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Dersin Icerigi

* 1 Hucre kllturinde temel kavram ve tanimlar, kilttrdeki hicrelerin biyolojisi
» 2 Laboratuarda ve hiicre kiiltiri laboratuarinda givenli galisma ilkeleri; Asepti ve sterilizasyonun ilkeleri ve uygulama yontemleri
* 3 Hucre kulturd laboratuarinin, ilgili cihaz-ekipmanlarin ve diger malzemelerin tanitiimasi

» 4 Hucre kiltiriinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik parametreler, kultir ortaminin 6zellikleri, gogalma kinetigi ve popiilasyon katlanmasi;
besiyerlerinin 6zellikleri

« 5 IH[]cre kultira cesitleri ve 6zellikleri (primer kiltdr, hiicre hatlari, sispansiyon kultiir, adhezif kiltir, kanser hiicreleri) ve Literatir
calismasi.

* 6 Hucre kulturinde temel islemler: besiyeri hazirlama, hiicre ekimi, besiyeri degistirme, alt kiltiire gegis, hiicre sayimi, pasajlama,
kontaminasyon kontrolu, kiltirtn surduriimesi ve takip edilmesi

» 7 Hucre kulturinde temel islemler: besiyeri hazirlama, hicre ekimi, besiyeri degistirme, alt kultlre gegis, hiicre sayimi, pasajlama,
kontaminasyon kontrold, kiltirtn sdrdurilimesi ve takip edilmesi.

» 8 Hucre kulturinde temel islemler: besiyeri hazirlama, hiicre ekimi, besiyeri degistirme, alt klltire gegis, hiicre sayimi, pasajlama,
kontaminasyon kontrold, kiltirtn sirdirilmesi ve takip edilmesi

* 9 Model canli olarak Siganin kemik iliginden multipotent stromal hiicrelerin izolasyonu, primer kiltur ve hiicrelerin tanimlanmasi (lg¢-
nesile farklilastirma ve cfu-f deneyi)

* 10 Model canli olarak Sigcanin kemik iliginden multipotent stromal hiicrelerin izolasyonu, primer kulttrd ve hicrelerin tanimlanmasi
(tg-nesile farklhlastirma ve cfu-f deneyi)

* 11 Model canli olarak Siganin kemik iliginden multipotent stromal hiicrelerin izolasyonu, primer kiltiirii ve hiicrelerin tanimlanmasi
(Gg-nesile farklilastirma ve cfu-f deneyi)

» 12 Kriyoprezervasyonun ilkeleri; Hicre dondurma, ¢ézme ve tekrar kiiltiire alma; ve Literatlr ¢calismasi
* 13 GMP laboratuarinda hicre kiltird, blyUk-6lgekte tretim ve Literatlr calismasi
* 14 GMP laboratuarinda hicre klltird, blyUk-6lgekte tretim ve Literatlr calismasi



TEMEL ARASTIRMA TEKNIKLERI

1. HAFTA:
HUCRE BiYOLOJISI-HUCRE KULTURU

Huicre kulturinde temel kavram ve tanimlar, kiltdrdeki hticrelerin biyolojisi
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Hlcre Biyolojisi

***Hlcre biyolojisi, hiicre yapisi ve fonksiyonuyla ilgili
calismalari kapsar ve ‘Hiicre yasamin temel birimidir.
kavrami etrafinda sekillenir.

‘*Hlcrenin  Gzerine  yogunlasilmasi,  hicrelerin
olusturdugu doku ve organizmalarla ilgili ayrintih bir
bilgi edinmemizi saglamaktadir.
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Hucre Biyolojisinin Dogusu-1

% 1665 Robert Hook, 1sik mikroskobunda sise mantarini incelemis ve etraflari

cagdas hucre biyolojisine gecisi sagladi.

Prof. Dr. Eser ELCIN



Hucre Biyolojisinin Dogusu-2

%* 1852’de Remak ve 1880°de Fleming hiicre bdlinmesini incelemislerdir.

s 1940’lar, her gen kendi Grinunl Uretir (Beadle ve Tatum, bir gen-bir
enzim, Nobel 1948) ve genetik materyal DNA'dir (Avery ve Mc Carty,
Griffts, 1944).

George Wells Edwa Lawrie

Beadle Tatum
(1903 - 1989) (1909 - 1975)
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Hucre Biyolojisinin Dogusu-3

s 1950’lerde Linus Pauling proteinlerin ve James Watson ile

Francis Crick

yapisini tanimlamislardir.

s 1955 yilinda Harry Eagle, hayvan hicrelerinin blylmesini saglayan

‘Eagle’s minimal essential medium’ besiyerini gelistirdi.

Prof. Dr. Eser ELCIN




ORGANIZASYON:

Clraulatory system

Celks in the human body organize themselves into increasingly complex structures and systems. (From Prembumar K. The
Massage Connection Anatomy and Physiclegy. Baltimore: Lippincott, Williams & Wilkins, 2004.)
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a Emergence of latent intrinsic order
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Nature 493, 318-326 (17 January 2013)
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Hiicreler genetik programa sahiptir: Organizmalar genlerinin kodladigi bilgiye gore
olusurlar. Bu buylik miktardaki bilgi cekirdek icinde yer alan kromozomlar

uzerinde paketlenmistir.

Hiicreler kendini cogaltma yetenegine sahiptir: Bir ana hiicreden iki yeni yavru hicre
olusmadan 6nce genetik materyal iki katina ¢ikar ve her bir yeni yavru hiicre ana

hicre ile ayni genetik materyali tasir.

Hiicreler Enerjiyi Kazanir ve Kullanir: l1sigin enerjisi fotosentetik hicrelerin
membranlarinda bulunan stk absorblayan pigmentler tarfindan tutulur. Isik
enerjisi fotosentez ile kimyasal enerjiye donustirilir ve nisasta ve sukroz gibi
karbonhidratlarda enerji seklinde depolanir. Glukozun pargalanmasiyla olusan
enerji ATP’de depolanir. Hiicre makromolekdlleri, organelleri parcalayarak ve
yveniden olusturarak ¢ok fazla miktarda enerji harcar. Boylece hiicre devamliligini

saglar degisen kosullara kolaylikla uyum saglar.
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Hiicreler ¢ok c¢esitli kimyasal reaksiyonu basariyla gergeklestirirler: Huicrelerdeki kimyasal
reaksiyonlar enzimler tarafindan katalizlenmektedir. Biz, enzimler tarafindan katalizlenen
bitin reaksiyonlari metabolizmma adi altinda toplayabiliriz. Metabolizma, oldukg¢a koordine
ve maksatlh ilerleyen bir hilicre faaliyetidir; bu faaliyette pek cok enzim sistemi gorev

almaktadir.

Metabolizma
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Hucreler temelde 2 buyiik sinifa ayrilir:

Prokaryot ve Okaryot hiicrelerin karsilastiriimasi

Karakter Prokaryot hiicre Okaryot hiicre
Boyut Kiglk Blylik
Hlcre membrani Hlcre duvari Plazma membrani
Organeller Yok Belli organeller var
(Mitokondri, cekirdek, lizozom)
Cekirdek Yok Var
Enerji metabolizmasi Mitokondri yok, enerji Enerji metabolizmasini
metabolizmasini saglayan saglayan enzimler
enzimler membrana bagl. mitokondride bulunuyor.
Hicre bolinmesi Bolinme Mitoz
DNA icerigi 1x10° to 5x10° 1.5x107 to 5x10°
Sitoplazma Organeller ve hiicre iskeleti Organeller ve hlicre iskeleti
yok var

http://www.biologydiscussion.com/cell/unit-of-life/cell-the-basic-unit-of-life-with-diagram/11099



Prokaryot hiicre (Bailey, 2015)
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Okaryot hiicre (Anonymous, 2013)
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Hiicre Kulturu-1

% Hucre kultard, prokaryot, okaryot ve bitki hucrelerinin dogal ortamlari disinda kontrolli kosullar
altinda buydtuldugu islemdir. Fakat pratikte genellikle kadltur i¢in hayvan hucreleri tercih

edilmektedir.

=N
£

< Ik kez 1885 yilinda Roux embriyonik civciv hiicrelerini hiicre kiltiriinde devam ettirebilmistir. \é

% 1897: Loeb, serumda kandan ve bag dokudan izole edilen hucrelerin canlihdini gostermigtir.

% 1903: Jolly, in vitro ortamda semender I0kositlerindeki hiicre bolinmesini gozlemlemistir. 1%
K\

% Hucre kultaru ilk kez 1907 yilinda Ross Harrison tarafindan basariyla gerceklestiriimistir.

% 1910: Burrows, tavuk embriyo hiicrelerinin uzun sireli kiltirini basariyla gergeklestirmistir. &,

Prof. Dr. Eser ELCIN



Hiicre Kulturu-2

» 1911: Lewis deniz suyu, serum, embriyo ekstrakti, tuz iceren ilk sivi besiyerini
hazirlamistir.

» 1913: Carrel hiicrelerin uzun sire kiltlire edilebilecegi aseptik teknikler gelistirmistir.

%+ 1916: Rous ve Jones yapisik hiicreleri yluzeyden kaldirabilmek icin proteolitik bir enzim
olan tripsini tanitmistir.

s 1923: Carrel ve Baker ilk kez ‘T-flask’ adi verilen hiicre kultir kabini gelistirmis ve
hicrelerin kiltturdeki mikroskobik gelisimini incelemislerdir.

«* 1927: Carrel ve Rivera ‘Vaccinia’ adi verilen ilk asiyi gelistirmislerdir.

»  1933: Gey silindir tip teknolojisini gelistirmistir.
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Hiicre Kiiltiir Teknolojisindeki Onemli
Gelismeler

llk gelisme kontaminasyona sebep olan
Kirliliklerin buyumesini engelleyen
antibiyotiklerin kullanimidir.

Ikincisi, tripsin kullanilarak tabana

yapisan hucrelerin kaldirilarak bagka bir
kultur kabina alinmasidir.

Uclinciisu ise kultiir besiyeri olarak
tanimlanan kimyasalin kullanimidir.
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Peki Hucre Kulturu Ne Amacla Kullanilir?

« Temel hucre biyolojisi, ilaclarin hucre

Model Sistemlerde

uzerindeki etkieri

Toksisite testlerinde * Yeni ilaclarin etkileri

 Cesitli kimyasallarin, viris ve radyasyonun
Kanser

aragtlrmalarlnda normal hucre kulturlerinin kanser hucresine

dontsumu Uzerine etkiler
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Peki Hucre Kulturu Ne Amacla Kullanilir?

Viroloji « Asi (retimi icin virs kiiltirii yapilmasi

CENRENIA e Eale i [le]  « Ticari proteinlerin tretimi

* Fonksiyonel gene sahip olan hucrelerin,
olmayanlarin yerine gegmesi

Gen terapisi
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Doku Kulturu-1

Organ, doku ve hidcrelerin belirtilen sicaklikta inkibatér ve hiicre besinleri
iceren besiyeri ve blylme faktérleri kullanilarak in vitro kiltivasyonu doku

kultiurd olarak tanimlanir.
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Primer (Birincil) Kultur

v Hucrelerin bir organizmadan cerrahi ya da enzimatik olarak ¢ikarilip uygun
kGltir ortamina alinmasi ve o ortamda kulture edilmesi primer kualtur olarak
adlandirilir.

v Primer hicreler sinirli yasam siresine sahiptir.

v'Primer kultlrler cok heterojen bir hiicre popillasyonuna sahiptir.
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Alt-Kultur/Primer (Birincil) Kulturun
Pasajlanmasi-Hucre Hatti

v llk alt kiltarin ardindan primer kiltir, hiicre hatti veya subklon

olarak adlandirilir.

v Primer kultirden gelisen hicre hatlari limitli bir yasam stresine
sahiptir ve pasaj edildikge, yuksek buyume hizi gosteren hucreler
ustun gelirler ve populasyonda genotipik ve fenotipik tekduzelik

ortaya ¢ikmaya baslar.
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| HOLM-2*
. LP-I
Karpas-707
RPMI-8226
U-266/70
\ U-266/84
MOLT-4 . '
K-562 HEL
HMC-1
CELL DESCRIPTION
M5C Multipotent stem cell
LFC Lymphocyte progenitor cell
EPC Erythrocyte progenitor cell
MCPC Mast cell progenitor cell
|: . MPC Monocytic progenitor cell
/ B B lymphocyte
T T lymphocyte
. Er Erythrocyte
MIC Mast cell
\ Gr Granulocyte
E u-a37 M Monocyte
THP-1 PC Plasma cell

* Information regarding the relation of HDLM-2 (Hodgkin lymphoma) to B-cell development is inconclusive.
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ABETTER BREW

Advancesin cell culture media mean that scientists increasingly know what has gone
into the mix, and cells are enjoying a more natural environment — even in the lab.

An artistically enhanced scanning electron
micrograph of a liver-cancer-cell spheroid.
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Mikhail Kolonin (left) and Alexes Daquinag at the University of Texas study adipose tissue and stem cells.

Glauco Souza has made microtissues with
invivo-like morphology and protein production.
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N3D BOSCIENCES

THERMO AISHER SCIENTIFIC

Microtissues such as these colorectal-cancer celis Stem cells are often kept in liquid nitrogen at —196 °C, but the recovety rate is low.
can be grown in spheres without scaffolds.




