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FARE KEMİK İLİĞİ İZOLASYONU

 Kemik iliği izolasyonunda kullanılacak olan deney hayvanı çeşitli anestezikler ile
bayıltılır. Anesteziklerin dozu deney hayvanların kilo,yaş ve cinsiyetine göre
değişmektedir.

 Dorsal veya ventral olarak yatırılan farenin kesilecek tarafı %70’lik etanol ile
silinerek olası kontaminasyon engellenir.

 Steril cerrahi makas kullanılarak farenin femur başından ayrılma yapılır.





FARE KEMİK İLİĞİ İZOLASYONU

Dissekte edilen femur ve tibia, önce makas yardımıyla sonrasında steril sargı
beziyle kas ve yağdan ayrılır.
Ayrılan kemik parçaları enfeksiyonları önlemek için 5-10 dk süreyle %70’lik etanol
içerisine konulur.



FARE KEMİK İLİĞİ İZOLASYONU

Femur iki başından steril makasla kesilerek kemik iliğine ulaşım sağlanır.
İnsulin şırıngası ve değişen G’lerdeki iğneler kullanılarak kemik iliği steril PBS/HBSS ile
flush yapılır.
Toplanan kemik iliği hücreleri 50 mL’lik tüplere aktarılır.



FARE KEMİK İLİĞİ İZOLASYONU

 BM hücre süspansiyonu santrifüj edilir.
Santrifüj aşamasından sonra pellet kısmı alınarak hücre kültürü için hücre kültür
kaplarına ekim yapılır. https://www.youtube.com/watch?v=Dnvq_wMZ2fI

https://www.youtube.com/watch?v=Dnvq_wMZ2fI


Kemik iliğinde bulunan hücreler:
•Eritrositler
•Akyuvarlar
•Trombositler
•Hematopoetik Progenitörler
•Endotelyal Progenitörler
•Mezenkimal Kök Hücreler

PERİFERAL KANDAN MONONÜKLEER HÜCRE İZOLASYONU



PERİFERAL KANDAN MONONÜKLEER HÜCRE İZOLASYONU



PERİFERAL KANDAN MONONÜKLEER HÜCRE İZOLASYONU

Transplantasyon sırasında



PERİFERAL KANDAN MONONÜKLEER HÜCRE İZOLASYONU

Ficoll ile periferal kandan mononükleer hücre izolasyonu:
https://www.youtube.com/watch?v=6lsldFFMEhE

https://www.youtube.com/watch?v=Ee3hu4PoBVs

https://www.youtube.com/watch?v=6lsldFFMEhE
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ADİPOZ DOKUDAN MEZENKİMAL KÖK HÜCRE İZOLASYONU



ADİPOZ DOKUDAN MEZENKİMAL KÖK HÜCRE İZOLASYONU



Video: 
https://www.youtube.com/watch?v=k3sSJA8C4Xs

ADİPOZ DOKUDAN MEZENKİMAL KÖK HÜCRE İZOLASYONU



EXPLANT HÜCRE KÜLTÜRÜ



EXPLANT HÜCRE KÜLTÜRÜ
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PRİMER HÜCRE KÜLTÜRÜ 

Hücre kültüründe izlenecek yollar:

Hücre Pasajlaması

 Tripsinizasyon

Hücre Sayımı

Hücrelerin Dondurulması(Kriyoprezervasyon)

Hücrelerin Çözülmesi



 Hücreler pasajlanabilmeleri için hücre kültür petrilerinin yüzeyini
tamamen kaplamış olmalıdır. Böyle petrilere ‘konfluent petriler’ denir.

 Konfluent petrilerin üzerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklaştırılır.

 Hücreler serumdan arındırılmak için steril PBS ile yıkanır.

 PBS aspire edilerek uzaklaştırılır. Hücreler inkübatörde tripsinle 5 dakika
inkübe edilir.

 Tripsin, hacminin en az iki katı serumlu besiyeriyle inhibe edilir.

 Hücreler pipetlenerek tek hücre süspansiyonu haline getirilir ve bir falkon
tüpe aktarılır. Tüpe 2-3 ml daha medyum ilave edilir.

 Hücre süspansiyonu santrifüjlenir (1000-1500 rpm 5 dakika), süpernatant
uzaklaştırılır.

 Hücreler 1 ml besiyerinde sulandırılır ve sayılırlar.

 Petrilere ekimler yapılır.

https://www.youtube.com/watch?v=W4HuxXSq8Vw

https://www.youtube.com/watch?v=I-yJccyZUWw

HÜCRE PASAJLAMA

https://www.youtube.com/watch?v=W4HuxXSq8Vw


hMSC-Bone Marrow 4 days



 Tripsin hücre pasajlamalarında kullanılan temel enzimdir.
Tripsin, bir serin proteaz tipi enzimdir, lizin ve arjinin
aminoasitlerinden peptidleri yıkar.

 Tripsin kullanımında dikkat edilmesi gereken bazı noktalar
şunlardır:

 -20 ºC’de saklanır, daha yüksek sıcaklıklarda bekleyen
tripsinin aktivitesi düşer, bu yüzden oligotlanarak saklanması
en uygunudur.

 Serum tripsin inhibitörlerini içerir, hücrelere tripsin
uygulanmadan önce mutlaka bir kere Ca ve Mg içermeyen
PBS ile yıkanmalı ve yüzeylerindeki serum uzaklaştırılmalıdır.

TRİPSİNİZASYON  



 Tripsin hücrelerin yüzeyini örtecek kadar uygulanır.

 Tripsin sıcaklık arttıkça daha etkili çalışır. Tripsin uygulanan 
hücreler inkübatöre konduklarında daha çabuk yüzeylerden 
ayrılırlar, oda sıcaklığındaysa daha yavaş ayrılırlar. 

 Hücreler yüzeyden ayrılır ayrılmaz tripsinin inhibe edilmesi 
önemlidir. Tripsin hücreleri yüzeyden ayırdıktan sonra hücre 
membranlarına zarar vermeye başlar. 



 Hücrelerin yüzeylerden ayrılma hızı değişebilir. Besiyerindeki
serum oranı, hücre tipi, petrideki hücre yoğunluğu, tripsinin
aktivitesi ve son pasaj üzerinden geçen zamana göre hücreler
farklı zamanlarda kalkarlar.

 Farklı şişelerdeki tripsinler birbirlerine her zaman eş değer
olmayabilir.

 Tripsini inhibe etmek için tripsin hacminin en az iki katı kadar
%10 FCS’li besiyeri uygulanmalıdır. Daha sonra hücreler
pipetlenerek birbirlerinden ayrılırlar.



Tripsinizasyon

Tripsin - EDTA

5 dk İnkübasyon





Tripsin blokajı ve yıkama

Tekrar kültür ve tripsinizasyon ile 2-6 pasaj

Serum içeren Media veya PBS

800G 10 dk



• Hücre sayılarının hesaplanması 1 
ml kültür medyumunda 
sulandırılan hücre 
süspansiyonundan 10 µl alınarak 
ependorf tüpe konur ve üzerine 
90 µl Tripan Blue boyası konarak 
karıştırılır. Bu karışım Toma
lamına konur, toma lamından 5 
bölme sayılır, bulunan sayı 
sulandırma miktarı x50.000 sayısı 
ile çarpılır. Sonuç olarak 1 ml 
medyumda kaç milyon hücre 
olduğu bulunur.

HÜCRE SAYIMI   



• https://www.youtube.com/watch?v=pP0xERLUhyc

https://www.youtube.com/watch?v=pP0xERLUhyc

