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Doku Kultur Tipleri

Primer

!

Bolunme oranlarinda herhangi bir degisiklik
olmadan normal hucreler kulture edilir.

\

Devam eden

L
¢

Tek  hucre tipi, buyume
faktorleriyle zenginlegtirilirler.

P
¢

Dontsim ile tumor
hucrelerine bolunebilirler,
hucre soyu olarak
adlandirilirlar.
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DORGAN EXFLANT DISSOCIATED CELL ORGANOTYPIC
CULTURE CULTURE CULTURE CULTURE
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Figure |.1. Types of culare. Different modes of culture are represented from Llefit w right. First, an odgan
culture on a filier disk on a triangular stainless seel grid over a well of medium, seen in section in the
bower diagram. Second, explant cultures in a flask, with section below and with an enlarged detail in section
in the lowest diagram, showing the explant and radial outgrowth under the arrows. Third, a stirred vessel
with an enzymatic disaggregation generating a cell suspension seeded as a monolayer in the lower diagram.
Fourth, a filier well showing an array of cells, seen in section in the lower diagram, combined with matmnx
and stromal cells. [From Freshney, 2003.]
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Birincil Kultur

Donor dokudan hucreler izole edildiginde, ¢ok farkli yollarla surdaralebilirler. Hucreler
dokudan izole edilip uygun kosullarda ¢ogaltildiktan sonra tum mevcut substrati isgal
edene kadar ki kultar primer kdltirdiir. Bu evreden sonra hucreler, taze besiyerli yeni bir

kapta alt kaltare alinmahdir.
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Figl: the flow chart for primary cell culture
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Birincil Kultur

Belirli yagam suresine sahiptir.

Heterojen huicre populasyonu igerir.

Birincil kultarin alt kualtiire alinmasi hiucre hatlarinin olugmasina sebep
olur.

Hicre hatlann simirh yasam suresine sahiptir, yaslanmadan once
pasajlanmalari gerekir.

Makrofaj ve noron tipi hucreler in vitro bolunmediklerinden dolayi birincil
kiiltur olarak kullanilabilirler.
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Birincil Kultur elde edebilmek icin 2 temel metot
bulunmaktadir:

1. Explant Kultur:

v Dokudan izole edilen
Kucuk parcalar cam ya da
plastik kultur kaplarina ekilir
ve besiyerinde kulture edilir.

v" Birkag¢ gun sonra hicreler
doku explantindan,
bolunup buyuyecekleri
kultur  kabinin  yuzeyine
gecerler.




2. Enzimatik parcalama:

v Daha sik kullanilan yéntemdir.

v Isleme oncelikle toplu hade
bulunan htcreleri ayristirmak
icin doku pargasina tripsin ya
da kollajenaz gibi proteolitik
enzimler eklenerek baslanir.

v" Bu olay tekli hicrelerden bir
sispansiyon elde edilmesini
saglar. Daha sonra bu hucreler
besiyeri iceren kultlir kabina
alinir.

Remove
tissue

Mince or
chop

Digest with
proteolytic
enzymes

Place in
culture
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Alt Kultur

Alt kdltire alma (pasajlama), besiyerinin atilmasi ve hucrelerin eski kultirden
yeni besiyerine alinmasidir. Hilcre hattinin genislemesine olanak saglar.
Kalturde huacrelerin bayumesi duraklama fazindan ekimin yapildigi logaritmik

faza kadar gecen surede devam eder.
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Alt Kultur

Yapisan kultirde eger hucreler butun substrati isgel ettiyse ve buyume igin yer
kalmadiysa, ya da hucreler suspansiyon kulturde besiyerinin buyumeyi

saglama kapasitesini astiysa, hucre ¢gogalmasi hizl bir sekilde duser ve durur.
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Suspansiyon Kultur

Suspansiyon kultire uyum saglayabilen hicreler icin uygundur (Or.,
hematopoetik). Doku kdltard amagh hazirlanmamis kultar kaplarinda
surdurulebilir fakat yeterli gaz degisimi i¢in sallama ve karistirma gibi uyarilara
ihtiya¢ vardir. Pasajlama daha kolaydir, fakat buyumeyi takip edebilmek igin

gunluk hucre sayimi ve canlilik olgumu gereklidir.
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Yapisan Kultur

* Yapisan hucreler bluyume icin baglanacak
yvizeye ihtiyac duyar. Cogu hucre tipi icin
uygundur. Omurgalilardan elde edilen
hicrelerin cogu destege bagimlidir ve hicre
adhezyonuna ve vyayilmasina uygun bir
substratin Uzerinde kulture edilmelidir.
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Belirli stirelerde pasajlama yapilir. Pasajlama daha kolaydir, bliyiimeyi uyarmak
icin ktltar dilue edilebilir.

Hicrelerin gorintilenmesi daha kolaydir. Hiicrelerin gorintilenmesi daha zordur.

Hlcreler enzimatik ya da mekanik yolla Enzimatik ya da mekanik ayristirmaya gerek
ayristirilir. yoktur.

Yulizey alani buytumeyi sinirlar. Besiyerindeki hiicre konsantrasyonu
blylumeyi sinirlar.

Sitoloji amach kullanilir. Protein yigini elde etmek igin kullanilr.
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Kulturdeki Hucrelerin Morfolojisi

Kulturdeki hucreleri, sekillerine ve gorunuslerine gore 3 temel kategoriye
ayirmak mumkuanddr.

1. Fibroblastik Hucreler

2. Epitelyal-benzeri Hucreler

3. Lenfoblast-benzeri Hucreler
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Fibroblastik Hucreler

Cift kutuplu veya ¢ok kutuplu, uzamig sekilli ve bir substrata tutunarak buyuyen

hucrelerdir.
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Epitelyal-benzeri Hucreler

Cokgen ve duzenli sekilleri olan, bir substrata ayrik olarak tutunan

hucrelerdir.
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Lenfoblast-benzeri Hucreler

Kure sekilli, cogunlukla stspansiyon igerisine, bit yluzeye tutunmadan

buyuyen hucrelerdir.
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Kanser Hucre Kulturu

Kanser hucre kulturanun ilk yapitaslari

1885 ilk doku (tavuk) in vitro ortamda bir stire sirdirilmustir. Wilhem Roux

1898 lIk insan dokusu (deri) in vitro ortamda strdGrilmistdr. Ljunggren

1903 IIk doku (semender |8kositi) 1ay strdirtimistdr. Jolly

1907 lIk fonksiyonel deney (kurbagda sinir lifi blylimesi) Ross Harrison

1911 Canhlik ve bliyume igin gerekli olan besiyerinin igerigi Warren Lewis

1922 Ik epitel hiicre kltdrd Albert Ebeling

1943 ilk kemirgen hiicre hatti Wilton Earle, George
Gey

1951 ilk devam eden insan kanser hiicre hatti George Gey

1961 Normal hucreler kultarde sinirli bir yagam suresine sahiptir. Hayflick/Moorhead

1965 Serumsuz besiyerinin ilk tanimi Ham
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Solid tumor
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TRENDS in Biotechnology

Schematic representation of the process of primary tumor cell line establishment. Primary neoplastic mass is dissociated either by enzymatic,
chemical, or mechanical method according to tissue origin. Tumor cells are enriched from single cell suspensions by 2D, 3D, explant,
precision-cut, sandwich, or cancer stem cell isolation method. These cells are cultured with medium by adding suitable tissue-specific
supplements.



Hucre Hatti

Ik alt kdltiriin ardindan primer kdltir, hiicre hatti veya subklon olarak
adlandirilir.

Primer kulturden gelisen hucre hatlari sinirli bir yasam siresine sahiptir
ve pasaj edildikce, yuksek buyume hizi gosteren hucreler ustun gelirler

ve populasyonda genotipik ve fenotipik tekduzelik ortaya c¢ikmaya

baslar.
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Hucre Soyu

Hucre hattindan bir hucre populasyonu pozitif olarak secilip klonlama

veya diger metotlarla kultare edildiginde, bu hucre hatti hiicre soyu

haline gelmeye baslar.
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Sonlu & Surekli Hucre Hatti

Normal

hucreler,

proliferasyon yeteneklerini kaybetmeden once

genellikle limitli sayida cogalma gosterirler. Bu genetik olarak, senesens

olarak tanimlanir. Bu hucreler, sonlu hucreler olarak bilinir.

Transit amplifying progenitor, or precursor (TAF), cells
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Figure 1.3. Origin of cell lines. Diagrammatic representation of progression from totipotent stem cell,
through tissue stem cell (single or multiple lineage committed) to transit amplifying progenitor cell com-
partment. Exit from this compartment to the differentiated cell pool (far right) is limited by the pressure on
the progenitor compartment (o proliferate. Italicized text suggesis fate of cells in culture and indicates that
the bulk of caltured cells probably derive from the progenitor cell compartment, because of their capacity
to replicate, but accepts that stem cells may be present but will need a favorable growth factor environment
to become a significant proportion of the cells in the culture. [From Freshney, 2005.]
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Sonlu & Surekli Hucre Hatti

Bununla beraber, transformasyon adi verilen spontan, kimyasal ya da
viral olarak gerceklesen bir islem ile bazi hucre hatlari dlumsuz (immortal)
hale getirilebilir. Sonlu bir hucre hatti, transformasyon ile sinirsiz boliunme

yetenegi kazandiginda sirekli hiicre hatti haline gelir.
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A tissue is 0 Cells are suspended o Normal cells or primary cells grow
treated with enzymes in culture medium. in a monolayer across the glass or
to separate the cells. plastic container. Transformed
cells or continuous cell cultures
do not grow in a monolayer.
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Surekli Hucre Hatti

Insan hiicre hatt

v" MCF-7 Akciger kanseri Birincil hiicre hatt

v HLB60 Lenfoma v’ Vero Afrika yesil maymun bébrek

_ epitel hucreleri
v HEK-293 Insan embriyonik soy

v Hela Henrietta eksikligi

v' CHO Fare icin v Sf9 ve Sf21 Boécek hlicrelerinden
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