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Hucre kulturunde temel islemler:
besiyeri hazirlama, hucre ekimi,
besiyeri degistirme, alt kulture gecis,
hucre sayimi, pasajlama,
kontaminasyon kontrolu, kulturun
surdurulmesi ve takip edilmesi
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Besiyeri Hazirlama

« Besiyeri kullanilmadan 6nce su banyosunun icinde (yaklasik 10 dak)
37°C’ye 1sitilmalidir. Besiyerinin igindeki bazi bilesenler (antibiyotik)

uzun sure sicakta beklemeye dayanikl degildir.
» Genelde besiyeri icin kullanilan maddeler ve oranlari:
v" % 10 FBS (Fetal Sigir Serumu)
v" % 1 Pen-STREP (100 U penicillin/0.1 mg/mL streptomycin)
v" % 1 L-glutamin

v Kalan kisim: Tercih edilen besiyeri (DMEM, a-MEM, DMEM-
F12,..)
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SERUM

« Serum pahalidir. Her zaman porsiyonlanip dondurularak saklanmalidir.

« Besiyerine kullanmadan once eklenir. Erimis parcgalar tekrar dondurulmadan
buzdolabinda bir stre saklanabilir.

Bilinmesi gerekenler:

Serumun ylzdesi: %5-20

Serumun tipi: Standart olan dana serumudur. Fetal dana serumunun tercih

edildigi huicreler mevcuttur.

Isi ile inaktive edilmis mi: Donmus serum eritildikten sonra 56°C’de 30 dak
tutulup inaktive edilir ve porsionlanip tekrar dondurularak protokol

tamamlanir.
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Besiyeri Degisimi

Devam eden Kkdlturlerde besiyeri 2-3 gun araliklarla taze besiyeri ile
degistiriimelidir. Besiyeri degistirilirken pipet ucunun herhangi bir yere
degmemesine ve atik kabinin temiz olmasina dikkat edilmelidir. Taze
besiyeri pipetle stoktan alinmamali, kullanilacak kadari baska bir kaba
alinmali ve buradan kullaniimalidir. Farkl hucre tipleri icin ayni pipet
kullaniimamali, siklikla pipet degisimi yapilmalidir.

Besiyerinin rengi: Besiyerlerinin gogunda pH indikatord bulunur. Sari ise
asidite, mor gibi ise alkaliligi isaret eder. Besiyerinin ¢cok bazik veya asidik
olmasi kontaminasyonu, fazla Uremis kultaru, 6lmus kalturtd, veya hatali
CO0, Olgim veya verimini igaret eder.
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ALT KULTURE GEGCIS

Cogu zaman birincil kultirden elde edilen
hicre sayisi nakil igi yeterli olmayabilir.
Alt kdltire alma, hlcre populasyonunu
artirma, yuksek buyime orani elde etme,
karakterizasyon icin  kdltur  goklugu
saglama, dondurarak saklama ve
deneme yapma sansi vermektedir. Sonug
olarak, alt kdltire alma, hucrelerin
birbirinden ayrilmasina ve tek- hucre
suspansiyonu elde etmeye olanak saglar.
Dusuk  konsantrasyonlu  bu  hicre
suspansiyonunu yeniden ekim ikicil

kultare gecilmesini saglar.

PASSAGE CELLS \

Mark differentiation
and aspirate madium.

Confirm colony peeling, then aspirate
Collagenase solution, Gently rinse with
Iml/well DMEM/F-12, Aspirate,

Afterthe calls are removed
from the surface of the well,
pool the contents of the
scraped wellsinto a sterile
conical tube,

Add 1mi/well Collagenase
solution, Incubate for 5-7 min.
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Mix cells and evenly plate cell
suspension into prepared MEF plate.
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HUCRE SAYIMI

Otomatik Hucre Sayici

Hucre canliligi testi icin standart tripan blue teknigini kullanan, dijital
goruntu yakalayan, hucre sayimi, hucre boyutu ve hucre
populasyonundaki yuzde canlilik oranini veren sofistike goruntu analiz

programidir.

Figure 1—Countess™ Automated Cell Counter. The Countess™ Automated Cell Counter eliminates the tedium and subjectivity of manual cell counting. Automated count-
ing frees up your time, reduces eye strain, and minimizes subjective judgments that can lead to error. It takes 3 simple steps: (A) Mix 10 plL of sample with 10 L of trypan
blue, and pipet into Countess™ chamber slide. (B) Insert slide into the instrument. (C) Press the “Count cells® button, and results are displayed in 30 seconds.
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Otomatik Hucre Sayici-2

Cihaz, taze ve homojen hucre ornegi ile en iyi sonucu vermektedir. Hlucreler yaklasik
1 x 106 hucre/mL konsantrasyon ile toplanir ve suspanse edilir. Hicreler esit hacimdeki
0.4% trypan blue ile karistirilir ve karisimdan alinan 10 pyL ornek tek kullanimlik chamber
slidelara transfer edilir. Slide cihaz igerisine vyerlestirilir ve ekrana gelen gorunti
hemasitometrede ki 4 tane 1 x 1 mm’ lik kareye karsilik gelmektedir. Ardindan, tek tus
yardimiyla goruntt analizi baslar ve toplam hucre/mL, canli hucre/mL, OlG hucre/mL

olarak sonuclar ekranda cikar.
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Hemasitometre-1

Hemasitometre her biri 1 x 1 mm olan 9 kareye bolunmus iki bolmesi olan,
orguld-cam lamlarin kullanildigr bir metottur. Hucre suspansiyonu kapiler
hareketlerle bolmeye dogru ilerler. Hucreler her 1 x 1 mm kare icin 0.1 uL
olacak sekilde uzanir ve manuel olarak sayilir. Her kare igin hesaplanan hucre
sayisi ve seyreltme faktort mililitredeki orijinal hicre konsantrasyonunu (hucre

sayisi/ml) hesaplamak icin kullanilr.

- count
=== don’t count
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Hemasitometre-2

Mikroskopla chamber a bakildiginda, chamber daki hiucre miktar sayilarak
belirlenebilir. Butun hemasitometreler her biri 1 x 1 mm boyutunda 9 kare iceren
2 chamber igerir. Her karenin toplam hacmi 1.0 mm? x 0.1 mm ya da 0.1 mm3 ,
ya da 10%4 cm?® tir. 1 cm3 1ml ye esdegerdir, ml' deki hlicre konsantrasyonu ise
ortalama her bir kare x 10% ‘tir. Eger herhangi bir seyreltme varsa hlcre

konsantrasyonu hesaplanirken formule ilave edilmelidir.

Hiicre Konsantrasonu (Hiicre/ml)=(Toplam hiicre sayisi/karenin

alani)x10*
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Step 2. Ornegi hazirla

Step 1. Hemasitometreyi hazirla.

Cam cover slipi chamber slide’in Uzerine yerlestir.

Hemasitometreyi temizle ve cover slipi 70% EtOH ile
temizle.

10 pl hdcre 6rnegini hemasitometreye yerlegtir.
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Step 3. Ornekteki hiicreleri say.

Hemasitometreyi mikroskop altina yerlestir ve hicre sayimini yap.

Koselerde bulunan dort buyuk karedeki toplam hicre sayisini
hesapla. Egder hlcreler kose karelerdeki 4 c¢eper tarafina da

dokunuyorsa , yalnizca iki taraftaki hucreleri say, 2 dis yan ya da iki

i¢ yan.
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Kontaminasyon sebebiyle kultir kaybi en yaygin hucre kualtur problemlerinden biridir.Kultar
kontaminasyonlari biyolojik ya da kimyasal, gorunur ya da goérunmez, zararli ya da yararl olabilir
fakat sonugta sizin arastirmanizin kalitesini dusurdr. Kontaminasyon problemleri 3 sinifa
ayrilabilir:

v Kiiguk sikintilar: Kaplar ya da flasklar kontaminasyon sebebiyle kaybedilebilir.

v Ciddi problemler: Kontaminasyon arttiginda deney ya da hicre kilttiri kaybedilebilir.

v Bluyilik felaketler: gegmis ya da devam eden calismalar ile ilgili dogrulugunun

sorgulanmasina sebep olabilir.

Zaman, para ve efor kaybi Kultar Gzerine olumsuz etkiler

Hatali ya da yanlis sonuglar Degerli Uranlerin kaybi

Kisisel utang

Prof. Dr. Eser ELCIN



Buyuk Hucre Kultur Kontaminasyonlari

Kimyasal kontaminasyon

Kimyasal kontaminasyon, kultur
sistemi  Uzerinde istenmeyen
etkilere sebep olan bazi cansiz
maddelerin bulunmasidir.
Ornegin; cesitli besinler yeterince
yuksek konsantrasyonlarda toksik

etki gostermeye baslarlar.

Figure 1. Chemical contamination
is often overlooked as a source of
cell growth problems.
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Potansiyel Kimyasal Kontaminasyon Turleri ve Kaynaklari

Metal iyonlari, endotoksinler ve besiyeri, serum ve suda ki diger kirlilikler

Plastik tup ve saklama siselerindeki plastiklestiriciler

Triptofan, riboflavin ya da HEPES’in fotoaktivasyonu ile besiyerinde sebest radikallerin
aciga cikmasi

Cam malzeme ya da pipetlerde deterjanlar ya da dezenfektanlardan kalan tortular,

CO, inkubatorunde kullanilan gazlardaki kirlilik
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Besiyer!

Kimyasal kontaminasyonlarin buayudk bir kismi hdcre kualtar besiyerinde bulunur ve
reaktiflerden, sudan ya da serum gibi katkilardan gelir. Reaktifler her zaman yuksek kalite
ve saflikta olmalidir. Ureticisi ya da daha 6nce bu Grtind kullanan arastirmacilar tarafindan
hacre kultur calismalarinda kullanim igin  onayli olmalidir. Besiyeri hazirlama
protokolindeki hatalar ve reaktif tartimi ise diger kimyasal kontaminasyon sebepleri

arasindadir.

Serum

Kimyasal ve biyolojik kontaminasyonlarin ortak sebeplerinden biri de besiyerinde kullanilan
serumdur. Serum proteinleri, 0Ozellikle agir metaller, kimyasal kontaminasyonun
sebeplerinden biri olabilmektedir. Bu sebeple, serum igeren besiyerinden serumsuz

besiyerine gecis bu toksik kimyasal kontaminasyonlarin agiga cikmasina sebep olabilir.

Prof. Dr. Eser ELCIN



Su

Besiyeri hazirlamak icin ve cam malzemelerin yikanmasi icin kullanilan su; kimyasal
kontaminasyonun en onemli sebeplerinden biridir ve 6zel 6zen ister. Genel olarak, iki ya da
uc cam destilasyonu hucre kultur besiyeri ve ¢ozeltilerinde kullanilan ylksek kalitede ki su

icin en onemli kaynaktir.
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