Okaryotik Hiicre Kiiltiirii

Kiiltiir ve Hiicre Hatt1 Cesitleri
Hiicre kiiltiirleri iki 6zellikleriyle tanimlanir:

e Hicrelerin kokenleri

e Biiylime sekilleri

Hiicre Kokenine Gore Siniflandirma
-Primer Hiicre Hatlar1

-Siirli Hiicre Hatlar1

-Transforme Hiicre Hatlar1

-Hibridomalar

» Primer hiicre hatlar1 hayvan ve bitki dokularindan izole edildikten sonra Kiiltiire
edilir.
Bir hiicre bir kez boliindiikten sonra sinirli hiicre hatti olur, fakat 6liimsiiz olma potansiyeli de
vardir.

Normal hiicrelerden tiiremis sinirli bir hiicre hattinin tekrarlanan pasaji, daha hizl
bliyliyen ve stirekli hiicre hatt1 olabilecek varyantlar1 segecek sekilde yapilir. Bu olay,
kendiliginden transformasyon olarak diigtintiliir.

Primer ve smirh hiicre kiiltliriiniin kdkeni biiyiime seklini etkiler. Eger bir fibroblast
hiicresiyse yapiskan bir sekilde biiyiiyecektir. Fakat, hiicre transforme edilirse, biiyiime sekli

orijinal primer hiicreyle artik ayni olmayabilir.

» Siirekli hiicre hatlarimin simrh hatlardan daha yiiksek biiyiime hizlari, daha yiiksek
klonlanma verimleri, artmis tiimorijenisiteleri ve daha cesitli kromozom
komplementleri vardir.

Siirekli hiicre hatlar1 genellikle belli bir fenotipi sergileyen hiicre hatlarina doniistiiriilmek {izere
transforme edilirler. Hiicre hatlar1 ne kadar farklilasmis olurlarsa biiyiimeleri de o kadar yavas

olur.



Stk Kullanilan Bazi Hiicre Hatlari

Hiicre Hati  Hiicre Hatti ve Kokeni Yapiskan ya da Siispansiyon
Biiyiime
3T3 Fibroblast (fare, embryo) Yapiskan
BHK21 Fibroblast (Suriye hamster, bobrek) Stispansiyon
MDCK Epitel hiicresi (kopek, bobrek) Yapiskan
HeLa Epitel hiicresi (insan, adenokarsinoma) | Siispansiyon ya da Yapiskan
PtK1 Epitel hiicresi (sigan, kangru, bobrek) Yapiskan
L6 Myoblast (si¢an, iskelet kasi) Yapiskan
PC12 Chromaffin hiicresi (si¢an, adrenal Yapiskan
feokromasitoma
S19 Ovari (tirt1l) Siispansiyon
Bakiiloviriis enfeksiyonu
SP2 Plazma hiicresi (fare, myeloma) Siispansiyon
Hibridoma i¢in flizyon

» Transforme olmus hiicreler normal hiicreden kanser hiicrelerinin bircok o6zelligini
tastyan hiicrelere doniisiirler.

Bu hiicrelerin bazilar tiimdrlerden tliremis; bazilariysa kiiltiirde kendiliginden mutasyonla
olugsmustur. Hiicreler kimyasal yolla veya tliimor-indiikleyen viriisle transforme edilebilirler.
Bu tip viriisler, hiicre biiyiimesi i¢in gereken bir proteini ya fazla {iretecek ya da onun hatali
kopyasini iiretecek genler tasirlar. Transformasyon yontemi ne olursa olsun, sonugta olusan
hiicre degismis islev, morfoloji ve biiylime Ozellikleri sergiler. Bii Ozellikler soyle
listelenebilir:

e Yiiksek hiicre yogunlugunda biiyiime

e Biiyiime faktorlerine ve seruma daha az ihtiyag duyma

e Daha az yiizeye baglanma gereksinimi duyma

¢ Sonsuz biiylime yetenegi

» Hibridomalar, ortama monoklonal antikor salarlar. Genellikle, antikor konsantrasyonu

stipernatantin hibridizasyon i¢in dogrudan kullanilmasina yetecek kadar ¢oktur.



Biiyiime Sekline Gore Simiflandirma

Hiicreler, sivi ve yar1 kati ortamda biliylime sekillerine gore smiflandirilirlar. Biiyiime

karakteristikleri hiicrelerin islevsel tanimliyicilaridir ve hiicre kdkenine baglidir.

» Siispansiyon veya yapiskan bilyiime

Hiicre biiylimesini tanimlayacak ilk ve en pratik yol, hiicrelerin sivida nasil davrandiklaridir.

Bu bilgi her zaman hiicre hatt1 ve hiicre kdkeniyle birlikte verilir; ve hiicre hattin1 tanimlayan

Onemli bir faktordir.

Siispansiyon hiicreler ortamda asili durmus sekilde biiyiirler. Bu hiicreler, kiiltiir
sisesine baglanmadan hayatta kalabilir ve ¢ogalabilirler. Kan, dalak, kemik iligi ve
ozellikle tam gelismemis hiicreler siispansiyon seklinde biiylime egilimindedirler.
Siispansiyon i¢indeki hiicreler kiiciik toplar gibi goriiniirler. Stispansiyon biiylimenin
avantaji ¢ok sayida hiicreyi biiyiitebilmek ve kolayca kiiltiirden toplayabilmektir.

Yapiskan hiicreler tek tabaka halinde, yiizeye tutanrak biiyiirler. Ektodermal ve
endodermal embryonik hiicre tabakalarindan tlireyen hiicreler yapiskan bir sekilde
bliylime egilimindedirler. Bunlar, fibroblast ve epitel hiicrelerini igerir. Yapigskan
hiicreler degisik sekillerde olabilirler, fakat genellikle diizdiirler. Siispansiyon halde
biiyiitiilen ayn1 hiicreler yuvarlak olabilirler. Yapiskan biiylimenin avantaji, hiicreleri
lamel gibi yiizeylere yayabilmek ve yapistirabilmektir. Bu o6zellikler, mikroskop,

hibridizasyon ve fonksiyonel testlerde kolaylik saglar.

» Baglanma-bagimh ve baglanma-bagimsiz biiyiime

Yapiskan biliylimenin bir alt grubu baglanma-bagimli ve baglanma-bagimsiz biiylimedir.

Baglanma-bagimli ve baglanma-bagimsiz biiylime, biiyiime kosullartyla degistirilemeyecek

Ozelliklerdir.

Baglanma-bagimh hiicreler ¢ogalmak icin yiizeye tutunmaya ihtiya¢ duyarlar.
Baglanma-bagimsiz hiicreler ¢ogalmak icin yiizeye tutunmaya ihtiya¢c duymazlar.
Bu, c¢ogunlukla transforme olmus hiicrelerin 06zelligidir. Baglanma-bagimsiz

hiicrelerin biiyiimesi, hiicre kiiltiirii kaplarinda daha geilsigiizel ve rastgele goriiniir.



Hiicreleri Gozleme

Hiicreler, yeni siselere her transfer edileceklerinde veya deneyler i¢in her kullanilacaklarinda
mikroskopik ve makroskopik olarak gozlenmelidir. Eger hiicreler saglikli degilse, deneyler de

yolunda gitmez.

Hiicre kiiltiirii sisesi inkiibatorden ¢ikarildiginda sunlar dikkatle incelenmelidir:

e Ortamin rengi: Bircok besiyeri ortaminda asidik kosullarda sariya, bazik
kosullarda ise mora doniisen pH indikatorii vardir. Fazlasiyla asidik, ya da bazik
ortam, kontaminasyonun, fazla bliytimiis kiiltiiriin, 6l kiiltiirtin ya da hatal1 CO,
dagiliminin gostergesi olabilir.

e  Ortamin bulanikligi kontaminasyonu veya asir1 bitylimiis kiiltiiri haber verir.

e Obeklenmis hiicreler (siispansiyon kiiltiirde) ya da yiizeyden siyrilmis hiicreler
(yapiskan kiiltiirde)

Hiicreler, sisede veya petri kabinda biiyiitiiliiyorsa ters mikroskopta 40X’te gozlendikten sonra
deneylerde kullanilmalidir. Yapiskan hiicreler, ylizeyde diiz bir tabaka sekinde yayilmis

olmalidir. Stispansiyon hiicreler ise kiireseldir, fakat bazi hiicreler yiizeye tutunmus olabilir.

Protokol

Donmus Hiicreleri Kiiltiire Etme
Temel Bilgiler
Okaryotik hiicreler genelde serum ve dondurma isleminde kullanilan katki maddesi iceren
ortamda, s1v1 nitrojen iginde -196°C’de saklanir. Hiicreler, eger bir firmadan satin alindiysa kuru
buz i¢indeki bir ampiilde ulasir. Donmus hiicreler, maksiumum canlilik elde etmek icin en kisa
zamanda hizli bir sekilde ¢6ziilmelidir. Dondurmak i¢in kullanilan katki maddesinden kurtulmak
icin ortam 24 saat sonra degistirilmelidir.
Materyaller

e Kiiltiir ortami ( 37°C’ye 1s1tilmis)

o Kiiltiir sigesi

e Kiigiik bir beherde %70 etanol



e Iml ve 10mI’lik pipet, pipetor ve uclar
Prosediir
1. Ampil, 37°C’lik su banyosunda tutulur ve hizlica calkalanir. 1 dakika i¢cinde buzu

coziilecektir.

g

Buzlar1 ¢6ziilmiis olan ampiil, %70 etanol igeren beherin igine birakilir ve laminar akimli
kabine yerlestirilir.

Ampiil, etanoliin i¢ine girmesi engellenecek sekilde agilir.

Ampiiliin i¢i kiiltiir sisesine bosaltilir ve hemen ardindan {izerine 1sitilmis ortam eklenir.
Kiiltiir sisesinin kapagi kapatilir ve 24 saat inkiibe edilir.

. Sisedeki ortam yenileneir.
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2-3 giin ya da belirtilen siire boyunca inkiibe edilir.

Hiicre Bakim

Hiicre Hatlarinin Rutin Bakim
e Besleme: Biiylimeleri sirasinda, hiicreler bazi maddeleri tiiketirler; bunlar belli araliklarla
yenilenmelidir.
e Aktarim: Hiicre sayis1 bliylime boyunca artar ve kiiltiir sisesinin kapasitesini asar. Bu
yiizden, hiicreler belli araliklarla yeni siselere aktarilmalidir.
e Dondurma: Her ne zaman yeni bir hiicre hatti elde edilirse bir kismi1 dondurularak
saklanmalidir. Bu hiicreler, kullanilan kiiltiiriin kontamine olmasi ya da zarar gérmesi

halinde yedek olarak kullanilacaklardir.

Besleme ve Aktarim
Hiicreler, ne kadar hizli biiyiirlerse o kadar sik beslenmeli ve yeni siselere aktariimalidir. Yeni
bir hiicre hatt1 elde edildiginde, su sorularin yanitlar1 aragtirilmalidir:

e Antibiyotik kullanilacak m1?

e Hiicreler nasil biiyliyor?

e Hangi ortam hiicreler i¢in en uygundur?

e Hiicreler seruma ihtiya¢ duyuyor mu?

e Hiicreler ne siklikla beslenmeli ve aktarilmali?



Antibiyotikler, kontaminasyona kars1 bazi lablarda rutin olarak kullanilir; fakat aseptik kuralara

geregince uyuluyorsa antibiyotik kullanilimina gerek olmayabilir.

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan iki standart antibiyotik:
-Gentamisin 5-10 mg/ml stok, 50pg/ml son konsantrasyonda
-Penisilin (10.000 {inite)/ Streptomisin (10mg/ml) stok, 100 {inite/ml ve 100pg/ml son

konsantrasyonda

Protokol

Yapiskan Hiicrelerin Boliinmesi ve Aktarilmasi

1.
2.

A

10.
11.

12

Hiicre tabakasinin tizerindeki ortam gekilir.

PBS ve serum icermeyen kiiltiir ortami1 37°C’ye 1sitilir. Ortam, dogrudan hiicrelerin
iizerine degil kiiltiir sisesinin duvarina dogru pipetlenir. Boylelikle tam yapigsmamis
hiicreleri yerinden oynatmaktan kaginilmis olur.

PBS ve ortam hiicre tabakasinin lizerinden ¢ekilir.

Hiicrelerin yiizeyini kaplayacak miktarda %0,25 tripsin/PBS eklenir.

Tripsin yaklasik 10-30 saniye sonra hiicrelerin iizerinden ¢ekilir.

Hiicreler oda sicakliginda 5-15 dakika boyunca inkiibe edilir. Bu siire i¢inde birkag
dakikada bir tiim hiicre tabakasinin yilizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol edilir. Bu
basitce hiicre sisesini egerek hiicre tabakasinin hareketi gozlenerek yapilabilir. Eger tim
tabaka ayrildiysa inkiibasyon bitirilebilir. Alternatif olarak, daha sonra hiicreler 37°C’de
5 dakika siireyle inkiibe edilebilir.

Hiicrelerin iizerinden ¢ekilen kadar yeni ortam eklenir ve hiicre 6beklerini kirmak igin
siddetli bir sekilde pipetaj yapilir.

1 ml hiicre mikrofiij tiipiine alinir.

Hiicreler mikroskopta sayilir.

Hiicrelerin ne kadar seyreltilmesi gerektigine ve ekim konsantrasyonuna karar verilir.

Karar verilen miktarda hiicre, yeni siseye aktarilir.

. Hesaplanan miktarda 6énceden 37°C’ye 1sitilmis yeni ortam, hiicrelerin {izerine eklenir.
13.
14.

Kiiltiir sisesi nazikge ¢evrilir ve hiicrelerin esit sekilde dagilmasi saglanir.

Kapagin kapali oldugundan emin olunduktan sonra hiicreler inkiibatore yerlestirilir.



Siispansiyon Hiicrelerin Boliinmesi ve Aktarilmasi

1.

A ol

Kiiltiir sisesi yavasga sallanir ve hiicrelerin esit dagilmasi saglanir. 1 ml hiicre mikrofiij
tiipiine alinir.

Hiicreler, mikroskopta sayilir. Sayim sirasinda hiicrelerin genel durumu da kontrol edilir.
Hiicrelerin ne kadar seyreltilmesi gerektigine ve ekim konsantrasyonuna karar verilir.
Karar verilen miktarda hiicre, yeni siseye aktarilir.

Hesaplanan miktarda 6nceden 37°C’ye 1sitilmis yeni ortam, hiicrelerin lizerine eklenir.
Kapagin kapal1 oldugundan emin olunduktan sonra hiicreler inkiibatore yerlestirilir.
Orijinal sise de yedek olarak iizerine ortam eklenmeksizin inkiibatore tekrar koyulur. Her
aktarim sirasinda orijinal sisenin yedek olarak saklanmasi olasi bir kontaminasyona karsi
onlem olarak kullanilir. Her aktarimdan sonra daha 6nceki yedek sise atilir ve yeni yedek

sise onun yerine inkiibe edilir.

Canl Hiicrelerin Mikroskopta Sayilmasi

Incelenecek hiicreler tripan mavi ile boyanir. Bu boya, canli hiicreler tarafindan disar1 atilirken

Oli hiicreleri koyu mavi renge boyar. Hiicreler, hematositometre olarak adlandirilan bir ¢esit

bolmeli lama damlatilir ve bunun tizerinde mikroskop altinda tek tek sayilir.

Materyaller

Hematositometre (gelismis Neuer tipi) her seferde temizlenir ve kurulanir.
Hematositometre lameli tekrar kullanmilabilir, fakat her seferinde temizlenmeli ve
kurulanmalidir.

PBS’de ¢oziilmiis %60,4 tripan mavi (w/v).

Hiicre sayict

Stispansiyon halinde hiicreler; ya siispansiyon kiiltiirden ya da yapigkan hiicreleri
tripsinize ederek elde edilmis.

Pipetorler, uglar.

Mikrofiij tiipleri

Faz kontrast mikroskop ve 10X objektif

Diliisyonlar igin steril hiicre ortami



Prosediir

1. Lamel, hematositometrenin tam ortasina gelecek sekilde yerlestirilir.
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2. 500ul hiicre, ortamla birlikte mikrofiij tlipline alinir. Eger 6rnek hacmi azsa 100ul de

alinabilir.

3. 50pl hiicre, 50ul tripan mavi ile birlikte mikrofiij tlipline koyulur. Tiipe hafif¢e vurularak
karigmalari saglanir.

4. 50ul hiicre/tripan mavi karigimi pipetorle cekilir. 20ul’si, pipetoriin ucundaki damla
kilcal hareketle lamele emdirilerek lamin her kenarina yayilir.

5. Hematositometre hemen mikroskoba yerlestirilir ve diigiik gilicte hematositometrenin
cizgileri bulunur. Sadece bir 1-mm’lik karedeki hiicreler sayilacaktir; bu yiizden lamin bir
kosesine odaklanilir ve daha fazla biiylitme orani olan bir objektife gecilir.

6. Imm’lik alandaki 25 karenin icindeki hiicreler kabaca sayilir ve hiicrelerin ne kadar
seyreltilmesi gerektigine karar verilir. Ideal olarak, 1mm’de 30 ile 300 hiicre olmalidir.

Eger daha fazla hiicre varsa, 1:5 veya 1:10 seyreltme yapilir.



7.

8.

9.

Imm’lik karedeki canli hiicreler sayilir. Olii hiicrelerin her tarafi maviye boyanacaktir,
canlt hiicreler boyanmayacaktir.

3 farkli Imm’lik kare sayildiktan sonra toplam hiicre sayisi iige boliiniir ve ortalama
alinir.

Boylelikle ml basina diisen hiicre sayisi hesaplanir. 1 ml’ye diisen ortalama hiicre sayisi

x 10.000X diliisyon orani = Orijinal 6rnekte 1ml’ye diisen hiicre sayist

10. Orijinal kiiltiirdeki canli hiicrelerin yiizdesi hesaplanir. 3 tane 1mm alandaki canli hiicre

sayis1 canlt olmayan hiicre sayisina boliiniir ve 100 ile garpilir.

Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicreler biiytidiikce fenotipleri degisebilir. Hiicrelerin degismeden tahmin edilebilir bir durumda

bulunmalar1 gerektigi igin hiicreler en kisa zamanda dondurularak saklanmalidir.

Protokol

Hiicrelerin Dondurulmasi

1.
2.

Hiicreler her zaman biiyiitiildiikleri ortam ve serumda logaritmik faza kadar biiyiitiiliir.
Canli hiicre saymmi yapilir. Dondurulacak hiicrelerin  %20’sinden fazlasinin 6li
olmamasina dikkat edilir.

Ne kadar hiicreye ve ampiile ihtiya¢ duyulacagina karar verilir. Her ampiil, 1ml ortam
icinde 1 x 107 (ya da 4 X 10°ile 2 X 10’ hiicre aras1 ) hiicre alabilir.

Dondurma ortami her tiipte Iml art1 %10 olacak sekilde hazirlanir. Dondurma ortami
genelde normal kiiltiir ortami, %10-20 serum ve %5-10 gliserol ve DMSO igerir. Eger
hangi dondurma ortami kullanilacagina karar verilemiyorsa hiicreler %20 serum ve %10
DMSO’da dondurulabilir.

Pelet, dondurma ortaminda pipetaj yapilarak ¢oziiliir.

Hiicreler, her ampiile 1ml diisecek sekilde ampiillere dagitilir ve buzda tutulur.

Ampiiller buzlukta saklanacak bir kutuya yerlestirilir ve -60°C veya daha diisiik bir
sicakliktaki dondurucuda 16 ile 24 saat aras1 bekletilir.

Bir buz kovasina bir miktar sivi azot dokiiliir ve tiipler, s1vi nitrojen tankina aktarilmadan
once burada tutlur.

Tipler yerlestirildikten sonra nereye koyulduklar1 kaydedilir.



KONTAMINASYON

Kontaminasyon bakteriden, mayadan, mantardan, mikoplazmadan ve diger doku kiiltiirlerinden

kaynaklanabilir.

Kontaminasyonu Nasil Tamiriz?

Makroskopik olarak: Kiiltiir sisesini veya kabini 1s18a tutularak sunlara dikkat edilerek incelenir:

Bulaniklik. Kiiltiir yogun olsa bile, ortamin rengi bulanik degil, net bir sekilde
goriinmelidir. Ortamdaki bulaniklik ve kisim kisim hareket eden renk tonu farkliliklari
dikkatle incelenmelidir. Baz1 mantarlar ortamda yiizen koloniler olusturabilirler.
Ortamdaki renk degikligi. Fenol kirmizisinin etkisiyle kirmizi renkli olan kiiltiir, asidik
kosullarda sariya, bazik kosullarda ise mora doner. Bakteriyel kontaminasyon ortami
sarlya, mantar kontaminasyonu ise pembeye doniistiirtir.

Koku. Sigenin kapag1 acilmadan burun siseye yaklastirilir. Birgok kontaminasyonun fark

edilebilir bir kokusu vardir.

Mikroskopik olarak: Kiiltiir sisesi oncelikle 10X mikroskopta sunlara dikkat edilerek incelenir:

Diger organizmalar. Disik biiyiitme giiciinde, mantar miselleri uzun zincirler olarak
gozlenir. Bu biiyiitmede mayalar da kiiclik toplar halinde, bazen de tomurcuklu bir
sekilde goriilebilirler.

Yiiksek biiyiitme giiclinde bakteriler gozlenebilir. Bakteriler ¢ubuk, kok, tek veya
zincirlenmis 6bekler halinde olabilirler.

Zarar gormiis hiicreler. Enfeksiyon, hiicreleri oldiirebilir. Her hiicrenin pargalanmasina
ve/veya hiicre tabakasinin ylizeyde kalkmasina sebep olabilir. Cogu zaman hiicreler
normalde olduklarindan daha garip goriiniirler. Daha kii¢iik veya daha biiyiik ya da koyu

renk graniillii olabilirler.

Capraz Kontaminasyon

Hiicreler, diger kiiltiirleri enfekte edebilirler. Bu ¢apraz kontaminasyon oldukca yaygindir; fakat

sunlar yapilarak capraz kontaminasyondan kaginmak miimkiindiir:

Hiicreler, daha 6nceden bilinen ve giivenilen bir yerden alinmalidir.

Ayni anda iki farkli hiicre hattiyla ¢alisilmamalidir.



e Ayni pipet farkl: hiicre hatlari i¢in kullanilmamallidir.
e Ayni ortam ya da tripsin sisesi farkli hatlar i¢in kullanilmamalidir.
e Bir pipet, hiicrelerin oldugu sisede kullanildiktan sonra ortam sisesine tekrar
sokulmamalidir.
Eger hiicreler aniden hizl1 bir sekilde biiylimeye baslarsa veya normalden farkli davranmaya

baslarsa, mikoplazma kontaminasyonu olmadig ttespit edildikten sonra ¢apraz kontaminasyon

i¢in kontrol edilmelidir.



