisa ve fazla sayida enzimle kanistirma peryodu tercih
edilmelidir. Bu islem enzimlerin hiicrelere verdigi hasarin azalmasini saglar. Daha sonra,
primer kiiltiirii baglatmak igin toplanan hiicreler uygun hiicre iretme besiyeri ilave edilerek
inkiibasyona birakilir.

Primer hiicre kiltiiriiniin hazirlanmasinda en sik kullanilan enzimler; tripsin,
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kollagenaz, elastaz, hiyaluronidaz, DNaz, pronaz, dispaz veya bu enzimlerin degisik
kombinasyonlandir (2,15,61). Dokulann aynstinlmasi ig¢in fazla saf olmayan enzim
preparatlan tercih edilmektedir. Tripsin, memeli pankeasindan elde edilen bir preparat olup
icerisinde tripsin ve tripsinojenin yanisira 6nemli miktarda kemotripsin, kemotripsinojen,
elastaz, amilaz, DNaz, RNaz bulunur (32,39).

Hiicreler en iyi tripsin ve pronaz ile aynistirilabilir. Fakat bu enzimler hiicrelere zarar
verebilir. Belirli tip dokularin aynstinlmasinda Clostridium histolyticum’un kollagenaz
preparati da yaygin olarak kullanilmaktadir. Kollagenaz ve dispaz tam olmayan bir ayrisma
saglar. Ancak hiicreler i¢in daha az zararhdir. Hiicreler aras1 bag dokusunu sindirmek igin
hiyaluronidaz ve kollagenaz birlikte kullamlabilir. Kollagenazin ¢aligmasi igin Ca*? iyonu
gereklidir. Bu sebeple Ca*? ve Mg*?iyonlan ya tek bagina veya etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA)’e bagh olarak ortama eklenir. Doku ayrigmasinda uygun enzimi secebilmek icin
caligilacak hiicrelerin birbirlerine veya dondr dokusuna ne sekilde baglandiklarinin bilinmesi
gereklidir. En uygun ayrisirma sartlanm secgebilmek igin miimkiin oldugu kadar kontrollii
deneylerin yapiimas: gerekmektedir (3,8,23).

Diploid Hiicre Kiiltiirii: Primer hiicre kiltiirlerinin subkiiltiirii ile elde edilen hiicre
kiiltlirlerinin histolojik olarak tek hiicre tipindeﬁ olusan az sayida pasaji yapilabilen hiicre
kiiltiirleri sonlu ve devamh hiicre kiltiirleri olmak iizere iki ¢esidinin oldugu bilinmektedir.
Bunlardan az sayida pasaj1 yapilabilen hiicre kiiltiirleri sinirh sayida subkiiltiirden sonra tireme
yeteneklerini kaybederler. Devamli hiicre killtiirleri ise sirsiz bolinme kapasitesine
sahiptirler. Bu hiicrelerin sonsuz sayida subkiiltiirleri yapilabilir. Az sayida pasaji yapilan
hiicre kiiltiirleri diploid hiiere kiiltiirii olarak da adlandinlir. Diploid hiicre kiiltiiri genellikle
ig seklindeki fibroblastoid hiicrelerden. olusur. Bu hiicreler insan embriyonik dokularindan
veya yeni dogan siinnet derisinden elde edildiginde 50-100 pasaj yapilabilir. Ilk pasajlara ait
hiicre kiiltiirleri stv1 nitrojende saklanabilir ve bu threler viral duyarlilikta degigsme meydana
gelmeden 6nce 8-10 pasaja kadar kullamlabilir. Primer hiicreler gibi bu hiicrelerin en azindzn
%751 orijinal olarak elde edildigi normal hiicre turu ile aym karyotipe sahiptir. Diploid hiicre
kiltirleri baz1 viruslar igin primer kiltirler kadar :duyarh degildir. Ayrica, cok sayida pasz]

yapilmug kiiltiirlerde virus replikasyonu yeterli olmayabilir. Diploid hiicre kiiltiirlerine omnek
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olarak insan akciger fibroblast kiiltiirleri olan MRC-5 ve WI-38 verilebilir (2,61).

Devamh hiicre kiiltiirti: Sonsuz lireme 6zelligi olan 6liimsiiz hiicrelerden olusur.
Devamli hiicre kiiltirleri in vitro olarak hiicrelerin spontan veya kimyasal ajanlarla
transformasyonu sonucu veya tiimorlerden alinan hiicrelerden elde ediiir (2,52). Normal hiicre
kiltirtinlin devamh hiicre kiltiiri olabilmesi igin en az 50 veya daha fazla subkiitiiriiniin
yapilmis olmasi gerekir. Genellikle in vitro uzun hayat siireleri boyunca gegirdikleri
mutasyonlar sonucu gerek morfolojik gerekse biyokimyasal 6zellikleri bakimindan orijinal
hiicrelerden farkhihk gosterirler. Genellikle poligonal, bal petegi seklinde epitelyal hiicre
morfolojisi goriliir. Devamli hiicreler genellikle kromozom sayilann bakimindan
aneuploiddirler (13,57,61).

Devaml hiicre kiiltiirii, primer veya diploid hiicre kiiltiirii ile kiyaslandiginda cam veya
plastik yiizeyde kilttiriiniin baglatilmasi igin gereken hiicre sayis: daha azdir, iireme oram data
hizhdir ve kontakt inhibisyon kaybolmustur. Sonug olarak bu hiicreler agini liremeye egilim
gosterirler.

Devamli hiicre kiiltiirleri tan1 laboratuvarlarinda siklikla kullanilir. Bunlar HeLa (inszn
servikal epitelyal karsinoma) HEp-2 (insan larinks epitelyal karsinoma), BHK 21 (Bebe
hamster bobregi; Baby Hamster kidney), MDCK (képek bobregi; canin kidney), RK 13
(tavsan bobregi; rabbit kidney), Vero (Afrika yesil maymun bobregi) ve RD (inszn
rabdomiyasarkom) hiicre kiiltiiri kiltirtdiir. HeLa ve HEp-2 hiicreleri HSV, adenovirus.
poliovirus, coxsackievirus gibi viruslarin iretilmesi igin kullanilir. Bazi Hel.a hiicrelerinin
ozel klonlan (HeLa Bristol veya Ohio) RSV ve bazi rhinoviruslar igin duyarlidir. Vero
hiicreleri bu viruslann {iremesi i¢in uygun olup arboviruslann iretilmesinde BHK 21
hiicrelerine ilaveten kullamilir. RK 13 hiicreleri ve BHK 21 hiicreleri rubella virusunu:
iiretilmesi ve izolasyonu icin uygundur. RD hiicreleri Coxsackie A virusun izolasyonuncz
kullanthr (8,23,59). |

Kiiiltiirleri Yapilan Hiicrelerin Uretilmesi

Hﬁcre kiiltiirleri genelde embriyonik dokulardan hazirlamir. Embriyonik doku erigk:~
dokuya gé)re daha uzun siire yasatilir ve ¢ogalulir. Bu durum muhtemelen embriyoda gogale=
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prekiirsér veya kok hiicrelerin varlifina ve differensiyasyonun daha diisiik diizeyde olmasina
baglidir. En yaygm kullanilan embriyonik hiicre dizileri MRC-5 ve diger insan embriyonik
akciger fibroblast hiicre kiiltiirleridir. Mezodermal hiicrelerin (fibroblast, endotelyum ve
miyoblast) kiiltiirini yapmak epitelyuma (noronlar ve endokrin doku) gore daha kolaydir
(15,22,23). Eriskin dokularn genellikle daha diisiik {ireme oranina sahip olmas1 gogalmayan
differensiye hiicrelerin yiiksek oranina baghdir. Erigkin dokular daha organize yap: gdsterir
ve zor ayngir. Kiiltiiriin gelismesi ve hiicrelerin ¢cogalmasi baslangicta daha uzun zaman alir
ve kiiltiiriin hayat siiresi daha kisadir. Erigkin dokularinda endojen viruslarin olma ihtimalinin
fazla olmasi hiicre kiltiirii yapimi igin bir dezavantajdir (37).

Hiicrelerin iginde veya iizerinde iiredigi ortam tek tabakali hiicre kiiltiiriiniin tiretildigi
plastik ve cam giseler gibi kat1 bir yiizey, kollajen veya agar gibi jel igerisinde iiretilmesinde
yankati veya siispansiyon kiiltiiriinde oldugu gibi sivi seklinde olabilir. Hiicrelerin ¢ogu
proliferasyon igin bir yiizey iizerinde yayilma ihtiyac: duyarlar. Fazla ireme, yiizeye yetersiz
yayilma veya zayif yapigmaya bagli olarak hiicre proliferasyonu inhibe olur. Hiicrelerin
liremesi igin ylizeye yapisma ihtiyacina tutunma bagmhhg: (anchorage dependent) denir.
Transformasyona ugrayan hiicreler ¢ogunlukla yiizeyden ayrihp serbest hale gegebilirler ve
bu hiicreler siispansiyon halindeki besiyerinde veya agar gibi yankati besiyerinde ve
siispansiyonlarla agann birlikte kullanildif sistemlerde iiretilebilirler (21,22,23,39).

Kiiltirii yapilan hiicreler kat1 bir ylizeye, mesela sisenin veya bulunduklari kabin
yiizeyine yapigarak veya besiyerinde hiicre siispansiyonu halinde iki sekilde iretilebilir.
Bunlardan birincisine "stasyoner Kkiiltiirler", ikincisine "siispansivon kiiltiirler” denir
(29,50).

Stasyoner kiiltirlere monolayer hiicre Kiiltiirii yani tek tabakali hiicre kiltird de
denir. Bu terim uygun bir tabana yapigmig ve burada gogalmig olan biitiin hiicre kiiltiirleri i¢in
kullamlir. Stasyoner kiiltiirler sabit veya doner kiiltiir seklinde yapilir. Sabit kiiltiirler sisenin
veya tiipiin bir yiiziinde Uretilen hiicre kiiltiiriidiir. Doner kiltiirler kendi ekseni etrafinda
déﬁen silindir seklindeki sise veya tiiplerde hazirlanir. Bu teknikte sise veya tipiin bitin
yﬁzieyinde hiicre kiiltiirli gelismektedir. Fazla miktarda hiicrenin gerekli oldugu durumlarda
kulﬁanlllr. -

Normal, yani non-transforme hiicreler bir ylizeye yapisarak cogalirlar. Stispansivon
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seklinde tiremezler. Bu hiicrelerin hiicre yogunlugu artip tek tabaka haline geldiklerinde
tremeleri durur. Non-transforme hiicreler kontakt-inhibisyon denen fenomene hassastirlar.
Diger taraftan transforme hiicreler, daha degisik bir ¢ogalma yolu izlerler. Bu hiicreler, tek
tabakal durumdan gok tabakali (multilayer) duruma gegerler. Kontakt inhibisyon fenomeni
yoktur. Teorik olarak devamli gogalabilirler. Transforme hiicreleri siispansiyon kiiltiirler
halinde fazla miktarda iiretmek mimkiindiir (2,50,61).

Siispansiyon kiiltiirlerin avantaji tripsinizasyona ihtiya¢ olmadan hiicrelerin devamh
yenilenebilmeleri, hiicre ve virus iiretimini ¢ok miktarda ve ekonomik olarak miimkun
kilmalandir.

. Primer kiiltiirler direkt olarak organizmadan alinan taze organ ve dokulardan hiicrelerin
izole edilmesi ve iiretilmesi ile elde edilir. Subkiiltiir veya pasaj ise hiicrelerin bir kaptan diger
bir kaba gegirilerek iiretilmeleri anlamim tasir. Primer hiicreler en fazla 9-10 subkiiltiire kadar
orijin aldiklar: hiicrenin karyotipini korurlar. Oysa devamli hiicre kiiltiirini siirekli pasajlar
yaparak devam ettirmek miimkiindiir ve bu sebeple viroloji laboratuvarlarinda virus izolasyonu

ve identifikasyonu igin en sik kullamilan hiicre dizileri devamh hiicrelerdir (37).

Kiiltiirdeki Hiicrelerin Morfolojisi

Kiiltiiri yapilan hiicrelerin morfolojisi in vivo ortamdakine gore degisiktir. In vitro
cogaltiimak istenen hiicre bu sirada 4 fazdan geger (8,15,22).

1. Ayrilma Fazi (Dispersiyon): Direkt olarak insan, hayvan veya kiiltiirden temin
edilen hiicreler, siispansiyon halinde iken normal sekilleri nasil olursa olsun tek tek veya ¢ox
sayida kiimeler halinde birarada toplanmig yuvarlak ve 1181 fazla kiran yiizeyler seklinde
goriiliirler. Bunlar sivida bir arada veya tek tek serbest durumdadir. Orjinal sekillerinden
farkli olarak protoplazmalaninin kontraksiyonu sonucu yuvarlak sekle gelmislercdir. Bunaz
dispersiyon veya ayriima fazi denir.

2. Yapisma Fazi: Siispanse halindeki serbest ve yuvarlak hiicreler kati yiizey ile
temasa geldiklerinde buraya yamgir ve hiicrenin yapisina gore poligonal veya fusiform sekiz
doniigiirler. Bu yapigma esnasinda hiicre ¢ogalmasi olrhaz fakat hiicre mitoz icin hazirianmaye
baslar ve oldukga yitksek metabolik aktivite gosterir. Siispanse haldeki hdcre 37°C'ée 2 saz:

iginde kat1 yiizeye yapisir ve 24 saat i¢inde hiicreler artik yerlegmis ve acihmislardir (8).
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Embriyonal dokulardan hazirlanan hiicreler 24 saat iginde ylizeye yapigarak
karakteristik sekillerini alirlarken, yetiskin insan orijinli hiicreler ¢ok daha yavag bir sekilde
bu islemi tamamlarlar. Yapigma siiresi hiicrenin tipine, doku tiriine veya hayvanin orijinine
bagh oIarak degisir. Mesela; maymun bobrek hiicresinin ve genelde epitel hiicrelerinin yiizeye
yaplsmé stiresi kisadir. Dana ve tavsan bobrek hiicresinde bu siire biraz daha uzundur.

3. Cogalma Fazi: Cama yapistiktan birkag saat sonra hiicreler cogalma fazina girerler.
istisnajgdurumlar disinda her hiicreden 2 hiicre meydana gelir. Amitoz ¢ogalma, kromozom
formasyonu olmadan niikleusun bunu takiben de stoplazmanin ikiye bolinmesidir. Bu tip
¢ogalma genellikle azdir. Fakat in vitro gogalan hiicrelerde oldukg¢a sik goriliir.

Mitoz ¢ogalma en sik goriilen replikasyon geklidir. Kromozomlar béliinmeden 6nce
ikiye ayrilir ve yavru hiicreler diploid sayida kromozom ihtiva ederler. Normal hiicrelerde
bulunan ¢ift set kromozom diploid, sayet 3 set, 4 set veya daha fazla set ise triploid,
tetraploid, heteroploid seklinde isimlendirilirler. Bazen bipolar béliinme yerine multipolar
boliinmeler meydana gelebilir. Bilhassa kanser hiicrelerinde bu tip bolinmeler s6z konusudur.
Bir diger anomali de hiicrelerin normal diploid kromozom sayis1 yerine aneuploid seklinde
gogalmasidir. Mesela; HeLa hiicrelerinde kromozom sayilan tesadiifidir. Bu durum aneuploid
olarak isimlendirilir. Aneuploid predominanttir ve nesilden nesile bu tip hiicrelerin meydana
¢ikma ihtimali bu gekilde kiiltiirii yapilan hiicrelerde yiiksektir. Stabilite muhtemelen genetik
faktdr tarafindan etkilenmistir. Tumorli dokulardan iretilen hiicreler, normal yetigkin
dokulardan iiretilenlere nazaran daha az stabildir. Fakat bu kesin bir kural degildir.

4. Dejenerasyon Fazi: In vitro kiiltiirii yapilip gogaltilan hiicreler bir siire sonra ya
gerekli maddelerin besiyerinde kullanilarak a;almasmdan veya asin toksik katabolitlerin

ortamda birikmesinden dolay: dejenere olurlar.

HUCRE KULTURU LABORATUVARININ OZELLIKLERI

Bir hiicre kiiltlirii laboratuvarinin ve burada kullanilan bazi malzemelerin diger
laboratuvarlardan farkli ozellikleri vardir.

Hiicre Kiiltiirii Calisma Alanlar

Hiicre kiltliri uygulamalarinin yapildig1 ortamin steril olmasi ve kontaminasyon

ihtimalinin en disiik diizeye indirilmesi gerekir. Hiicre Kkiiltiirii laboratuvarinin galigma
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alanlan steril odalar veya laminar akim kabinleridir. Birgok mikroorganizmanin hava ve
tozlarla tasindif diigiiniiliirse galigma Elan;nm miimkiin oldugu kadar Abunlardan arinmig
olmast gerekir. Bu sebeple ¢aligma sahalannda hava akimlarina neden olabilecek sik girig ve
gikislardan sakinmak gerekir (50).

Kullanilan Cam Malzemeler ve Temizligi

Bir hiicre kiiltiirii laboratuvarinda kullanilan cam malzemelerin kalitesi ¢ok 6nemlidir.
Yumugak cam (soda siseleri) ve sodyum bikarbonat-kalsiyum oksit’den yapilmis malzemeler
su ve tuz soliisyonlarinda 6nemli Olgide ¢oziiniir ve kisa siirede yipranir. Sert cam ise
potasyum karbonat veya aliminyum borosilikat’dan yapilmig malzeme olup yiiksek pH ve 1s1
disinda ¢bziinmeye daha direnglidir. Yumusak camdan yapilmig malzemeler, soliisyonlarin
kisa siireli (1-2 hafta) saklanmasi sirasinda kullanilabilirse de uzun siireli sakl;clma ve kiiltiir
icin en uygun olani, payreks veya kimaks ticari isimleri ile bilinen sert camdan yapilmug
malzemelerdir.

Cam malzemeden kaynaklanan toksisite ¢ok sik gorilen bir olaydir. Bir diger
toksisite, cam malzemenin yikanmasindan kaynaklanir. Uygun deterjanin segimi ve ytkamadan
sonra ortamda deterjan artifinin kalmamasi igin distile su ile bol bol durulama ¢ok énemlidir.

Hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda, yiiksek kaliteli camlar olan borosilikatli sigeler veya
soda siseleri kullanilirsa da daha ¢ok borosilikath siseler tercih edilir. Ciinkii bu camlar
giicli deterjanlarla bile temizlenebilir. Bu siseler hiicrelerin yapigmas: ve iiremesi i¢in nétral
ylizeye sahiptir ve otoklavda tekrar tekrar sterilize edilebilir. Soda giseleri daha ucuzdur.
Fakat otoklavda sik sik sterilize edilemezler. Asin soday: uzaklashirmak igin siseler asitle
(%2'tik HC1) yikanmalidir.

Cam malzemelerin temizligine gok onem verilmelidir. Onceki kiiltiirden kalan hiicre
pargaciklan hiicre kiiltiiri tiiplerinden uzaklagtinimalidir. Kullamlmig kiltiir tiipleri agikta
kovada kurutulmaya birakilmamalidir. Sodyum hipoklorite batiriimali veya deterjanda bir gece
bekletilmelidir. Bunu §ok sayida mekanik firgalama iglemi izlemeli ve sonra 8-10 defa ¢cegme
suyundan gegirilmeli ve en az beg defa saf su ile yikanmalidir. Cam malzeme kurutulduktan
sonra kuru sicak havada 180°C’de 1.5 saat sterilize edilir. Kontamine cam malzemelere de

otoklavda steril edildikten sonra aym yikama islemi uygulanir (22,-(23,38).
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Kiiltiir Siseleri

Hiicre kiiltiirleri i¢in rutin olarak cam ve bir kez kullanilip atilan disposable polisitren
plastik siseler kullanilir. Plastik siseler gama radyasyonda sterilize edilebilir. Plastik sigelerin
optik kalitesi yiisektir ve hiicrelerin sise yiizeyine yapismasi daha kolaydir.

Mikrotitrasyon plaklann virus nétralizasyon testleri igin kullamlir. Ciinki tiipteki
kiiltiirlere gore daha az besiyeri, serum ve hiicre kullanilir (22,50).

Laminar Akim Kabinleri

Laminar akim kabinleri ile hava yoluyla mikrobiyal bulasma minimuma indirilebilir.
Bu kabinler "high efficiency particulate air" (HEPA) filtreleri ile donatilmistir ve bu filtreler
kabinden gecen havay: sterilize eder. Infekte olmamus kiiltiirlerle caligildiginda horizontal
veya vertikal akima sahip pozitif basingli laminar akim kabinleri kullanilabilir (15).

Mikroskop

Cam veya plastik siselerdeki hiicre kiiltiirlerinin direk muayenesi i¢in invert bir
mikroskop gereklidir. Faz kontrasta uygun bir mikroskop veya bir Nomanskin differensiyal
interferens iluminasyon sistemi, hiicre yapilarinin daha net gésterilmesinde faydalidir. Virus
inokiile edilen tek tabakali hiicre kiiltiirlerinde viral sitopatik etki 50 bilyiitme ile binokiiler
mikroskopla, kondansator asagida ve iris diaframi kapali iken kontrast temin edilerek
incelenebilir (50).

Inkiibatérler

Memeli hiicre kiiltlirlerinin optimal Giremesi 35-37°C’de olur. CO,’li ve CO,’siz olmak
lizere iki tip inkiibator kullanilir. Petri kutusu, mikrotitrasyon plaklan veya diger acik kiiltiir
siseleri kullanilacaksa CO, kaybi ve besiyerinin buharlagmast nemli ve %5 CO,’li ortamda
inkiibe etmekle Onlenebilir (23).

Deiyonize Su Aletleri

Deiyonize su, kiiltiir besiyerinin ve hiicrelerle iligskisi olan tiim soliisyonlarin
hazirlanmasi, cam pipetlerin, kiiltiir ve saklama kaplarimin son durulanmas: igin gereklidir
(23).

Tletkenlik Metreleri (Conductivity Meters)

Suyun iyonik kontaminasyon 6l¢limii ve deiyonize su aletinin fonksiyonunun devamh

monitorizasyonu igin kullanilir. Besiyerinin metalik iyonlarla ¢ok az kontaminasyonu bile
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hiicrenin {dremesi ve devam ettirilmesinde problem yaratabilir. Organik drinlerle
konti{mix{asyon da aym sekilde sikinti yaratabilir. Sterilize edilmis soliisyonlardaki rezidiiel
bakteri {iriinleri (endotoksin gibi) prolifere olan makrofaj veya lenfositlerin aktivasyonuna veya
diger tetkiklerde ters etkilere yol agabilir. Bundan dolay1 saf suyun viroloji, bjakteriyoloji ve
_hiicre biyolojisi igin énemi ¢ok bilyiiktir (23). |
Filtrasyon Aleti
Hiicre kiiltiirii laboratuvarlaninda soliisyon ve kiiltiir besiyerlerinin stérilizasyonunda
siklikla nitroselliiloz membran filtreleri kullanilmaktadir. Disk ¢aplan 13 mm’den 293 mm’ye
kadar degisen ve delik genigligi 8 pum ile 0.22 pum arasinda degigen ve otoklavda steril
edilebilen membran filtreleri kullanilabilir. Bazi filtreler islatildiginda filtrenin ¢6ziilebilir bazi
maddeleri hiicre iiremesini etkileyebilir. Bu tip etkiler filtreyi distile sudan gegirmekle
azaltilabilir (23,50).
KULTURDE HUCRELERIN GELISIMINI ETKILEYEN FAKTORLER
Kiiltiirde hiicrelerin gelisimi birgok temel faktoriin etkisi altindadir.
. Sicaklik
. Osmotik Basing
. Hidrojen iyonu konsantrasyonu

. Diger inorganik iyonlar

Vi £ W N =

. Temel metabolitler

a. Karbonhidratlar

b. Gazlar

¢. Amino asitler

d. Vitaminler

e. Proteinler ve peptitler

6. Destekleyici metabolitler
a. Amino asitler
b. Vitaminler
c. Niikleozitler
d. Peptitler

7. Hormonlar

8. Enzimler
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1. Sicakhk: Hiicre kiiltird igin optimal sicaklifin ayarlanmasinda hiicrelerin elde
edildigi kaynagin sicakhig dikkate alinmalidir. Hiicreler 45°C sicaklikta ' birkag saat iginde
oliirler, 42°C’de 12-24 saat yasayabilirler. Insan deri hiicrelerinden hazirlanan kiiltiirler
37°C’den daha az bir 1s1ya ihtiyag duyarlar. Balik hiicrelerinden hazirlanan kiiltiirler 20°C’de
iirerler.

Birgok hiicrenin ¢ogalabilmesi igin 36.5-38°C’ye ihtiya¢ vardir, 20-25°C’lerde
iiremeleri yavaslar. Hattdi 4°C’de zarar gormeden fakat boliinmesi gecikerek muhafaza
edilebilir. Donma noktasina kadar sogutulursa, buz kristallerinin olugmasindan dolay: hiicre
pargalanir. Bunu 6nlemek igin besiyerine gliserol veya dimetil siilfoksit (DMSO) gibi koruyucu
maddeler ilave edilerek ve kademe kademe dondurularak -70°C veya daha disiik 1silarda
aylarca muhafaza edilebilir (38).

2. Osmotik Basing: Osmotik basing memeli hiicrelerinde 7.6 atm. (300 mosm)dir. Bu
deger 300 mosm * %10 olursa hiicrelerde hasar meydana gelmez. Siispansiyon kiltiirler
osmotik soklara daha dayaniksizdir. Besiyerlerinin osmololitesinin dlciimii icin osmometre
kullanilir (38).

3. Hidrojen Iyonu Konsantrasyonu (pH): Kiiltiirde hiicrelerin iremesi, tampon ilavest
ile kiiltiriin pH’simin 7.0 civaninda tutulmasina, besiyerinin degistirilmesine veya her ikisine
birden baghdir. Bunlar yapilmazsa hiicreler oliir veya birbirinden aynlir. Yani hiicreler
metabolik dejenerasyona u@rarlar. Memeli hiicreleri pH 6.8-7.6 arasinda yasayabilirler.
Optimum pH 7.1-7.5 arésxndadlr (33). pH HEPES(N-2-hidroksi etilpiperazin N-2 etansulfonik
asit)-sodyum hidroksit ilavesi veya bikarbonat tamponunun CO, ile desteklenmesi ile ayarlanir.
Kiiltiir besiyerlerinin gc;gunda pH’nin devamhilif icin bikarbonat buffer sistemleri (CO, /
HCO;) kullamlir (26). Bu besiyerlerinde NaHCO,; ve CO, bulunur. CO, ya hiicrelerin
metabolik {irlinii olarak agifa ¢ikar ki bu durumda kiiltiir sisesinin kapag: sikica kapatilmalidir
veya CO,’li atmosferi saglamak igin CO;’li etiiv kullamlmahdir (35,39). Kiiltir ortamindaki
pH’nin kontroli igin kuilam]an diger tampon soliisyonlan arasinda sodyum fosfat, potasyur:
fosfat gibi fosfat tampon soliisyonlari yer ahir. Ancak bu soliisyonlarin fizyolojik pH’v
tamponlama kapasitesi olduk¢a zayiftir. Besiyerine 10-25 mM konsantrasyonunda sentetik bi:
tampon olan HEPES’in ilavesi pH’'min dengesi igin olduk¢a basanli bulunmugtur. Bu-
konsantrasyonlar hiicre ve viruslar igin toksik degildir. HEPES kullamildifinda CQO, ile
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zenginle§tirilmi§‘ atmosfer gerekmemektedir. HEPES’den sonra diger tiim tamponlar 6nemini
kaybetmigtir. Bu ozellik [;etri kutulan iginde yapilan hiicre kiltiirleri gibi agik hiicre
kiiltiirlerinin nemlendirilmig ortamda inkiibasyonunu saglar. Organik tampon olan Tris
(hidroksimetil) amino metanin etkisi zayif bulunmustur (7,15).

4. Diger inorganik fyonlar: Hiicre kiiltirinde Na*, K*, Mg*?, Ca*?, Fe, HCO;, PO,
ve SO,, hiicrelerin geliymeleri agisindan 6nemli iyonlan olugtururlar. Bu iyonlarin hiicre ici
ve hiicreler arasi sivida gesitli fonksiyonlar1 vardir. Ca*? ve Mg*? hiicrelerin camun yiizeyine
yapigmasint saglar. Aynica Ca*? hiicre stoplazmasmnin gelisiminde K* da hiicre zarimin
potansiyelinde 6nemli gorev alirlar (24).

Kalsiyum, plazma membranimin énemli bir kismini olusturur. Hiicre zarinda Ca*?
proteinlerle ve diger anyonlarla da bulunmugstur. Ca**'un biyiik bir kism glikokaliks diye
isimlendirilen ve eksternal bir kilif olan ekstraseliiller glikoprotein tabakasi iginde
bulunmaktadir. EDTA ve Tripsin kanigimiyla muamele edildiginde Ca**’un %90’1ndan ¢ogu
plazma membraninin biitiinliigii bozulmadan HeLa hiicrelerinden uzaklagtirilabilir. Ca*? ve
Mg*? hiicrelerin cam veya plastik yiizeye yapigmasinda 6nemli rol oynarlar. Ciinkii eksternal
matriks ile negatif yiizey arasinda koprii gorevi yaparlar (11).

Magnezyum hiicreler icindeki enzimatik reaksiyonlarda bir kofaktdr olarak gorev yapar.

Ayn1 zamanda ribozomlarin biitiinliigiiniin devamu igin de dnemlidir.

5. Temel Metabolitler

a. Karbohidratlar: Glukoz kiiltiir ortaminda enerji kaynag1 olarak mutlaka bulunmast
gerekli olan bir metabolittir. Glukoz yerine fruktoz, mannoz, galaktoz ve bunlarn fosfatlan
konulabilir (3).

b. Gazlar: Oksijen (O,) ve karbondioksit (CO,) kiiltiirler igin gerekli olan gazlardir.
CO,’siz yasayabilen kiiltiir yoktur. Hiicre kiiltiirii igin CO, kaginilmaz bir faktérdiir ve CO,
bulunmadig1 zaman hiicre {iremesi durur. Ciinkii CO, kiiltiirde tampon gorevi yapar (3).

¢. Amino Asitler: Kiiltiir ortaminda sistin, tirozin, methionin ve fenil alanin gibi temel
aminoasitler mutlaka bulunmasi gereken esansiyel metabolitlerdir. Ayrica hiicrelerin enerji ve
karbon kaynag1 olarak kullanilan ve niikleik asit sentezinde de rolii olan glutamine ihtiyaci
vardir (3).
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d. Vitaminler: Hicrelerin g¢ogalmalann i¢in B grubu vitaminleri olan Para-
aminobenzoik asit, folik asit, piridoksin (piridoksal), Bs, B,, B, (thiamin) gereklidir. Cogu,
metabolizma igin gerekli olan ko-enzimlerin temel yapisim olugturur. Diger vitaminlerin
serumdan kargilanabilecegi kabul edilir. Ancak bazen serum bulunsa da 6zellikle diisiik hiicre
yogunluklarinin kullamldig1 klonlama ¢alismalarinda vitamin ilz{vesi gerekli olabilir (3).

e. Proteinler ve Peptitler: Protein ve peptitlerin hiicre ifgin in vitro fonksiyonlan tam
olarak belli degildir. Bununla birlikte o Fetiun, fibronektin, LETS (large external
transformation substrate) ve CSP (Cell surface protein-Hiicre yiizeyi proteini) gibi bazi
proteinlerin hiicrelerin camin yiizeyine yapigmasini saglamasi, hiicrelerin ¢ogalmasini
hizlandirmasi ve bazi tampon gorevleri oldugu bilinmektedir. Baz1 proteinler mineraller, yag
asitleri ve hormonlar icin tagiyic1 gorevi gorir. Transferrin demiri baglayarak daha az toksik

olmasin saglar. a2-makro globulin tripsini inhibe eder (3,22).

6. Destekleyici Metabolitler: Bu metabolitler olmadan da hiicreler canliligim
siirdiirebilirler. Ancak destekleyici metabolitler hiicre kiiltiiriinde potansiyelin tam olarak agiga
¢ikmasini saglar.

a. Amino Asitler: Glisin ¢ok 6nemlidir. Ortama eklenmesi biiyiik fayda saglar. Ekim
i¢in gerekli hiicre sayist gok azsa ortama serin ve prolin eklenmelidir.

b. Vitaminler: Ortamda bulunmalan spesifik islemler icin gereklidir. Ornegin kirpikli
silindirik epitel kiiltiriinde kirpikli yapiy1 gorebilmek igin ortama A vitamini koymak
gerekmektedir.

c. Niikleozitler: Ortama katilmadiklarinda olumsuz ydnde higbir etkileri olmamasina
karsilik, katildiklarinda potansiyel gii¢ tam olarak ortaya ¢ikmaktadr.

d. Peptitler ve Ara Maddeler: Bunlann esas goérevleri, amino asitler arasindaki
dengesizligi gidermektir. Dogal pihti serumu seruma goére hiicre proliferasyonunu daha gok
arttirir. Bu durum daha ok pihtilagma sirasinda trombositlerden (platelet) polipeptid salinimina
bagli olabilir. Plateletlerden derive edilen bilyiime faktorii (PDGF-Platelet Derived Growth
Factor) olarak bilinen bu polipeptid mitojenik aktivite gosteren polipeptid gruplarindan biridir
ve muhtemelen serumdaki major biiyiime faktoriidiir. PDGF fibroblast ve glia hiicrelerinin

gogalmasini uyanr (23).
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7. Hormonlar: Hormonlar hicreler iizerinde degisik etkilere sahiptir ve bu
" hormonlann metabolik yollardaki anahtar rolini tamimak oldukga giigtiir. Insiilin glukoz ve
aminoasitlerin hiicrelere alimini kolaylastinr ve bu ozellii ile mitojé,nik etkiye sahiptir.
Insuline benzeyen lireme fakt6rii (Insulin like growth factor) 1 ve 2 gibi baiz1 biiyiime faktorleri
hiicre yiizeylerindeki insiilin reseptorlerine baglanirlar ve benzer etki gosterirler. Biylime
hormonu serum igerisinde 6zellikle fetal serumda bulunabilir ve somatom!edinlere bagli olarak
mitojenik etkiye sahiptir. Hidrokortizon da serum igerisinde degisik mii(tarlarda mevcuttur.
Hiicrelerin yiizeye tutunmasini ve hiicre proliferasyounu artinr. Ancak yiiksek hiicre
yogunlugunda sitostatik olabilir ve hiicre differensiyasyonunu stimiile edebflir. Serum igerisinde

bulunabilen diger hormonlar da kiiltiir i¢in gerekebilir (3,15,23).

8. Enzimler: Iki tip enzim vardir; Birinci tip enzimler hiicrenin gerek duysa da
duymasa da yaptig1 enzimlerdir ve bunlar hiicrenin organizasyonunu saglarlar. ikinci tip
enzimler ise; hiicrenin gerek duydugu zaman sentez ettii enzimlerdir. Bunlar da hiicrelerin

ortama adaptasyonlarnni saglarlar (3). .
HUCRE KULTURUNDE KULLANILAN BESIiYERLERI VE REAGENLER

Hiicrelerin in vitro sartlarda iretilmeleri ve siibkiiltiirlerinin yapilabilmelerinin kesfi ile bu
alandaki caligmalar hiicrelerin iretilmesi i¢in daha uygun besiyerlerinin temini ve embryo
ekstraktlan, proteiri hidrolizatlan, lenfe benzer dogal besiyerlerinin hazirlanmasina yonelmigtir
(7,8,23).

Cesitli hiicre tipleri igin birgok sentetik besiyeri gelistirilmis ve modifiye edilmisgtir.
Diagnostik viroloji laboratuvarlarinda en gok kullanilami, Eagle’s Minimum Esential Medium
(EMEM)’dur. Diger bir besiyeri, Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM) EMEM"un
bir modifikasyonu olup daha zengin bir besiyeridir. Basit bir besiyeri; dengeli tuz soliisyonu,
temel amino asitler, vitaminler ve diger besleyici maddelerden olugur. Besiyeri igine hiicrelerin
geligmeleri ve ¢ogalmalan igin %5-10, hiicrelerin en diisiik seviyede aktivitelerini siirdiiriip
canliliklarinin devami igin ise %2 oraninda hayvan serumu ilave etmek yeterli olmaktadir
(21,35,50).
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Viroloji laboratuvarlarinda kullanilan diger onemli iki besiyeri de; Medium 199 ve
Raswall Park Memorial Institute (RPMI) tiir.

Diagnostik virolojide kullanmilan biitiin besiyerleri ticari olarak satilmaktadir. Birgok
laboratuvar bu besiyerlerini steril bir seklide hazirlanmig olarak satin almaktadir. Bu
besiyerlerinin toz seklinde ticari olarak satilanlan da mevcui olup bunlarn steril bir gekilde
hazirlanmalan genelde oldukga giigtiir. Besiyerlerini steril etmek igin delik ¢ap1 0.22 pm olan
filtre sistemlerinden faydalanilir (5,8,9,35).

1. EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium): Hiicrelerin iireme ve devamliligt
i¢in kullanilan temel bir besiyeridir. BSS (Balanced salt solution-Dengeli tuz soliisyonu) veya
HBSS (Hank’s BSS), igerisinde 12 temel amino asit, yedi temel vitamin, glukoz, tuz,
bikarbonat buffer sistemi ve fenol red bulunur. Bu besiyerlerinin 1x ve 10x soliisyonu ticari
olarak temin edilebilir. Bu besiyerinde glutamin bulunmaz. Bu temel besiyeri uzun siire
saklanabilir. Kullanilmadan énce bu besiyerine serum, sodyum bikarbonat ve glutamin gibi
maddeler katilmalidir.

Hiicre kiiltiirleri i¢in L-glutamin temel bir aminoasittir. Ciinkii sivt besiyerlerinde L-
glutamin bulunmaz. L-glutamin normal olarak kullaniimadan hemen 6nce final konsantrasyona
2 mM diizeyde katilir. Toz haldeki besiyerlerinde genellikle L-glutamin bulunur. Bazen hiicre
kiiltiirlerine bagli olarak L-glutamin konsantrasyonu artirilabilmektedir. Hiicrelerin Gremeleri
i¢in gerekli olan amino asit ve vitaminler ticari olarak satilan bu besiyerlerinde mevcuttur.
Eger gerekliyse bazi 6zel prosediirler igin ticari olarak temin edilen amino asit kanigimlan
eklenebilir (21,35).

2. SERUM: Serum; albumin, globulin, ireme uyaricilani ve iireme inhibitorlerinin
bulundugu son derece zengin bir kaynaktir. Serumda hiicrelerin . geligmesi igin bulunan
onemli komponentler a-globulin fraksiyonunda yer alir. Serumda hiicrelerin liremesini stimile
eden insiilin, glukokortikoidler (hidrokortizon, deksametazon) ve tiroid hormonlan gibi-
hormonal faktérler hiicrelerin yiizeye tutunmasi ve yayiimasini saglayan fibronektin, fetuin gibi
proteinlerle kortizol, hormonlar, Fe*?, Zn*?, Cu*? gibi mineraller ve prostoglandinler,

kolesterol ve linoleik asit gibi lipidleri tasiyan albumin ve transferrin gibi proteinler bulunur.
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Serumda aynica DNA sentezini ve hiicre boliinmesini stimiile eden fibroblast iireme faktorii ve
epidermal tireme faktorii gibi faktorler bulunur. Serumun tripsin aktivitesini inhibe etmesi,
bakteri toksinleri gibi bazi inhibitdr bilegiklerin detoksifikasyonu ve hiicre mebranindan
substratlarin transportu gibi rolleri de vardir (15,50).

Hanks gibi dengeli tuz solisyonlan sadece serum, laktalbumin hidrolizat veya diger
suplementlerle desteklendiginde hiicre iiremesini saglar. Serumda esansiyel aminoasitler,
ﬁﬁldeik asit prekiirsorleri, hormonlar ve yag asitleri bulunur. Serum, hicrelerin aynstinimasi
i¢in kullanilan proteazlan inhibe eder. Hiicre iiremesi igin genellikle %5-15 konsantrasyonlarda
tek tabakah hiicre kiiltiirlerinin devami igin ise %0-2 konsantrasyonda fetal veya yenidogan
buzagi serumu kullanilir. Dana, at ve insan serumu en fazla kullanilanlar arasindadir. Fetal
Calf(siir) serumu (FCS) zor ireyen hiicreler igin tavsiye edilir. FCS olduk¢a yiiksek oranda
biotin ihtiva eder. Biotin EMEM gibi bazi1 besiyerlerinde yoktur. Bu sebeple FCS kullaniimasi
uygun olur (7).

Doku kiiltiirlerine ilave edilen serumlar mycoplazma kontaminasyonu igin en énemli
kaynaktir. Bu sebeple kullamma ge¢meden Once serumlarin sitotoksik etkileri yoniinden
kontroliiniin yapilmasi gerekmektedir. Serumlar -70°C’de saklanmalidir. Hazir serumlar satin
alinmadan 6nce hiicreleri iiretmesi yoniinden teste tabi tutulmalidir (23,35,59).

Hiicrelerin gelismeleri i¢in %7.5-10 FBS (fetal bovine serum) eklenirken metabolik
aktivitelerin devam1 igin %2 oraminda FBS yeterli olmaktadir. Kullamilan serum insan veya
hayvan serumu olabilir, tercih edileni FBS’dir. Ciinkii eriskin serumlarinda hiicrelerin
gogalmalarini engelleyen birgok enfeksiydz ajanlar bulunabilir. Serumu kullanilan hayvan geng
ve saglikli olmalidir. Serumdaki bazi maddeler isitilarak da inaktive edilebilir.

Ayrica, ticari olarak saglanabilen \}e serum yerine gegen (hormonlar, matriks proteinleri
gibi) bazt maddelerin kullanilmasiyla, besiyerlerindeki FBS’un konsantrasyonu azaltilabilir. Bu'
reagenlerin kullanimi FBS’un kullanimindan daha ekonomiktir. Organ ve hiicre fonksiyonlarim
regille eden endokrin faktdrleri in vitro sartlarda daha dogru tespit etmek ve antikor
purifikasyonu i¢in hem daha ucuz, hem daha pratik olan serumsuz kiiltiirleri kullanmak olduk¢a
avantajhidir. Serumlu besiyerlerinin kullaniminin bazi dezavantajlan vardwr. Serumlar en fazla
bir yil siireyle saklanabilir. Serumun yapisinda zamanla bozulmalar olabilir ve tekrar

gerektiginde Oncekine benzer olmast tercih edilir. Eger birden fazla hiicre tipi kullanilacaksa
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her biri igin farkli serum gerekebilir. Bu da gok sayida serumun aym zamanda muhafazasi
demektir. Dolayisiyla ayni anda elde gesitli serum tiplerinin olmasi problem yaratabilir. Diger
bir dezavantaj da serumda hiicrelerin Gremesi Gzerine inhibitor etkileri tam olarak bilinmeyen

birgok maddenin bulunmasidir (23,35).

3. HEPES: Hiicre kiiltiirii besiyerlerinde ¢ok stk kullamilan bir organik tampondur.
Ciinkil, sodyum bikarbonatin pH’y1 tamponlama kapasitesi sinithdir. Igerisinde hem HEPES
hem sodyum bikarbonat bulunan besiyerleri, yalmzca HEPES ilave edilmis besiyerlerinden
daha etkili bir sekilde tamponlanmiglardir. Final konsantrasyona 10-25 mM HEPES ilave
etmek, meydana gelebilecek pH degisimlerini durdurmak igin yeterli olacaktir. Sodyum
bikarbonat ve HEPES’in konsantrasyonlar besiyeri gesitlerine goére degismektedir. Fakat
ozellikle CO, kullanildizn zaman HEPES’in konsantrasyonu sodyum bikarbonatin
konsantrasyonunun 2 katindan daha fazla olmalidir. HEPES ilave edilmis besiyerleri hem agik,
hem de kapali kiiltiir kaplan igin kullanmlabilmektedir (7,15,23,35).

4. DEIYONIZE SU: Besiyerleri ve besiyerlerinin suplementleri steril edilmis
deiyonize suyla hazirlanir. Kiltlir igin kullamlan suda minerallerin bulunmamas: kiltiir
sisteminin bagarist igin gereklidir. Laboratuvarlarda suyun deiyonizasyonu ve distilasyonunda

higbir problemin olmamasi gerekmektedir (22,23).

5. DENGELI TUZ SOLUSYONU (Balanced Salt Solution; BSS): BSS ister HBBS
(Hanks’ BSS), isterse EBSS (Earle’s BSS) olsun, inorganik tuzlar ile sodyum bikarbonat
tampon sisteminden olusur. Bunlar temel besiyeri i¢inde osmotik basing ve pH’nin fizyolojik
sartlarda devam ettirilebilmesi igin izotonik soliisyonlar olarak kullanilirlar. Hatta BSS, viral
transport besiyerinde diluent ve komponent olarak siklikla kullanlmaktadir. Soydum bikarbonat
tamponlayici roliiniin yaninda, besleyici bir komponenti olarak da bulunur ve ¢ogu hiicreler
icin gereklidir. BSS, normalde glukoz da ihtiva eder. HBSS’li besiyerlerinde diigiik diizeyde
sodyum bikarbonat bulunur ve kapah sistemlerde kullanilir. Yani kiiltiir igesinin kapag sikica
kapatiimalidir. EBSS gibi i¢inde yiiksek diizeyde sodyum bikarbonat bulunan besiyerleri ise

acik sistemler icin uygundur. Kiiltiir sisesinin kapagi gevsek bwrakilir ve bu kiiltiirler %5
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CO;’li ortamlarda inkiibe edilmelidir. CO,’H ortamlarda inkiibasyonda kiiltir kaplarinin
kapaklaninin gevsek birakilmalan dikkat edilmesi gereken Gnemil bir noktadir (23,35).

6. FENOL RED: Hiicre kiiltiirii besiyerlerinde pH indikatorii olarak BSS iginde litreye
10-20 mg fenol red konulmalidir. Hiicre dizilerinin ¢ogu, rengi agik pembe olan 7.2-7.4 arast
pH'daki besiyerlerinde iyi iirerler. Hiicrelerin geligmeleri ve gogalmalan neticesinde
besiyerinin rengi pembeden (pH-7.4) portakala (pH-7.0) veya sanmsi bir renge (pH-6.5)
déner. Bu durumda agin bir asit iiretimi olmustur. Bdyle durumda ya yeni besiyeri konmali
veya pasajinin yapilmas: gereken hiicrelerin pasajlan yapilmalidir. Besiyeri genellikle mavimsi
kirmiz1 (pH-7.6), mor (pH-7.8) rengi aldiginda alkalilesmistir. Boyle bir durumda ya hiicre
metabolizmalart uygun degﬂdi{ veya tamponlama sistemi g¢aligmamaktadir. Bu durumda
besiyeri derhal degistirilmelidir. Besiyerlerinde kullamlan indikatorler kiiltive edilmig
hiicrelerin gelisiminin makroskobik olarak incelenmelerine imkan vermektedir (15,39).

7. ANTIBIYOTIKLER: Antibiyotikler kiiltir ortamindaki bakteri ve mantar
kontaminasyonlanni onlemek icin ilave edilir. Bu amagla kullanilan antibiyetikleri
antibakteriyel ajanlar ve antimikotikler olmak tizere iki baslik altinda incelemek miimkiindiir.

Antibakteriyaller; bakteri ve mantar kontaminasyonunu kontrol edebilmek amaciyla
hiicre kiiltiirii besiyerine toksik olmayan antimikrobiyal ajanlar katilmalidir. Kiiltiirde genellikle
antimikrobiyal ajanlarin kombinasyonlant kullamlir. Ticari kaynaklardan steril olarak temin
edilebilirler. Antimikrobiyal ajanlarin hiicreye olabilecek toksik etkilerini goz ardi etmemek
gerekir. Doku kiiltiirlerinde penicillinin rutin kullamimu bakterilerin L-formlarinin ortaya
91kmasma sebep olmaktadir (7,15,37).

Antibiyotik kullaniminda bir diger dezavantaj da bakteri veya mantar infeksiyonlarinin
maskelenmesi ve kiiltirde kronik veya latent bir enfeksiyonun siirmesidir. Antimikrobiyal
ajanlar dokulardan hiicrelerin ayngtinlmasi sirasinda klinik numunelerin kiiltiire inokiilasyonu
gibi kontaminasyon riskinin yiiksek oldugu sartlarda mutlaka kullaniimahidir. - Hiicre
kiiltiirlerinin subkiiltiirleri sirasinda antimikrobiyal ajan kullanilmasindan kaginilmalidir. Boyle
durumlarda -aseptik teknikler kullanilarak mikrobiyal kontaminasyon riski ortadan

kaldirilmalidir. Mikrobiyal kontaminasyonu Onlemek amaciyla yiiksek konsantrasyonda
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antibiyotik kullanimi tercih edilmemelidir. Ayrca, laboratuvarlarda gelisigiizel antibiyotik
kullamim1 sinirlanmahdir. Aksi halde bakteri ve mycoplazmalann direngli suglan olusabilir.
Antibiyotik kullamlirken genig spektrumlu antibiyotikler segilir. Siklikla streptomycin,
penicillin ve Amphotericin B (fungizone) veya gentamycin, Amphotericin B ve Nystatin (10
U/ml) kombinasyonlan kullanilmaktadir (7).

Laboratuvarlarda antibiyotikler koruyucu ajanlar olarak kullanilirlar. Eger antibiyotikler
rutin olarak kullaniliyorsa, kontamine kiiltiirleri teiaspit edebilmek amaciyla kullamima ara

verilmelidir.

Penicillin: Penicillin hiicre kiltirii besiyerine 0.2-1.5 unit/m! oramnda konuldugu
zaman gram pozitif bakterilerin gogunun iiremesini durdurur. Gram negatif bakteriler ise daha
yisek konsantrasyona duyarlidir. Her ml’ye 50 unit penicillin konulmast gram negatif
bakterilerin {iremesini durdurur. Kontaminasyon varhifinda ml’ye 100 unit penicillin G
konulmasi tavsiye edilir. Yilksek dozda kullanmak gerektiginde besiyerine ilave edilen
penicillin 37°C’de 2 giin inkiibasyon ile inaktive edilebilir. Hazirlanan penicillin soliisyonu

0.22 um delik gapl nitroseliiloz filtrelerden gegirilerek steril edilir (7,15).

Streptomycin: Streptomycin siilfat ve dihydrostreptomycin gram negatif bakterilerin
iiremelerini etkin bir sekilde baskilar. Hiicre kiiltiirlerine hiicrelerin iiremelerini etkilemeyecek
oranlarda ilave edilmeleri tavsiye edilir. Streptomycin siilfat veya dihydrostreptomycin’in ml’ye
100 mg katilmasi etkin bir koruma igin kafidir. Hiicre kiiltiirii besiyerinde streptomycin siilfatin
yarilanma &mrii 4 giin dolaylannda iken, dihydrostreptomycin 37°C’de aylarca stabildir.

Antibiyotik soliisyonu penicillin soliisyonunda oldugu gibi filtrasyonla steril edilir (7,15).

Gentamycin: Gentamycin gram negatif ve gram pozitif bakterilerin {iremelerini
onleyen, hiicre kiiltiirlerinde olduk¢a ¢ok kullanilan bir antibiyotiktir. Aym zamanda hiicre
kiiltiirleri i¢in bilyiik bir problem olan mycoplazma kontaminasyonu igin de koruyucu bir
antibiyotiktir. Gentamycin soliisyonu otoklavda sterilize edilebilir. 37°C’de en az 15 gin

etkinligini korur. Tavsiye edilen konsantrasyonu 50-100 mg/mb’dir (13).
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Diger Antibiyotikler

Chibrotétracyline hydrochloride soliisyonundan ml’ye 5 mg konur. Kahamycin,
neomycin ve polymxin B solisyonlarindan da ml’ye 10 mg ilave etmek yeterlidir.
Chlorotetracyline hydrochloride’in 100 x stok soliisyonu hazirlamr. Kiltiir besiyerinin 99
ml’sine- 1 ml ilave edilir. Kanamycin, neomycin ve polymyxin B’nin de IOé) X stok
solisyonundan kiiltiir besiyerinin 99 ml’sine 1 ml konur. Vancomycin kullamlacak_iv\a ml’ye
100 mg ilave edilir (15).

Antimikotikler

Fungizone: Fungizone sivi besiyerleri iginde ¢dziinen Amphotericin B’nin sodyum
deoxycholate kompleksidir. Birgok maya ve mantarin iiremelerini etkili bir bigimde baskilar.
Fungizone maya ve kiif mantarlarinin iiremesini inhibe etmek amaciyla ilk defa Hempehill ve
arkadaglan tarafindan (1958) kullamlmigtir. Kiiltiirdeki hiicrelerin éiremelerini etkilemeyecek
veya gok az oranda etkileyecek konsantrasyonda kullanilmasi tavsiye edilir. Besiyerinin ml’sine
konulacak 20 pg fungizone, hiicrelere zarar vermeksizin, maya ve kif mantarlarinin
dremelerini 6nlemede yeterlidir. Fungizone besiyeri iginde 37°C’de ¢ok yavas bir sekilde

inaktive olur. Yarilanma &mri 4 giin civanndadir (15).

Besiyerleri ve Hiicre Kiiltiirlerinin Mikrobiyal Kontaminasyon

Yoniinden Teste Tabi Tutulmas:

Hiicre kiiltiirleri ve besiyerleri birgok mikroorganizma tarafindan kontamine edilebilir.
Kontaminasyon kaynaklar; hiicrelerin izole edildigi kaynaktan yani dokudan, serumdan,
besiyerleri ve reagenlerden, ¢evreden ve galisan kisiden kaynaklanabilir. Bakteri ve mantar
kaynakl1 kontaminasyon kontrolii amaciyla su yollar izlenir.

1. Yeni hazirlanmig besiyerine antibiyotik katilmadan besiyerinin %2-5 kadan alinip oda
1sisinda veya 35°C’de 7 giin inkibe edilir.

2. Bu numunelerden thioglycollate’li buyyon ve sabouraud’nun siv1 besiyerine (SLM) 1 ml
inokiile edilir. Ayrica, kanh agar, sabouraud agar ve deoxycholate agar besiyerine de

ekimler yapilir.
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3. Eger hiicre kiiltiiriiniin kontaminasyonundan siiphe ediliyorsa, hiicreler besiyerinden
uzaklagtinhip stispansiyon inokulum gibi kullamlir.

4. Elgim yapilmug SLM tiiplerinin bir kismi oda sicakliginda bir kismi da 35°C’de,
thioglycollate’ls buyyon tiipleri ve kanlt agar plaklarn 35°C’de inkiibe edilmeli, kiiltirler
14 giin boyunca hergiin kontrol edilmelidir (6,8,12). |

- Mycoplasmalar ¢ok kiigiik olmalan (0.25-1.0 um) ve hiicre duvar:lan bulunmamalan
sebebiyle karakteristik mikroorganizmalardir. Hiicre kiiltiirleri igin mycopiasmﬂu ¢ok biiyiik
problemdir. Ciinkii, mycoplasma kiiltiir besiyerlerinin bir komponenti olarék kullanilan serum
icerisinde oldukga fazla miktarda bulunabilir veya laboratuvar sartlarinda, galigma sirasinda
kiiltiri kontamine ederler. Bazen kﬁltﬁrde hicbir degisiklik meydana getirmezken, bazen de
sitopatojenik etkiler olusturabilirler. Mycoplasmay1 tespit etmede kullanilan kiiltiir metodlan
tam givenilir degildir. Ciinkii bu organizmalar hiicresel ¢evreye oldukga iyi adapte
olmaktadirlar. Bu sebepten kiiltiir prosediiriine ilaveten morfolojik ve biyokimyasal metodlar

da kullamilmalidir. Biyokimyasal teknikler genellikle daha ¢ok tercih edilir (16).

TOZ HALINDEKI BESIYERLERININ KULLANILMASI

Laboratuvarlarda siv1 besiyeri kullanmak yerine, ticari olarak satilan ve sivi
besiyerlerine nazaran daha ucuz olan toz besiyerleri tercih edilir. Eger toz besiyerleri
kullaniliyorsa, mutlaka sterilizasyon sistemine ihtiya¢ olacaktir. islem 7 adimda tamamlanir

(35).

1. Oda 1s1s1 sicakligindaki 900 ml deiyonize suya toz besiyeri ilave edilir ve eriyene kadar
¢alkalanir.

2. Hazirlanan bu sividan bir miktar alinir ve orijinal besiyeri ambalajina dékiiliir. Calkalanarak
ambalajindaki kalan eser miktardaki besiyeri tozlan da alinmig olur. Sonra bu sivi tekrar
orijinal soliisyonla karistirilir.

3. Besiyerine %7.5’luk sodyum bikarbonat soliisyonundan 29.3 ml ilave edilir ve kanstirilir.
4. Kangtirma sirasinda 1 N NaOH veya 1 N HCl ilavesi ile arzu edilen pH’ya (7.2-7.440.1-
0.3) ayarlanir. Bunun igin uygun bir pH metre kullanilmalidur. Istenilen pH'dan 0.1-0.3

daha asaf1 pH ayarlanmasinin sebebi vakum filtrasyonu esnasinda pH'nin az da olsa

yiikselebilme ihtimalidir.
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5. Sonra toplem hacim deiyonize suyla 1 litreye tamamlanir ve delik ¢ap1 0.22 pm olan
membrandzs siiziilerek islem tamamlanir. 4

6. Arzu edilirse, besiyeri aseptik sartlarda ilave komponentlerle birlikte siselere taksim
edilebilir.

7. Eger otoklavda sterilize edilebilir bir besiyeri kullaniliyorsa 1. ve 2. maddeler aynen
uygulanmah, sodyum bikarbonat, L-glutamin ve diger komponentler otoklavda

sterilizasyon igleminden sonra besiyerine ilave edilmelidir.

Suplementlerin Hazirlanmas:
Suplemrentler ticari olarak satin alinabilecegi gibi, laboratuvarda da hazirlanabilir. Bu

suplementlerin en dnemlileri sunlardir:

1. Toz halindexd L-glutaminden 29.2 g alinarak 1000 ml deiyonize suda ¢oziilir (200 mM).
Eriyen bu kangim delik ¢api 0.22 pum olan filtrelerden gegirilir ve steril kaplara 10 ml
miktarlarda dagitilir, kullanilincaya kadar -20°C’de saklamir. L-glutamin bozulmadan
-20°C’de iki y1l muhafaza edilebilir.

2. Toz halindexi 260.3 g HEPES 1 It deiyonize suda eritilir ve 1 M HEPES elde edilir. Bu
soliisyon filirelerden gegirilerek steril edilir ve 100 ml'lik siselerde saklanir. HEPES
sollisyonu oda 1s1sinda bozulmadan 2 yil saklanabilir.

3. Toz halindexi 75 g NaHCO; 1 litre deiyonize suda ¢oziilerek %7.5°luk sodyum bikarbonat
soliisyonu hazirlanur. Filtrelerden gegirilerek sterilize edilir. Sonra steril kaplara 100°er ml

konularak saklanir. Bu soliisyon oda isisinda bozulmadan 2 yil muhafaza edilebilir.

4. Antimikrobiyal soliisyonlar bu maddelerin toz formlarini deiyonize suda ¢dzerek hazirlanir

ve bozulmadzn -20°C’de 1 yil saklanabilirler.

5. Penicillin-szeptomycin ve vancomycin-gentamycin kombinasyonu hazirlanip soliisyon
halinde doncurulabilir. Nystatin ve Amphotericin B diger antimikrobiyal maddelerden ayn

olarak haziranmali ve saklanmalidir (34).

27



Besiyerleri ve Reagenlerin Hazirlanmas: ve Kullamlmas: ile lgili Islemler

. Hiicre kiiltiirii besiyeri ve komponentlerinin hazirlanmasinda uygun ziseptik teknikler
kullanilarak iglemler yiiratilmelidir.

. Besiyerleri laboratuvarlarda uygun voliimlere bélinmelidir.

. Kullanilmadan dnce besiverlerinin toksisite ve sterilite acisindan kontrol edilmis olmalan
gereKmexteair.

. Besiyerleri ayn ayn kullamilarak, besiyerlerinin 6zellikleri (toksisite,| kontaminasyon)
hakkinda detaylar toplanmahdir.

. EMEM, diagnostik viroloji laboratuvarlarinda biitiin kiiltiirler igin ku‘llamlabilirse de,
gercekte higbir besiyeri bitiin kiltiirler igin optimum uygunluk géstermez.

. Ik defa kullanilacak olan serum ve besiyerleri daha dnce demenen serum ve besiyerleriyle
kiyaslanmasi yapilmadan kullanilmamalidir.

. Ticari olarak satilan FBS’ler toksisite ve sterilite yoniinden teste tabi;tutulmahdir. Eger,
uygun goriilirse alinmalidir. |

. Serumun tekrar tekrar dondurulup ¢oziilmesi tavsiye edilmez ve kaginilmasi gereken bir
husustur. Serum ilk ¢dziliiglinden sonra inaktive edilir. Eger sisedeki serumun hepsi
kullanilmayacaksa steril kaplara béliinerek dondurulmahdir.

. Eger besiyeri 3 hafta iginde kullanilmayacaksa besiyerine L-glutamin katilmamalidir. Ciinki

L-glutamin +4°C’de bile olduk¢a dayaniksiz bir maddedir.

j. L-glutamin donduruldugu zaman ¢oziilemez hale gelir. Fakat 37°C’nin iizerinde bir 1sida

kolaylikla resiispanse olur. L-glutaminin tekrar dondurulup ¢bziilmesi arzu edilmez.

k. Kiiltiir besiyerleri karanlikta saklanmalidir sivi besiyerindeki Amphotericin B ve aminoasitler

floresan 1§18a karsi, oldukga duyarhdir,

I. FBS, inaktive edilecegi zaman benmari igindeki su seviyesi serum seviyesinin {izerinde

olmalidir ki serumun tamami 56°C’ye esit diizeyde maruz kalabilsin.

m. Nystatin suda kolayca erimez. Nystatin’in homojen siispansiyonunu hazirlamak igin

peryodik olarak kangtirnimas: gerekmektedir.

n. Besiyerleri ve komponentleri kullanilacaklarnn zaman miimkiinse i§ elbiseleri giyilmelidir.

o. Stok hiicre kiiltiirlerinin subkiiltiirleri yapilacagi zaman, antimikrobiyal maddeler

kullaniimamalidir. Bu islem aseptik sartlar altinda yapilmalidir. Antibiyotikler klinik -
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numunelerin alinmasi durumunda kullanilmalidir.

p- Besiyerlerinin toksisiteleri komponentlerin dayamksiz oluslan ve bozulmalan yaninda
reagenlerin iginde sedir}ient, kristal ve presipitatlarin bulunmast ile mikrobiyal
kontaminasyondan kaynaklanabilir.

r. Stok besiyerlerinin pH’s1 7.6’nin {izerinde olmamalidir. Aksi halde fosfatlar dahii
besiyerindeki maddeler presipitat olusturabilir ve pH artar. Siv1 besiyerleri

dondurulmamaldr. Donduruldugu taktirde eritme islemi sonunda sonunda presipitatlar
meydana gelebilir ve bu durumda besiyeri atilmahdir.

s. Besiyerleri ve soliisyonlar floresan ig1fa maruz birakilmamalidir. Floresan 151k vitaminlerin

ve kofaktorlerin oksidasyonunu hizlandinir. Foto oksidasyon toksik yan iriinlerin olusumuna

yol agar (34).

HUCRELERIN KRIOPREZERVASYONU

Giinimiizde modern viroloji laboratuvarlannca kullanuan e ve onemi
krioprezervasyon yontemleri hiicrelerin siv1 azotta (-196°C’de) dondurulup saklanmas esasina
dayanir. Hiicrelerin dondurulmalan ve ¢6ziilmeleri sirasinda hiicre igerisinde buz kristallerinin
olustugunun ve osmotik etkinin hiicreler iizerinde Oldiiriicii etkisinin oldugu bilinmektedir.
Dimethyl siilfoxid (DMSO) veya gliserol gibi krioprotektif maddelerin kullanilmasi ve uygun
bir dondurma ¢6zme metodunun izlenmesi hiicrelerde meydana gelebilecek hasan en aza
indirebilmektedir (18,19,30,31,49,62).

Hiicrelerin krioprezervasyonunda en basarih sonuglar, programli dondurma cihazlan
kullanilarak ve dakikada 1°C sogutma hiztyla yapilan dondurma islemiyle alinmigtir (47).

Hiicrelerin krioprezervasyonundan beklenen faydalar arasinda zor elde edilen primer
ve devamh hiicrelerin kontaminasyon veya bozulmasina firsat vermeden saklanabilmesi,
kontaminasyona diger hiicre dizilerinden gok daha duyarli olan HEp-2, HeLa ve WI-38 gibi
hicre dizilerinin devamhilifinin  bozulmadan saglanabilmesi, bakteri ve mantar
kontaminasyonlarinin yanisira farkh orijinli hiicreler arasinda olmast muhtemel kros
kontaminasyonun hiicre dizilerinin kaybina yol agma sayilabilir.

Hayvan hiicrelerinin  teknolojisindeki en  bilyilk basan bu hiicrelerin

krioprezervasyonunun rutin olarak yapilabilmesidir. Hiicrelerin -130°C’nin altindaki bir 1sida
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bozulmadan saklanabilmeleri miimkiin olabilmektedir (39,47). .

7 In vitro iretilen kiiltir hiicrelerini dondurarak saklama ilj1tiyac1, kiiltiiriiniin yapilmasi
pratik ve her zaman miimkiin olmayan birgok hiicrenin istenilt?igi zaman bulunamamasi ve
kullanilamamas:  probleminden kaynaklanmighr. Kiltir @ hiicrelerinin  dondurularak
saklanabilmesinde kullanilan teknik, ilk olarak sigircihikta kullanilan sperm hiicrelerinin
krioprezervasyonunda oldugu gibi, hiicre siispansiyonuna bir krioprotektan maddenin
katilmasiyla yapilmistir (39,46,60). _

Scherer ve Hoogasian (1954), HeLa ve L-Strain Mouse fibroblast devamli hiicre
kiiltirlerinin  saklama besiyerlerine gliserol katmak sdretiyle -60°C,-70°C’lerde
saklanabileceklerini gostermislerdir. Arasgtincilar -25°C’den -70°'C’ye direkt olarak
gelinebilecegini bu 1s1 farkindan hiicrelerin ciddi bir sekilde etkilenmeyecegini ispatlamiglardir.
Hicreler -190°C’de siv1 azot iginde daha iyi ve daha uzun siire saklanabilmektedir, ¢linkii bu
1s1da hiicrede biyokimyasal reaksiyonlar tamamen durmaktadir (56,60,61).

Daha sonralan bir¢ok hiicre gesidi igin uygun bir krioprotektan madde olan DMSQO
kesfedilmigtir. DMSO hiicre digina ve i¢ine ¢ok daha hizh bir sekilde diffiize olabilmektedir.
Bu 6zellik hiicre prezervasyonunda oldukg¢a dnemli bir noktadir. Ciinkii, dondurma iglemleri
sirasinda hiicre harabiyetine sebep olabilecek osmotik sok en aza indiriimektedir. DMSO
gercekten etkin bir krioprotektan olup Ozellikle fibroblast benzeri hiicreler ve lenfositler
bagarih bir sekilde dondurulmaktadir (5,45,48).

Hiicreler krioprotektan madde konulmadan dondurulacaksa, 0°C’den -25°C’ye ¢ok
yavag bir hizda dondurulmalidir. Eger hiicreler hizli bir sekilde dondurulursa, hiicrelerin
intraseliiler sivis1 donacak ve genis gapta buz kristalleri olugacaktir. Bu gegis faz fiziksel
olarak hiicre membranlarinin patlamasina ve 6liimlere yol agmaktadir. Diger yandan, niikleer
yap: yavas dondurma sirasinda hiicre digindaki sivi faz gibi agin sekilde sogur. Bu da hiicre
icinden suyun c¢ekilmesiyle yiiksek tuz konsantrasyonunun olugmasina sebep olur.
Krioprotektan maddeler hiicre igine hizli bir sekilde diffiize olarak su dengesini korurlar.
Boylece hiicreler osmotik goktan korunmus olurlar. Krioprotektan madde dondurma-¢6zme
sirasinda suyu baglayarak hiicre i¢inde elektrolit miktarim ve ayn1 zamanda mevcut suyun buz
kristallerine donligmesini de azaltir (4,42,43,57).

Dondurma cihazlan kullanilarak hiicreler -70°C’de kisa siire muhafaza edilebilir. Sivi
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azot iginde (-196°C) veya azot buharinda (-120°C) da hiicreler muhafaza edilebilir. Siv1 azot
sogutuculannin kullanilmasindaki avanfaj sadece ¢ok diigiik bir 1s1 ortam yaratmak degil, aym
zamanda mekanik sogutucular kullaml;rak muhafazalan riskli olan numunelerin bu yolla gok
uzun yillar saklanabilmeleridir. Bu isl%:mler sirasinda iki 6nemli noktaya dikkat edilmelidir.
Birincisi krioprezervasyon sirasinda ¢ok iyi kapanmayan kriotiiplerin igine sizan azotun
meydana getirebilecegi tehlikedir. Boyle bir kriotiipiin ¢dziilmesi sirasinda kriotiipiin i¢inde
hapsedilen azotun buharlagmasi sonucu meydana gelebilecek patlama c¢alisan kisilerde
yaralanmalara yol agabilir. Boyle bir durumun meydana gelmemesi i¢in numuneler sivi azot
i¢inde saklamaya uygun tiiplere konmalidir. Bunun igin her 1°C’de yaklagik 32.0 X 107
mm civarinda genlesebilen borosilikatli tiipler kullamlmalidir. Tiipler kapaklan kapatildiktan
sonra %0.1’lik metilen mavisi dolu beher i¢inde +4°C’de 30 dakika tutulmahdir. Bu siire
krioprotektan maddenin siispansiyonda dengelenmesi igin olduk¢a 6nemli bir noktadir. Aynca
kapaklan yanlig kapatilmig tiipler bu siire sonunda kolayca tespit edilebilir. Kapaklar1 hatah
kapatilmig tiiplerin iginin mavi bir renk aldigr goriliir. Boyle tiipler giivenlik agisindan
kesinlikle azot tankina konmamalidir. Kriotiipler metilen mavisi icinde +4°C’de 30 dakika
tutulduktan sonra sofuk gesme suyuyla yikanir. Mavi boyanmg tiipler kullamlmaz. Tiipler
tamamen kurutulduktan sonra dondurma islemine baslanir (15,22,38,60,63).

Dondurulmug Hiicrelerin Coziilmesi

Siv1 azot tankindan gikarilan kriotiipler 37°C’lik su banyosuna daldinlir ve gabucak
erimesi igin siirekli sallanir.Coziillme 40-60 saniye iginde gergeklesir. Sonra kriotiip %70’lik

_alkolle iyice silinir. Bu prosediir esnasinda kapaklan uygun kapatilmamug tiiplerin siv1 azottan
¢ikanlip hiicrelerin ¢oziilmesi sirasinda muhtemel bir patlamadan korunabilmek amaciyla
calisanlanin yiiz ve boyun kistmlanimi kapatacak maske takmalan ve eldiven giymeleri
gereklidir.

Kriotiipiin kapag agildiktan sonra igindeki hiicre siispansiyonu pasteur pipeti veya bir
sinnga ile alinarak pH’st 7.2 olan %10 FCS’lu hiicre iiretme besiyeri iginde ¢oziiliir.
Krioprotektan maddenin ortamdan atilmasi igin ertesi giin kiltiiriin besiyeri degistirilmelidir.
Eger arzu edilirse, kriotiipteki muhteviyat bir santrifiij tiipiine aktarilir ve iizerine 10 ml kadar
iretme besiyeri konulur. Besiyeri 1-2 dakika iginde konulmahdir. Bu hiicrenin canlihify

agisindan oldukga 6nemlidir. Ustte kalan sivi uzaklastinlip hiicre ¢okeltisi bir miktar {iretme
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besiyeriyle siispanse edilerek inkiibasyona birakilir (15,20).

Hiicre Canhihfinin Tespit Edilmesi )

Siispansiyondaki hiicrelerin canliliginin tespit edilmesi Trypan mavisi ve Erythrocin B
gibi olii hiicreleri boyayan boyalarin yardimu ile yapilabilir. Bu boyalarin %0.9°luk tuzlu suda
hazirlanmig soliisyonlar1 hiicre siispansiyonuna eklenir ve Thoma lam gibi bir hemositometre
yardimiyla canli hiicreler sayilarak tespit edilir.

Trypan mavisi (%0.5-1). veya Erythrocin B bu prosediir i¢in en ¢ok kullamlan
boyalardir. Trypan mavisinin soliisyondaki proteinlere olan affinitesi canli olmayan hiicrelere
olan affinitesinden daha yiiksektir. Eger hiicre slispansiyonundaki serum miktan %1’den fazla
ise bu metodun dogrulugu azalabilir (29).

Erythrocin B soliisyonu kullanilarak yapilan sayimlar daha dogrudur. Bu boyamada
mikrobiyal lireme ve presipitatlar daha ¢abuk gdriilebilmektedir. Bunlari trypan blue igin
soylemek dogru degildir. Tavsiye edilen boyama yontemi soyledir:

Kullamlan standart bir yontem olmamakla birlikte dondurulmus hiicrelerin boyanip
sayilmalan diisiiniiliiyorsa kriotiipteki hiicre drneginin %5’inin boyanarak sayilmas: tavsiye
edilir. Boyama islemi iki adimda gergeklesir.

1. Boya soliisyonuyla hiicreler gesitli oranlarda sulandinlirlar. Erythrocin B‘nin 100 mg 100

ml
PBS i¢inde ¢oziiliip 1 M sodyum hidroksit ile pH 7.2-7.4’e ayarlanir. Daha kolay ve dogru
sayim igin final yogunluk 0.3-2 X 10° hiicre/ml olmalidur.

2. Genel olarak bir drnekten birkag kez boyama yapilarak sayim yapmak daha dogru ve emin
sonuglar verecektir. Ideal olarak sayma islemi hiicre siispansiyonuyla boyanin
kang;mlmasmdan 1-5 dakika sonra yapilmalidir.

Siv1 Azot Tanklar

Siv1 azot sogutuculan hem azot titketimi, hem saklama kapasiteleri hem de kullanim
kolayhgi dikkate alinarak segilmelidir. Dar agizli azot tanklan genellikle daha ekonomiktir.
Fakat genig modelleri kullamm agisindan daha uygundur.

Kriotiipler hem sivi azot igine daldirilarak hem de azot buharinda saklanabilmektedirler,
Azot buharinda saklamak hatalt kapatilmig tiiplerin igine sivi azotun girmesini Onleyerek

patlama tehlikelerini ortadan kaldirmaktadir. Fakat uzun siireli muhafaza igin bazi
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dezavantajlan vardir.
Tankin bir yerden biq yere rahathikla gotiriilebilmesi igin hareketli bir taban, azot

azaldiginda azaldigim g()sterein bir alarm sistemi, biiylik tanklar i¢in tankin kullanilmasinda
biyik kolaylik saglayan raf sistemi gibi yardimci aksesuarlann kullamlmas: ¢aligmalarda
olduk¢a kolayliklar sagiémaktadxr.

Tanktaki azot seviyesini tespit etmek amaciyla otomatik alarm sistemi kullaniliyor olsa
dahi diizenli olarak bir qubuk daldirarak azot seviyesi kontrol edilmelidir. Elektronik

gostergenin bazen kullaniciyr yaniltmast mimkiin olabilmektedir (15,22).

Dondurma i§lemindevBazn Onemli Noktalar

Donmug kriotiipleri g&erken eldiven ve koruyucu gozlitk takmanin yam sira patojen
numune bulunan tiipler mutlaka kapah kaplarda ¢6ziilmelidir. Patlamay: 6nleyebilmek igin
tiipler ¢oziilmeden 24 saat dnce sivi azot iginden azot buharina ahinmalidir.

Krioprezervasyonun basarisindan sézedebilmek i¢in, krioprezervasyon sirasinda 6nemli
hiicre tipleri igin epidermal iireme faktorii veya interleukinler gibi faktorlere dikkat edilmesi
gerekmektedir. Kiiltiirde tekrar canlandirma sirasinda hiicrelerin bir kismi 6lmektedir. Hiicre
debrislerinin miktarindaki artisa bagh olarak toksik iirlinlerin birikmesiyle hiicrelerin 6liminde
artma olabilecegi unutulmamahdir (44).

Co6zme sirasinda CO,’in sollisyondan ayrilmasiyla pH problemi ortaya ¢ikabilmektedir.
Hiicre membranlan en ¢ok alkali pH’da bozulabilir. Cozme sirasinda olugan alkali pH'ya ve
genig ¢apta hiicre dliimlerine yol agabilen bu problem, hiicrelerin krioprezervasyonu sirasinda
soliisyona yiiksek oranda serum katilmasiyla ¢oziilebilir. Hatta alternatif bir yaklasim hiicreleri
krioprotektan ile tam serum kangimi i¢inde dondurarak saklamaktir. Yani daha stabil bir pH
icin yiiksek protein konsantrasyonu saglanmalidir (9,14). A

Ayrica, taze olarak hazirlanmig dondurma kanisimlan daha gok tercih edilir. DMSO
ticari kaynaklardan temin edilip, kullanilmadan 6nce delik ¢apt 0.22 um filtrelerden gegirilerek
steril edilir. DMSO’in kullanilacak formu cam kaplara konarak -20°C’de saklanir. Bu
DMSOQ’in oksidasyon problemini ortadan kaldirmaktadir. DMSO’in insan promyelocytic
leukemia cell line HL60’da oldugu gibi differensiyasyona sebep oldugu durumlarda gliserol

kullaniimalidir (41,45,53,62).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Primer tavsan bdbrek hiicre kiltiirinin yapilmast igin kullanilan tavsanlar Cukurova
Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma Merkezinden te‘mh}i edildi. Tavsan bobrek
hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi i¢in 2 haftalik Albino tavsanlar kullarlﬂdl.

Tavsan bobreginin ¢ikanimasi ve kiltliciniin yapilmasi igin 1 adet digli pens, 1 adet

diiz pens, 1 adet diiz makas, 1 adet efri makas, spatiil ve 2 adet bistiiriden olusan biyopsi seti
kullanildi. Biyopsi setinin sterilizasyonu kuru hava sterilizatériinde 180°C’de 1.5 saat tutularak
yapildi. Primer tavsan bobrek hiicre kiiltiiriintin yapilmast amaciyla ¢aligmalanmizda payreks

camdan yapilmig kiiltiir siseleri ve tiipleri kullamldi.

Primer TaV§ari Bobrek Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi
Cahigmaya baslanilmadan 6nce laminar akim kabininin ultraviyole lambasi yaklastk 2
saat agik tutularak galigma alani steril edildi ve ¢aliyma zemini %70’lik alkolle silindi.
Deneyde kullanilacak hiicre iiretme besiyeri olan Hanks bésiyeri, phosphat buffer
soliisyonu (PBS) ve tripsin solisyonu 37°C’lik su banyosunda yaklasik yarim saat tutuldu.
Tavsan bobrek hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasinda asagidaki yol izlendi:
1. Tavsan eterle bayiltilarak, temiz bir tahta {izerine sirt {istii yatirildi ve bacaklarindan tespit
edildi.
2. Karin bolgesi makinayla tras edildi. Sonra karin derisi teinture-diode ve %70’lik alkolle
temizlendi.
3. Kann derisi bistiiri ile siyrilarak kaldirildi.
4. Periton makasla kesilerek delindi. Acilan delik 6nce arkaya, sonra saga ve sola insizyonlarla
genigletildi.
. Barsaklar saga ve sola gekilerek makasla kesilen bobrek petri kutusuna konuldu.
. Bobreklerin iizerindeki ya§ tabakasi makas ve pens yardimiyla alind.
. Bobreklerin kapsiilleri siyrilarak gikartildi.
. Bobrekler petri kutusu iginde PBS ile iyice yikandi.

O 00 NN Y W

. Bobreklerin kortekslerinden makasla ufak pargalar alindi ve bagka bir petri kutusuna

konuldu.
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10. Bobrek parcalan PBS ile birka¢ kez yikand:.

11. Bdbrek pargalan spatiil yardimiyla baska bir petriye alinarak ¢ift bistiiri sistemi ile daha
ki¢iik pargalara aynldi. 7

12. Kiyilmig doku pargalan spatiil ile erlenmayer igerisine dikkatli bir sekilde konuldu.

13. Erlenmayer igindeki doku pargalarim eritrositlerden temizlemek igin PBS ile 5-6 kez
yikandi. .

14. Son yikamadan sonra doku par¢alarinin lizerini kaplayacak kadar 37°C’de tutulmug
%0.25’1ik tripsin soliisyonu ilave edildi.

15. Erlenmayer i¢ine manyetik cubuk orta siddette magnetik kanistiricinin iizerine yerlestirildi
ve alet orta siddetle ¢galistinldi.

16. On tripsinizasyon iglemi 15-20 dakika siirdiirildiikten sonra doku parcalarinin iizerindeki
tripsin sollisyonu dokiilerek atildi. Boylece yikama ile giderilemeyen eritrositler ve 6li
hiicreler ortamdan uzaklastirilmis oldu. '

17. Daha sonra erlenmayere tekrar dokulann {izerini 6rtecek kadar tripsin ¢ozeltisi ilave
edilerek magnetik kanstiricida orta siddette calistinildi.

18. Tiilbentli beherglasa siiziilen hiicreli tripsin ¢ozeltisi +4°C’ye kaldirildi. Sonra
erlenmayere tekrar tripsin ¢dzeltisi konarak magnetik karistiricida 40 dakika tutuldu.

Bu siire sonunda doku pargalarindan aynisan hiicreler +4°C’de bekletilen tiilbentli behere
siiziildd. Bu iglem aym sekilde 3 kez daha yapild:.

19. Tripsinizasyon iglemi sonunda tiilbentli beherglasta toplanan tripsinizasyon soliisyonu ve
hiicre karigimu santrifiij tliplerine alinarak +4°C’de 800-1000 devirde 5-10 dﬁkika
santrifiij edildi.

20. Santﬁﬁgasyondan sonra {st siv1 atilarak tiipiin dibine ¢6kmiis olan hiicrelere tripsinin
etkisini azaltmak amaciyla PBS ilave edilip pipetaj yapildi ve yeniden +4°C’de 800-1000
devirde 5-10 dakika santrifiij edildi.

21. Sonra ustteki PBS dokiildii, dipteki hiicre ¢dkiintiisii bir miktar Hanks igine alinarak
slispanse edildi. A

22. Hiicreler %0.9’luk NaCl iginde hazirlanmig %0.5-1’lik trypan blue boyastyla bire bir
oraninda kanstinldi. Bu kangim 37°C’de 5 dakika bekletildi. Daha sonra Thoma laminda

canlilik tespiti i¢in hiicre sayimi yapildi.
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23. Hiicre iiretme besiyeri olarak kullandifimiz ve igerisinde %20 oraninda dana serumu
bulunan Hanks besiyerinde hiicre sayist mlI’de 100.000 olacak sekilde ayarlandi, besiyeri,
serum ve hiicre kansmiu 150 cc’lik hiicre kiltiirii siselerine 15 cc’lik miktarlar halinde
dagitildr. Kiltiir sigeleri kapaklan siki bir gekilde kapatilmig halde 37°C’de inkiibasyona
birakildi.

24. Kirk sekiz saat sonra doku killtiiri siselerindeki besiyeri alinarak hiicre yiizeyleri PBS ile
yikand1 ve hiicre kiltiirii gigesine %10 dana serumlu Hanks besiyeri konuldu.

25. Hiicreler sise yiizeyini kaplayincaya kadar her giin invert mikroskopta kontrol edildi.
Caligilan biitiin §i§eIerde hiicrelerin sise yiizeyini kaplamas: yaklagik 96 saat sonra
gerceklesti.

26. Hiicre kiiltiirlerinin pasaj1 igin siselerin igindeki besiyeri alind1 ve hiicreler 4-5 cc PBS ile
bir kez yikandi.

27. Hiicre tabakasi iizerine 7-8 cc PBS igerisindeki Versen tripsin karigimi konularak 37°C’de
5-10 dakika bekletildi.

Daha sonra hem hiicrelerin mekanik ayrigmasint kolaylastirmast hem de ortamdaki tripsini
diliie etmek amaciyla siselere yaklasik 10 cc PBS konularak yavasca pipetaj yapildi.

28. Hiicre siispansiyonu +4°C’de 1000 devirde 5-10 dakika santrifiij edildi. Ust sivt atildi ve
hiicre ¢okiintiisiiniin iizerine bir miktar Hanks besiyeri konup hiicre sayimi yapildi ve
kaydedildi. Daha sonra hiicreler ml’de 100.000 olacak sekilde %10 dana serumlu hiicre
iretme besiyerinde 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Hiicre kiiltiirii hergiin kontrol edildi ve birinci pasaja ait hiicrelerin de sigenin yiizeyini
yaklagik 96 saatte kapladig1 gozlendi. Hiicreler kaldinld: ve toplandi. Daha sonra hiicre sayimi
yapildi. Primer tavsan bdbrek hiicre kiiltiirli 6. pasaja kadar devam ettirilebildi. |

Caligmamizda primer tavsan bobrek hiicre kiiltiiriiniin yapilmas: igin kullandigimiz
hiicre iiretme besiyeri, tek tabaka hiicre kiiltiiriiniin gelismesini takiben pasaj yapmadan énce
3 Kkiiltiir sisesinden alinan besiyeri ile birinci ve ikinci pasaj sonunda esit sayidaki kiiltiir
siselerinden alinan 6rnekler CO, basinci, O, basinct, Na*, K*, H*, pH degerleri yoniinden
AVL 995 ve AVL 988-3 aletlerinde analiz edildi. Pasaj 6ncesindeki, birinci ve ikinci pasaj
sonrasindaki biitiin drneklerdeki hiicre canliliklan ve hiicre sayilant Thoma lam1 yardimiyla

tespit edildi. Hiicrelerin kiiltiirii sirasinda mitoz safhalarin1 gézleyebilmek amaciyla hiicrelerin
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ilk inokiilasyonundan sonraki 36. ve 96. saatlerde petri yiizeyine onceden konmug olan ve

listinde tiremis hiicreler bulunan lameller alinarak Giemsa ile boyand1 ve fotograﬂén cekildi.

Hiicre Sayum
~Thoma laminmn iki tarafinda bulunan 2 adet biiyik 16 karedeki hiicreler sayxlxé aritmetik
ortalamalart alindi. Daha sonra su formiil yardimiyla istenilen diliisyon yapildi.

Baglangicta diliisyon Ortalama sayilan
igin katilan miktar X Hiicre X 10.000(sabit)
Diliisyon Miktar1 =

ml‘de istenen hiicre sayisi

Omegin ml’de 250.000 hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu elde etmek ‘istiyoruz.
Thoma laminda iistteki 16 karede sayilan hiicre sayist 90, alttaki 16 karede sayilan hiicre sayist

110 olsun ve baslangicta hiicre pelleti 10 ml iiretme besiyeri ile diliie edilmis olsun. Buna

gore;
110 + 90
Ortalama Hiicre Sayis1 = = 100
2
10 X 100 X 10.000
Dillisyon Faktori = = 40

250.000

Hiicre pelleti iizerine toplam 40 ml’olacak sekilde besiyeri konulursa her ml’de 250.000
hiicre olacaktir. Buna gére baglangigta sisede bulunan 10 ml hiicre siispansiyonuna 30 ml

iiretme besiyeri ilave edilmelidir.

Hiicrelerin Krioprezervasyonu

Krioprezervasyon igin iki haftalik tavsan bobreginden hazirladifimiz primer hiicre
kiiltlirlerinden faydalandik. Krioprezervasyon iglemi i¢in hem dokudan direk izole edilen hem
de pasaj takiben elde edilen hiicreler kullanildi. Krioprezervasyondan dnce ve sonra hiicrelerin

toplam sayis1 ve canl hiicre sayist %0.9’luk NaCl iginde hazirlanmig %0.5’lik Trypan Blue
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boyast kullanilarak tespit edildi.

Doku kiiltiirii gigesinde hiicreler Ureyip yiizeyi tamamen kapladiktan sonra iretme
besiyeri alind1 ve sisenin yilizeyini kaplayacak kadar PBS konup hiicreler yikandi, kultir
sisesine 7-8 ml PBS icerisindeki Versen Tripsin kangimi ilave edildi. 37°C’de 5-10 dakika
kadar inkiibasyona bualqlatak §1§e yiizeyine yapigmig olan hiicrelerin siseden ayrilmasi
sagland1 ve hiicrelerin iizerine 10 ml PBS konuldu. Hafif pipetaj j}apﬂarak hiicrelerin mekanik
olarak da yiizeyden aynilmas: saglandi. Hiicre sﬁspansiyonur +4°C’de 800-1000 devirde 5-10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra dst stv1 atildi ve hiicre pelleti, Hanks ve
fotal dana serumunun bire bir oraninda kansanldig: soliisyonla siispanse edilip ml’de 1x10°
hiicre olacak sekilde 1 ml’lik volimler halinde plastik kriotiiplere (Nunc) dagitildi. Bu
karnigima krioprotektan madde olarak %10 oraninda dimethyl sulfoxide (DMSO) konuldu.

Daha sonra hiicrelerin krioprezervasyonu igin asagidaki 5 farkli dondurma metodu

uygulandi.

1. Metod: Hiicreler buzdolabinda +4°C’de 2 saat tutulup direk olarak sivi azota konuldu.
2. Metod: Hiicreler +4°C’de 30 dakika tutulup sonra kurubuzda yaklapik dakikada 8°C
sogutularak -20°C’ye getirildi ve siv1 azota konuldu.

3. Metod: Hiicreler +4°C’de 30 dakika, -20°C’de 30 dakika ve derin dondurucuda (Hetofrig
CL 410) -50°C’de 30 dakika tutulup sivi azota kaldinldi.

4. Metod: Hiicreler +4°C’de 30 dakika, -20°C’de 30 dakika tutulduktan sonra sivi azot ve
alkol kanigiminda hazirlanan yaklagik -30°C’lik 1sida 30 dakika bekletilip sivt azot tankina
kaldirildi. '

5. Metod: Hiicreler +4°C’de 30 dakika bekletildikten sonra styrofoam kutu iginde -20°C’de
bir saat ve takiben -70°C’de 1 gece tutulduktan sonra kriotiipler styrofoam iginden alinip sivi
azota kaldirildi.

Sivi azotta 40 giin siireyle saklanan hiicreler 37°C’lik su banyosunda ¢oziiliip
canliliklart ve hiicre sayis: tespit edildi. Sonra kriotiipteki numune bir santrifiij tiipiine alinip,
iizerine 10 ml kadar Hanks besiyeri yavas yavas 1-2 dakika i¢inde konuldu. Pipetaj yapildiktan
sonra 5 dakika 800-1000 devirde santrifiij edildi. Ust kistm atildiktan sonra dibe ¢okmiis

hiicreler %20 dana serumlu Hanks besiyerine ml'de 100.000 olacak sekilde konuldu. Sonra
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kiltiir tiipleri 37°C’ye kaldinildi. Hiicrelerin adezyonu ve geligmeleri 24-72 saat siireyle takip
edildi.

Aragtirmada Kullamilan Besiyerleri ve Soliisyonlar

Tripsin Soliisyonu (%1)

Tripsin (Difco) 10 g
NaCl 8.0 g
KCl 0.2 g
Na,HPO, . 12 H,0 237¢g
KH,PO, 0.2 g
Dekstroz 1.0 g
Deiyonize su 1000 ml

Kimyasal maddeler deiyonize suda eritildi ve membran filtresi yontemiyle sterilize
edilerek +4°C’de saklandu.

Fosfat Buffer Soliisyonu

(Ca*? ve Mg**suz Dekstrozlu)

NaCl 8.0 g
KCl 0.2 g
Na,HPO, . 12 H,0 237¢g
KH,PO, 02 g
Dekstroz 1 g
Fenol Red 0.02 g
Deiyonize su 1000 /ml

Kimyasal maddeler deiyonize suda iyice eritildikten sonra membran filtresi yontemiyle

sterilize edilerek +4°C’de saklandi.
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Hanks Besiyeri

NaCl 8.0 g
KCl 0.4 g
CaCl, . 2H,0O 1.85 g
MgSO, . 7H,0 0.2 g
Na,HPO, . 12H,0 0.12 g
KH,PO, 0.06 g
NaHCO, 035 g
D-Glukoz 1.0 g
Laktalbumin hidrolizat 50 g
Fenol Kirmizist 0.02 g
Deiyonize su 1000 ml

Kimyasal maddeler deiyonize suda eritildi ve membran filtrasyon yontemiyle sterilize
edilerek +4°C’de saklandi.

Versen ve Tripsinli Fosfat Buffer
(Ca*? ve Mg*?’suz)

NaCl 8.0 g
KCl1 02 g
Na,HPO, . 12 H,0 237¢g
KH,PO, 02 g
Titriplex III (Versen) 1.0 g
Tripsin 1.25 g
Deiyonize su 1000 ml

Kimyasal maddeler deiyonize suda eritilditen sonra, membran filtresi yontemiyle
sterilize edildi ve sterilite kontrolii yapilip +4°C’ye kaldirild1.
Biitiin soliisyonlarin sterilizasyonu igin kullamilan filtrasyon metodunda soliisyonlar 6nce

kalin nitroseliiloz membran filtresi (50 K Sartorius) sonra delik ¢ap1 0.45 um ve son olarak
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da delik gap1 0.22 um olan membran filtreleri kullamlarak filtre edildi. Sonra filtre edilen
soliisyonlardan tiiplere 5’er ml alinarak 37°C 1 gece bekletildi. Ertesi giin kanli agar, Endo
agar, ilagh sabouraud besiyeri ve thioglycolate besiyerlerine ekim yapilarak kontaminasyon

kontrolleri yapildi.

Tripsinizasyon Soliisyonu
Primer hiicre yapiminda gerekli olan %0.25’lik tripsin soliisyonu igin, %1’lik stok

tripsin soliisyondan 1 kisim alinip iizerine 3 kisim PBS ilave edilerek hazirlandu.

Kanlt Agar:
Adi jeloz 1000 ml
Defibrine kan 70 ml
Adi jeloz otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilip 45-50°C’ye sogutuldu. Steril

defibrine insan kamn ilave edilip steril petri kutularina dokiildii.

Endo Agar
Adi jeloz 1000 ml
Na,SO; (%10) 24 ml
Laktoz (%20) 40 ml
Bazik fuksin (%10) 4 ml

Adi jeloz otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilip 45-50°C’ye sogutuldu. Diger
maddeler katilip steril petrilere dokiildii.

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA):

Adi jeloz 1000 ml
Dekstroz 40 g
Yeast ekstrakt 3g

Penicillin(200.000 U/ml) 1 ml
Adi jeloz otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. pH 5.5’e ayarlanip 45-50°C’ye

sogutuldugunda diger maddeler ilave edilip steril petrilere dokiildi.
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Thioglycolate’li Besiyeri

Aerob, fakiiltatif anaerob ve anaerob bakterilerin diremesi i¢in kullanilir.

NaCl 25¢g
Bacto Dekstroz (C4 H;, Og H,0) 55¢g
Maya ozeti 50g
Kasiton 15 g
Sodium thiyoglycolate 05¢g
L.cystine 0,5¢g

% 1’lik resasurin : 1 ml
Agar toz 0.75¢g
Distile su 1000 ml

L. cystine kiigiik bir kaba konularak iizerine %40’lik NaOH'tan damla damla eklenip
alttan 1sitilarak eritildi. Eridikten sonra tartilan maddelerin iizerine ilave edildi. Uzerine 1000
ml distile su konularak Koch kazaninda eritildi. pH 7.5-7.7’ye ayarlandi. Pitman tiiplerine
paylastirildi (Ttpiin 3/4’line kadar dolduruldu). Agizlari pamukla kapatildi. Otoklavda
121°C’de 20 dakikada steril edildi. Otoklavdan g¢ikarilinca derhal soguk su dolu bir kaba
konuldu (iistte kirmizi bir ¢izgi kalmalidir. Alt kirmizi bdlge vasatin 1/3’ﬁnden fazla ise vasat

kullamilmaz). 37°C’lik etiivde iki giin birakilarak kontrolii yapildi.

Antimikrobiyal Soliisyon
Kullanilan antimikrobik soliisyonlar steril edilmis deiyonize suyla bu maddelerin toz

formlarindan hazirlandi.

Penicillin G 100 U/ml
Streptomycin 100 mg/ml .
Gentamycin 50 mg/ml
Ampbhotericin B 0.5 mg/ml

Hazirlanan bu antimikrobiyal soliisyonlar kiiciik hacimlere béliinerek -20°C’ye
kaldirild1. Penicillin-streptomycin kombine halde hazirlandi. Gentamycin ve Amphotericin B

soliisyonlart ayri ayr1 hazirlandi ve -20°C’ye kaldirildi.
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Dana Serumunun Elde Edilmesi

Hiicrelerin kiiltivasyonu sirasinda liremeyi stimiile edici 6zelliginden dolay1 kullanilan
dana serumu Adana Mezbahasinda kesilen saglikli ve geng¢ danalardan saglandi.

Mezbahada danalarin kesimi sirasinda biiyilk meziirlere alinan kan laboratuvara
getirilerek, serumun kan hiicrelerinden ayrilmasi i¢in +4°C’de 1 gece bekletildi. Ayrilan
serum buradan alinarak 2000-3000 devirde santrifiij edilip eritrositlerinden arindirildi. Serum
56°C’de 30 dakika tutularak inaktive edildi ve filtrasyon yontemiyle steril edildikten sonra
kontamine olup olmadig1 kontrol edildi ve uygun antibiyotik soliisyonlan katilarak kiigiik

siselere taksim edilip derin dondurucuya (-80°) kaldirildi.

Trypan Blue Boyama Metodu

Gerek primer kiiltir sonunda, gerekse hiicre pasajlan esnasinda canlilik tespiti
maksadryla kullanilan bir mettoddur. Hazirlanist;

Trypan Blue lg

NaCl 09¢g

Deiyonize suyla 100 ml’ye tamamlanir. Bir kisim boya ile bir kisim hiicre siispansiyonu
karigtirthir ve 37°C’de 5 dakika tutularak 6li hiicrelerin boyay: tam ve net bir sekilde almasi

saglanir.

Hiicrelerin Giemsa ile Boyanmasi

Kiiltirde hiicrelerin mitoz safhalarini izleyebilmek amaciyla kiiltlir kaplari igine
birakilan lameller 36. ve 96. saatlerde gikarilarak 3 dakika metanol ile tespit edilip giemsa ile
boyandi.

Giemsa

Stok Soliisyon

Giemsa (hazir toz) 05¢g
Metil Alkol (asetonsuz) 33 ml

Karngtirilir ve oda 1sisinda saklanir.
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Soliisyon A (pH 7.2)

Soliisyon 1:

NaH,PO, 0.067 M
NaCl 9.5 g

1 1t distile suya tamamlanir.

Soliisyon 2:

NaH,PO, 0.067 M
NaCl 9.2 g

1 1t distile suya tamamlanir.

72 ml soliisyon 1 ile 28 ml soliisyon 2 karigtirilir ve tizerine 900 ml distile su eklenir.

Giemsa Boyama Soliisyonu
Stok soliisyon 1 kisim
Soliisyona A(pH: 7.2) 50 kisim

karigtirilir, oda 1sisinda saklanir.
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4. BULGULAR

Primer tavsan bobrek hiicre kiiltiiriiniin gelismesiyle ilgili faktorleri aragtirmak
amaciyla yaptigimiz bu galigmada, hiicre liretme besiyeri olarak kullandigimiz dana serumlu
Hanks besiyeri, pasaj oncesi kiiltiir orneklerinden alinan besiyeri, birinci ve ikinci pasajlarin
kiiltiirlerine ait besiyeri Orneklerindeki CO,, O,, Na*, K*, H*, pH degerlerinin yanisira
ml’deki hiicre sayist ve hiicre canlilig1 degerlendirildi. ‘

Primer hiicre kiiltiiriiniin yapiminda, baslangigta kullandigimiz %20 dana serumlu
Hanks besiyerinde ve pasaj oncesi ilk kiiltiire ait besiyerindeki CO, degerleri sirasiyla 12.5
mmHg, 17.940.4 mmHg, O, 180.4 mmHg, 155.64+0.6 mmHg Na® 146.3 mmol/L
148.3+0.1 mmol/l, K* 5.32 mmol/L 5.31+0.1 mmol/L olarak bulundu. H * iyonu 97
mmol/L 152.8+1, pH degeri ise 7.2 ve 6.83+0.04 olarak tespit edildi. Hiicre sayisi
baslangigta ml’de 100.000 olacak sekilde ayarlandi. Pasaj Oncesi ortalama degeri
316.666.61-8891 idi. Hiicrelerin canlilifi baslangicta %92, pasaj Oncesi %94 olarak tespit
edildi (Tablo-I).
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Tablo I. Pasaj Oncesi tavsan bobrek hiicre kiiltiirliniin geligmesiyle ilgili faktorler

%20 dana Pasaj
serumlu 1.Hicre 2.Hiicre 3.Hiicre | Oncesi
Hanks Kiltiira Kiltiirit Kaltirii Ortalama
besiyeri
Na* mmol/l 146.3 148.3 148 148.6 148.340.1
K* mmol/l 5.32 5.31 5.30 5.32 5.31+0.10
CO, mmHg 12.5 18.5 17.0 18.2 17.94+0.4
0, mmHg 180.4 155 157 154.9 155.61+0.6
H* mmol/L 97 152 155 151.5 152.8+1.0
pH 7.27 6.91 6.82 6.77 6.83+0.04
Hiicre 316666.6+
Sayisi/ml 100.000 320.000 300.000 330.000 8819
Hiicre Can-
Iiligr (%) 92 96 95 93 94.6+0.8

Primer tavsan bobrek hiicre kiiltiiriiniin birinci pasajinda kullanilan % 10 dana serumlu
H'anks besiyerinde ve birinci pasajin sonunda alinan besiyerinde hiicrelerin iireme ve
gelismelerinde 6nemli rol oynayan kriterler sirasiyla, C®, 4.4 mmHg 18.64+0.3 mmHg, O,
186.7 mmHg 163.3+1.6 mmHg, Na* 147.5 mmol/L 15141.1 mmol/L, K * 5.64 mmol/L
5.61+0 olarak bulundu. H * iyonu 176.5 mmol/L 197.4+3.4 mmol/L, pH degeri ise 7.31 ve
6.89+0.05 idi. Hiicre sayis1 baglangigta ml’de 100.000 olacak sekilde siispanse edildi. Birinci
pasajda ortalama degeri 440.000+17320 olarak belirlendi. Hiicrelerin canliligi baglangigta
%93, birinci pasajda %96 idi (Tablo-II).
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Tablo II. 1. pasaja ait primer tavsan bobrek hiicre kiltiiriiniin gelismesi ile ilgili faktorler.

%10 dana
serumlu 1.Hilicre | 2.Hiicre | 3.Hiicre | 1.Pasajda
Hanks Kiiltiiri Kiiltiirii Kiiltiirii Ortalama
besiyeri
Na* mmol/l 147.5 151 149 153 151.0+1.1
K* mmol/l 5.64 5.61 5.63 5.59 5.614+0
0O, mmHg 186.7 160 165 164.9 163.34+1.6
CO, mmHg 4.4 19 19 18 18.6+0.3
H* mmol/L 176.5 191 202.9 198.3 197.4+3.4
pH 7.31 6.92 6.98 6.78 6.89+0.05
Hiicre 440000.04
Sayisi/ml 100.000 440.000 | 410.000 | 470.000 17320
Hiicre Can-
Lilig1 (%) 93 95 94 94 95.6+0.3

Aym kriterler 2. pasajin sonunda alinan besiyerleri ve %10 dana serumlu Hanks
besiyerinde tespit edildi. Bu degerlerin sirasiyla, CO, O mmHg 9.66+0.2 mmHg, O, 159.5
mmHg 155.240.6 mmHg, Na* 144.4 mmol/L 146+1.1 mmol/L, K* 5.59 mmol/L 5.47+0
mmol/L oldugu goriildii. H* iyonu 60 mmol/L 168.5+0, pH degeri ise 7.29 ve 6.871+0.05
idi. B.'a§1ang19ta hiicre sayis1 ml’de 100.000 olacak sekilde siispanse edildi. 2. pasajda ortalama
hiicre sayisinin 540.000i23094 oldugu tespit edildi. Hiicrelerin canhilig1 baslangigta %92, 2.
pasajda %93 olarak bulundu (Tablo- III).
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Tablo III. 2. pasaja ait tavsan bdbrek hiicre kiiltiiriiniin geligsmesiyle ile ilgili faktorler.

%10 Dana 2. Pasajda Ortalama

serumlu I.Hiicre | 2.Hiicre | 3.Hiicre | Deger

Hanks Kiiltiirii Kiiltiirt Kiltiirii

besiyeri
Na* mmol/l 144.4 146 144 148 146.0+1.1
K* mmol/l 5.59 5.49 5.48 5.46 5.474+0
O, mmHg 159.5 156 154 155.8 155.240.6
CO, mmHg 0 9.2 9.8 10 9.66+0.26
H* mmol/L 60 167.1 168.3 170.1 .| 168.5040.08
pH 7.29 6.95 6.90 6.78 6.87+0.05
Hiicre 540.000+
Sayis1/ml 100.000 500.000 | 580.000 | 540.000 23094
Hiicre
Canliligi (%) 92 91 95 93 93+1.54

.. Primer tavsan bdbrek hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin gelismesini izleyebilmek amaciyla
hiicre kiiltiirii gigesinin igine birakilan lameller hiicrelerin inokiilasyonundan sonra 36. ve 96.
saatlerde alinarak Giemsa ile boyandi.

Boyamadan soﬁra yapilan incelemede 36. saatte alinan Ornekte hiicrelerin telofaz

safhasinda oldugu (sekil-1) 96.saatte ise monolayer halde tiredigi goriildii. (sekil-2 ve sekil-3).
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Sekil-1. Primer tavsan bobrek hiicre kiiltiiriinde 36.saatte tespit edilmis telofaz safhasi
(x1000

Sekil-2. Monolayer tarzda iiremis primer tavsan bobrek hiicre kiltiirti (x100).
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-

Sekil-3. Monolayer tarzda iiremis primer tavgan bobrek hiicre kiiltiirii (x400).

Hiicrelerin  krioprezervasyonu igin 5 farkli dondurma metodu uygulandi.
Krioprezervasyon sonrasi hiicrelerin ortalama canlilik oranlarini tespit etmek amaciyla her
metod 4 ile 7 kez tekrarlandi. Krioprezervasyon sonrasi degerlendirmelere gore 1.metodda
hiicrelerin canlilik oran1 %9.04 (Tablo-1V), 2.metodda %24.6 (Tablo-V), 3. metodda %42.5
(Tablo-VI), 4. metodda %67 (Tablo-VII) ve 5.metodda % 84+ 1.22 olarak tespit edildi.(Tablo-
VIII)
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Tablo-1V. Birinci metod sonrasi hiicrelerin canlilik oranlari

Dondurma Oncesi . Dondurma Sonrasi
Dondurma ]
Metodu Ortalama
Hiicre sayisi/ml Canlilik orani Canlilik Canlilik
(%) orani (%) Orani (%)
1.000.000 96 6
+4°C’de 2 saat o
1.000.000 96 10.6 +
¢ 1.000.000 96 7.5 9.04+1.38
S1v1 azotta 40 giin 1.000.000 96 12.06

Tablo-V. ikinci metod sonrasi hiicrelerin canlihk oranlari

Dondurma Oncesi Dondurma Sonrasi
Dondurma
Metodu Ortalama
Hiicre sayisi/ml Canlilik oram Canlilik Canlilik Oram1
(%) orani (%) (%)
+4°C’de 30 dk. 1.000.000 94 28
{ 1.000.000 94 30
8°C/dk
sogutarak -20°C 1.000.000 94 25 24.6+2.22
! 1.000.000 94 17.14
Siv1 azotta 40 giin 1.000.000 94 23
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Tablo-VI. Ugiincii metod sonras: hiicrelerin canlilik oranlari

Dondurma Oncesi Dondurma Sonrasi
Dondurma
Metodu Ortalama
Hiicre sayisi/ml Canlhilik orani Canlilik Canhlik Oram
(%) oran1 (%) | (%)
+4°C’de 30 dk. 1.000.000 94 42
¥
1.000.000 94 40
-20°C’de 30 dk.
i 1.000.000 9% - 50
' 42.5+1.6
-50°C’de 30 dk. 1.000.000 94 4]
¥
1.000.000 94 39
Sivi1 azotta 40 giin
1.000.000 94 43

Tablo-VII. Dordiincii metod sonrasi hiicrelerin canlilik oranlari

Dondurma Oncesi

Dondurma Sonrast

Dondurma
Metodu Ortalama
Hiicre say1si/ml Canhlik Canlilik Canlilik
oranit (%) | oram (%) Orani (%)
4+4°C’de 30 dk. 1.000.000 95 60 :
{ )
1.000.000 95 75
-20°C’de 30 dk. , :
1.000.000 95 64
)
1.000.000 95 68 67+2.45
-30°C’de 30 dk.
(A1k01+SIV1 azot) 1.000.000 95 58
b 1.000.000 95 7
Svi azotta 40 1.000.000 95 72
| giin
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TABLO-VIII. Besinci metod sonrast hiicrelerin canlilik oranlar

Dondurma Oncesi

Dondurma Sonras:

Dondurma
Metodu Ortalama
Hiicre sayisi/ml Canlilik Canlilik Canlilik
: orani (%) | oran1 (%) | Oram (%)
+4°C’de 30 dk.
¥ 1.000.000 94 83
-20°C’de styrfoam
kutu iginde 1 saat 1.000.000 94 87
i .
-70°C’de styrfoam 1.000.000 94 84 84+1.22
kutu iginde 1 gece
i 1.000.000 94 86
Sivi azotta 40giin
1.000.000 94 7 80

Krioprezervasyon sonrasi hiicrelerin kiiltlirlinii yaptifimizda 1. ve 2. metodlara gore
dondurulan hiicreler kiiltiirde gelismedi. Ugiincii metoda gore dondurulan hiicreler 24 saat
iginde adezyon gosterdi ve hiicrelerin sigenin yiizeyini %20-30 oraninda kapladig1 gdzlendi.
Doérdiincti  ve besinci metodlara gore dondurulan hiicreler 24 saat i¢inde adezyon gosterdi.

Dordiincii metoda goére yapilan kiiltiirlerde hiicrelerin sisenin yiizeyini yaklasik %50 oraninda,

5. metoda gore yapilanlarda ise %70-80 oraninda kapladig: goriildii.
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5. TARTISMA ve SONUC

Hiicre kiiltiiri g¢aligmalarimin tip ve diger birgok bilim alaninda uygulanmaya
konmasiyla ¢ok bilylik asamalar saglanmigtir. Hiicre kiiltiirlerinin viruslarin izolasybnu ve
identifikasyonu, viral antjenlerin elde edilmesi, viral agilarin hazirlanmasi, monoklonal
antikorlarin tiretilmesi gibi virolojik ¢aligmalarda kullaniimasinin yaninda kanserli dokularin
kiiltiirlerinin yapilmasi ve hastalifin tanisi, karsinogenez mekanizmalarinin arastiriimas: ve
antikanserojen ilaglarin etkilerinin incelenmesi, radyasyonun hiicreler iizerine etkisi, ilaglarin
aktivitelerinin ve toksik etkilerinin ¢alistimasi, kromozomal anomalilerin tespiti ve in viiro
fertilizasyon gibi gesitli alanlarda kullanilmasi bu teknigin 6nemini agikca géstermekteaif
Hiicre kiiltiir{i yardimiyla farkl bircok dokulardan firetilen hiicrelerin morfolojileri, ﬁzyolopk
aktiviteleri ve metabolizmalari incelenebilmis ve yeni bilgiler elde edilmistir (13,15,23).. '

. Hiicre kiiltiirleri genel olarak primer hiicre kiiltirii, diploid hiicre kiiltiird ve devamli

hiicre kiiltiirii olmak iizere (¢ tipe ayrilir. Primer hiicre kiiltiirii bir dokudan veya organdan
hazirlanan ilk hiicre kiiltiirii olup, viruslarin iiretilmeleri ig¢in en duyarl sistemdir. Primer hiicre
kiiltiirii epitel, fibroblast veya karisik hiicrelerden olusur Primer kiiltiire 6rnek olarak taV§an
bobrek hiicre kiiltiirii ve insan embriyonu bébrek hiicre kiiltiirii verilebilir. Diploid hiicre
kiiltiirli primer hiicre kiltiirlinden sonra gelisebilen en fazla 50-100 kadar pasaji yapilabilen
daha ¢ok fibroblastlarin hakim oldugu hiicre kiiltiiriidiir. Diploid hiicre kiiltilirleri arasinda
diploid insan fibroblast akciger hiicre kiiltiirii olan WI-38 ve MRC-5 sayilabilir. Devamh
hiicre kiiltiirleri ise ya diploid hiicre kiltiirlerinin transformasyonu sonucu gelisen veya kanser
dokularindan yapilan epitelyal hiicrelerin baskin oldugu hiicre kiiltiirleridir. Devamli hiicre
kiiltiirlerinin (HEp-2, HeLa gibi) avantaji sonsuz pasajinin yapilabilmesidir (2,37,57,61).

Hiicre kiiltiirliniin in vivo sartlara benzer bir ortamda yapilmasi halinde hiicre iiremesi
en iyi sekilde saglanir. Hiicre iiretme besiyerinde hiicrenin yap1 elemanlarinin sentezi igin ve
enerji kaynagi olarak karbonhidratlar, amino asitler, vitaminler, serum proteinleri, tuzlar,
hidrojen iyonu, oksijen ve karbondioksit gibi gazlar mutlaka bulunmahidir. Besiyerinde serum
bulunmamast halinde hiicreler fonksiyonlarini yalmzca bjrkag giin devam ettirebilirler. Diger
taraftan besiyerinde aminoasitlerin bulunmamasi durumunda hiicreler 24 saat kadar,
karbonhidratin bulunmamas: halinde ise ancak birkag saat yasayabilirler (7,8,15,23).

Caligmamizda primer tavsan bobrek hiicre kiltiirliniin yapiminda hiicre {retme
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Caligmamizda primer tavsan bobrek hiicre kiltiiriiniin yapiminda hiicre iretme
besiyerine baglangigta %20 dana serumu, sonraki pasajlarda ise %10 dana serumu ilave ettik.
Baglangicta ml’ye 100.000 olarak hesapladigimiz hiicre sayist ilk 4 giin sonunda yaklasik
317.000/ml, birinci pasajin sonunda yaklagik 440.000/ml ve ikinci pasajin sonunda
540.000/ml’ye ulagti. Bu veriler hiicrelerin iiredikleri ortama gittikge artan bir adaptasyon
gosterdiklerini ispatlamigtir. Hiicre kiiltiirlerinin 4. ve 5. pasajlari gibi ileri pasajlar1 sirasinda
hiicrelerin  geligmelerinin yavagladii durumlarda, serum konsantrasyonunu %20 oranina
¢itkarmamiz verimli olmusgtur.

Hiicre fonksiyonlarinin kontrolunde onemu rot oynayan faktorlerden biri hiicrelerde
membran potansiyelini regiile eden Na*/K* pompasidir. Biitiin hiicrelerde membranmn iki tarafi
arasinda elektrik potansiyeli mevcuttur. Viicutta ekstraseliiler sivida fazla miktarda Na* (142
mmol/l) ve az miktarda K* (4 mmol/l) bulunur. intraseliiler sivida ise Na* daha az iken
K*’un miktan1 daha fazladir (11,25,28,40,51).

Sodyum iyonu suyun hiicrenin igine ve digina hareketini regiile eder. Genellikle
besiyerlerine ve soliisyonlara klor (Cl) anyonuyla birlikte katilir. Hiicre membraninda olusan
osmotik basing NaCl konsantrasyonu ile ilgilidir (17,27,36,54). Izotonik bir soliisyon
kullanilirsa hiicrelerin hacimleri in vivo sartlardakinden farkli degildir. Kiiltiir hiicreleri igin
kullanilan izotonik soliisyonda %0.9 oraninda NaCl (155 mM) bulunmalidir. Hiicrelerin
liretilmesi icin kullanilan %20 dana serumlu Hanks besiyerinde Na* ve K* miktar1 sirasiyla
146.3 mmol/L, 5.32 mmol/l iken pasaj oncesi alinan orneklerde Na* miktart ortalama 148
mmol/I’ye yiikselirken K* miktar: 5.31 mmol/I’ye diigmiigtiir. Yine birinci pasajda kullanilan
%10 dana serumlu Hanks besiyerindeki Na* miktar1 147.5 mmol/l’den, pasaj sonunda (4.giin)
alinan 6rneklerde ortalama 151 mmol/I’ye yiikselmis, K* miktari ise sirasiyla 5.64 mmol/’den
5.61 mmol/I’ye diigmiistiir. Ikinci pasajda da benzer bulgular elde edilmistir (Tablo-III). Bu
bulgular hiicrelerin iiremesi sirasinda Na*’un hiicrelerden salinmasi sonucu hiicre dis1 ortamda
Na* konsantrasyonunun arttigint ve K*’un hiicre igine transportu sonucu besiyerinde K *
konsantrasyonunun azaldigini géstermektedir. Pasaj oncesi Na*’a ait 148 mmol/I’lik ortalama
deger ile diger pasajlara ait 151 ve 146 mmol/I’lik ortalama degerler in vivo hiicre digi
ortamdaki 142 mmol/I’lik Na* konsantrasyonuna oldukg¢a yakindir. Yine pasaj 6ncesi 1.pasaj

ve 2.pasaja ait sirasiyla 5.31, 5.61 ve 5.47 mmol/l olan K+ degerleri in vivo hiicre disi
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ortamdaki 4 mmol/I’ye yakindir. Bu sonuglar primer tavsan bodbrek hiicre kiltiirii igin
kullandigimiz dana serumlu Hanks besiyerinde Na*/K * pompasinin normal olarak galigtigin:
yansitmaktadir.

Hiicrelerin iiremesi sirasinda hiicrelerdeki kimyasal reaksiyonlar icin gerekli olan
baglica maddelerden biri de oksijendir. Oksijen hem aerobik glikoliz yoluyla enerji
saglanmasinda rol oynar hem de Kreps siklusu sonucu agiga gikan baz iiriinlerin hiicre
yapilarinin sentezinde kullanilmas: igin gereklidir (28). Kiiltiirler O, ihtiyac1 yoniinden énemli
farklilik gosterir. Hiicre kiiltiirlerinin ¢ogunda atmosferik veya diisiik O, basinglari” tercih
edilirken bazi organ kiiltiirleri, dzellikle geg donemdeki embriyo, yeni dogan veya yetiskin,
kiiltiirleri gaz fazinda %95°’ten fazla O,’e ihtiyag gosterirler. Bu durum organ kiiltiirlerinin
morfolojik yapisindan kaynaklanir. O,’nin hiicrelere diffiizyonu gii¢ oldugundan fazla 02’5
ihtiyagff vardir. Kiiltiir besiyerinin derinligi O ,’nin hiicrelere diffiizyonunu etkileyeceginden
besiyerinin dei‘inliginin 0.2-0.5 ml/cm? olmas: tavsiye edilir (23).

Karbondioksit, hiicrelerde oksidatif reaksiyonlarin son iiriinlerinden biri olup hiicre
digtna atilir. Eger olusan CO, hiicrelerde birikirse, hiicrelerde enerji veren reaksiyonlarin hepsi
kisa siirede durur (28). Karbondioksitin hiicre kiiltiiriinde ortamin pH’n1 kontrol etmede 6nemli
rolii- vardir ve CO,’siz yasayabilen kiiltiir yoktur. Besiyerindeki ¢oziinmiis CO,’in bir kismi
hiicrelerden agiga cikar, bir kismi da atmosferik CO,’in besiyerine gegmesiyle saglanir (23,39).
Hiicrelerden agiga ¢ikan CO, gazi kiiltiir besiyerinde iyi ¢oziiniir. Kiigiik bir kism1 (%1’den
daha az) su ile kimyasal reasiyona girerek karbonik asidi (H,CO,) olusturur. Bu bilesik de H* .
ve HCO;™ iyonlanna ayrilir. HCO; iyonunun besiyerindeki mevcut katyonlarla birlesme
egilimi yiiksektir. Mesela Na* ile birleserek NaHCO; olusturur ve besiyerinde H* iyonu
konsantrasyonunu yiiseltir ve pH’y1 diigiirerek ortami agitlestirir. Bundan dolay1 besiyerinde
CO, basincinin artmasina bagl olarak asidite yavasg yavas artar (15,26). Besiyerinde NaH(fO3
miktarinin Earle’s dengeli tuz soliisyonundaki gibi (23 mM) yiisek oldugu sartlarda kiiltiir
sisesi kapag1 gevsek birakilarak %5 CO,’li ortamda inkiibe edilir (15,39). Bizim hiicre iiretme:
besiyeri olarak segtigimiz Hanks besiyerinde NaHCO; (4 mM) olup kiiltiir siselerinin kapaklar
sikica kapatilip normal atmosferde inkiibe edilmistir. Primer kiiltiir yapiminda kullandigimiz
besiyeri ve pasaj oncesi kiiltlirden alinan besiyeri 6rneginde O, ve CO, basinglarini analiz

ettigimizde sirasiyla O, 180 mmHg’den ortalama 155.6 mmHg’ye diigmiiy, CO, 12.5
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mmHg’den 17.9 mmHg yiiselmistir. Yine 1. ve 2. pasajlarda da besiyerlerinde benzer sekilde
O, degerleri azalmig, CO, degerleri ise artmigtir (Tablo-II ve III). Bu sonuglar hiicre :;
fonksiyonlarinin normal seyrettigini gostermektedir. Besiyerinde CO, ve bikarbonat buffer
‘tampon sistemi diginda pH’y1 etkileyen faktorler kiiltiir gisesindeki besiyerinin istiinde kalan
bos hacim ve glukoz konsanfrasyonudur. Glukoz glukolitik enzimlerin etkisiyle priivik asite
doniigiir, sonra laktik asite indirgenir ve asitten meydana gelen hidrojen iyonu konsantrasyonu
artar (55). Yine pH’nin kontroliinde 6nemli olan, besiyerinin iistiinde kalan sisenin hacmi,
kapal1 sistemlerde besiyeri miktarindan 10 kat daha fazla olmahidir. Bu hacim uygun miktarda
oksijen ihtiyacin1 da sagiar (15,39). Calisgmamizda da 150 ml’lik kiiltiir siselerine bu hacmin

% 10’u kadar besiyeri koyarak hiicre kiiltiiriinii yaptik.

Calhigmamuzda pH degerlerini dikkate aldigimizda kullandigimiz besiyerinde pH degeri
7.27}‘liken pasajdan Once 6.83’e diigmiiy, benzer sekilde 1. pasajin baglangicinda Hanks
besiyerinin pH’st 7.31 iken, 1.pasajin sonunda 6.89’e diigmiistiir. Ikinci pasajin sonunda da
Kiiltiir besiyerinin pH’simn hiicrelerin gelismesiyle ilgili olarak diistiigli tespit edilmigtir
(Tablo-III).

. Primer ve devamli hiicre kiiltiirlerinin krioprezervasyonunun yapilmas: igin gesitli
metodlar uygulanmaktadir. Bu metodlardan en pratik ve uygun olanlari programli dondurma
cihazlari kullanilarak yapilan krioprezervasyon teknikleridir. Ancak, bu tiir cihazlar pahali
oldugu gibi zor bulundugundan kullanimi siirhidir (15,47).

Aragtirmamizda primer tavsan bobrek hiicrelerinin gesitli dondurma metodlan ile
krioprezervasyonunu optimize etmeye cahstik. Bu amagla 5 metoddan olusan denemeler
yaptik. Hiicreleri dondurmak igin bire bir(1:1) oraninda karigtinnlmis Hanks besiyeri ve fetal
bovin serumdan olugan %10 DMSO’li dondurma soliisyonu kullandik.

Caligmalarimizda elde ettigimiz sonuglarda hiicrelerin en diisiik canlilik orami direk
dondurma metodu olarak adlandirdigimiz 1. metodda elde edildi. Bu metodda canlilik orani
%9.04 iken, en yiiksek canlilik orani 5. metodda. (hiicrelerin +4°C’de 30 dakika, -20°C’de
styrofoam kutu iginde 1 saat,- 70°C styrofoam kutu icinde 1 gece tutulmasi ve sivi azota
konulmas1) %84 olarak tespit edildi.

Uyguladiimiz metodlardan 1. metod olan direk dondurma metodunun basarili

olmadig: goriildii. Tkinci metodda diger metodlara gore daha diisiik (%24.6) canlilik oraninin
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almmasinn sebebini sogutma hizinin (8°C/dk) yiiksek olmasina ve diger metodlarda hiierelerin
sivi azota konulmadan once farkli isilarda bir siire bekletilmesine (Tablo-VI,VII ve VIII)
karsilik bu metodda hiicrelerin bir ara basamak olan -20°C’de bekletilmeden hemen sivi azota
konulmasindan kaynaklanabilecegini diiginmekteyiz. Ugiincii ve 4. metodlarda ise onceki her
iki metoddan daha fazla canli hiicre elde edilmesinin hiicrelerin -20°C’de 30 dakika
tutulmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiik. Dordiincii metodda (%67), 3. metoddan (42.5)
daha yiiksek canlilik oraninin elde edilmesinin sebebi 3. metodda hiicrelerin -20°C’den -
50°C’ye getirilmesine kargilik 4. metodda hiicrelerin -20°C’den sonra alkol ve sivi azot
kangimiindaki yaklagik -30°C’lik 1s1ya kaldirilmas: olabilir. Dérdiincii metoddaki -20°C ve -
30°C arasindaki 1s1 farkinin 3. metoddaki -20°C ve -50°C arasindaki 1s1 farkina gé;e difsiik
olmas‘lnm hiicrelere zarar verebilecek faktorlerin (buz kristalleri, vs.) olugmasim
Onleyebilecegini diislinmekteyiz. Ayrnica, krioprezervasyon sonrasi hiicrelerin kiiltiiri
yapildiginda 4. metodla dondurulan hiicrelerin 24 saat iginde adezyon gdstermesi ve sise
yiizeyini yaklagik % 50 oraninda kaplamasina karsilik, 1. ve 2. metoda gore d‘ondurulan
hiicrelerin kiiltiiriinde gelisme gézlenmemesi, 3. metodda ise hiicrelerin adezyon gdstermesi,
.ancak sisenin ylizeyini %20-30 oraninda kaplamas: hiicrelerin krioprezervasyonu igin
4.metodun daha uygun oldugunu gostermektedir. Ancak kriotiiplerin styrofoam bir kutu igine
yerlestirilerek -70°C’de en az 6 saat bekletildiginde d&kikada yaklagik -1°C soguma hzi
sagladig1 ileri siiriilen yavag dondurma isleminin (23,35,50) benzeri olarak uyguladigimz 5.
metodda hiicrelerin canlilik oranini hem diger metodlara gore %84°liik bir rakamla en yiiksek
orana ulagtigini, hem de hiicrelerin 24 saat i¢inde yine digerlerine gore daha yiiksek (%70-80)
oranda sige ylizeyini kapladigini tespit etmemiz bu metodun hiicrelerin krioprezervasyonu igin

en uygun metod oldugunu gostermistir.



siv1 azota konulmadan once farkli 1silarda bir siire bekletilmesine (Tablo-VI,VII ve VIII)
karsilik bu metodda hiicrelerin bir ara basamak olan -20°C’de bekletilmeden hemen siv1 azota
konulmasindan kaynaklanabilecegini diigsinmekteyiz. Uglincii ve 4. metodlarda ise dnceki her
iki zme'tod'glan daha fazla canli hiicre elde edilmesinin hiicrelerin -20°C’de 30 dakika
tutulmésméan kaynaklanabilecegini diigiindiik. Dordiincii metodda (%67), 3. metoddan (42.5)
daha yiiksek canlilik oraninin elde edilmesinin sebebi 3. metodda hﬁcrclerin -20°C’den -
50°C’ye getirilmesine karsilik 4. metodda hiicrelerin -20°C’den sonra alkol ve sivi azot
kangimindaki yaklagik -30°C’lik 1s1ya kaldiriimasi olabilir. Dordiincii metoddaki -20°C ve -
30°C arasindaki 1s1 farkinin 3. metoddaki -20°C ve -50°C arasindaki 1s1 farkina gore diigiik
olmasinin hiicrelere zarar verebilecek faktorlerin (buz kristalleri, vs.) olugmaélﬁl
onleyebilecegini diigiinmekteyiz. Ayrica, krioprezervasyon sonrast hiicrelerin  kiiltiiri
yapudiginda 4. metodla dondurulan hiicrelerin 24 saat i¢inde adezyon gdstermesi ve §i§e
yiizeyini yaklagik % 50 oraninda kaplamasina kargilik, 1. ve 2. metoda gore dondurulan
hiicrelerin kiiltiiriinde gelisme gozlenmemesi, 3. metodda ise hiicrelerin adezyon gostermesi,
ancak sisenin yiizeyini %20-30 oraninda kaplamasi hiicrelerin krioprezervasyonu igin
4.metodun daha uygun oldugunu gostermektedir. Ancak kriotiiplerin styrofoam bir kutu igine
yerlestirilerek -70°C’de en az 6 saat bekletildiginde dakikada yaklagik -1°C soguma hizi
sagladig: ileri siiriilen yavag dondurma igleminin (23,35,50) benzeri olarak uyguladigimiz 5...
metodlia hiicrelerin canlilik oranini hem diger metodlara gore %84°1iik bir rakamla en yiiksek
orana-ulagtigini, hem de hiicrelerin 24 saat iginde yine digerlerine gore daha yiiksek (% 70-80)
oranda sige ylizeyini kapladigin: tespit etmemiz bu metodun hiicrelerin krioprezervasyonu igin
en uyéun metod oldugunu gdstermistir.

Bu ¢aligmada laboratuvarimizda virolojik arastirmalarda kullanilmak {izere yaptigimiz
primer tavsan bdbrek hiicre kiiltiirliniin devam ettirilmesi igin %10 dana serumlu Hanks
besiyerinin uygun oldugu ve hiicrelerin krioprezervasyonu igin en iyi metodun hiicrelerin
Hanks besiyeri ve fetal dana serumundan olusan (1:1) %10 DMSO’lu dondurma soliisyonunda
sirastyla +4°C’de 30 dakika, styrofoam kutu iginde -20°C’de 1 saat ve -70°C’de 1 gece
tutulmasindan sonra sivi azotta 40 giin bekletilen metod oldugu tespit edildi. Bu metodla
yapilan krioprezervasyon sonunda hiicrelerin %84 oraminda canliliklarini muhafaza ettikleri

gorildi.
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