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Hucre kulturtunde fiziksel, kimyasal
ve biyolojik parametreler, kultur
ortaminin 6zellikleri, cogalma
kinetigi ve populasyon katlanmasi;
besiyerlerinin 6zellikleri
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HUCRE KULTURUNDE FiziKSEL, KIMYASAL VE
BIYOLOJIK PARAMETRELER

Kultur kosullari her huacre tipi igin farklilik gostermektedir, fakat genel olarak
hucrelerin kulture edildigi yapay cevre; temel besinleri, blUyume faktorlerini,
hormonlari ve gazlari iceren uygun ortami icermekte ve fizikokimyasal cevreyi
dlizenlemektedir. Cogu hlcre destek-bagimlidir ve mutlaka bir kati veya yari-kati

substrata tutunmalari gereklidir. Bazi hucre tipleri de besiyeri icerisinde yuzerler.
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HUCRE KULTUR KABIN KULLANIM SARTLARI

Hucre kultir kabini bir kisi tarafindan kullanilabilecek kadar buytik olmali, igi ve disi kolay
temizlenebilir ve yeteri kadar aydinlik olmalidir. Calisma alani her zaman temiz tutulmali

ve duzenli olmahdir. Hucre kultur kabinindeki maddeler %70’lik etanol ile

temizlenmelidir.

Genis ve temiz ¢aligsma alani
Kolay ulagsma acgisindan pipetor sagda, cam
pipetler solda olmalidir

Ayiracglar ve besiyeri kolay pipetleme yapabilmek
icin biraz geride sagda bulunmahidir

Sivi atik igin kuguk bir atitk kabi biraz geride
ortada bulunmahdir.
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HUCRE KULTUR ORTAM SARTLARI
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STERIL CALISMA ALANI

Ucusan partikiillerin ve ayresollerin sebep oldugu kontaminasyonu azaltmanin en kolay

ve ekonomik yolu hiicre kiiltiir kabinin kullanimidir.

Rutin temizlik i¢in, calisma alani ¢alismadan once ve sonra %70’lik etanol ile

silinmelidir.

Calisma alani duzenli olmali ve sadece gerekli maddeleri icermelidir, depo alani olarak

kullaniimamalidir.
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Yl PERSONEL HIJYENI

v" Hucre kultirl ile calismadan 6nce ve sonra ellerinizi yikayiniz.
v' Kendinizi zararli maddelerden korumak ve cilt ve kiyafetlerden gelebilecek

kontaminasyonu azaltmak igin 6zel koruyucu kiyafetler giyiniz.
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KULTUR ORTAMI
YUZEYE BAGLI VE SUSPANSIYON KULTUR

v Omurgalilardan elde edilen hiicrelerin gogu, hemapoetik hlicre soylarinin buyudk bir kismi,

destege baglidir ve yapismaya izin verecek uygun sunstrat Uzerinde kulture edilmelidir.

v" Buna ragmen, bazi hiicre soylari stispansiyon kiltiire de adapte olabilir.

non-adherent contact + adherence
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BESIYERI

Kaltur besiyeri, hucre buyumesi icin gerekli olan onemli besinleri, buyime faktorlerini ve
hormonlari sagladigindan dolayi kiltir ortamindaki en énemli bilesendir. Ug temel besiyeri

sinifi bulunmaktadir: Bazal besiyeri, serumu azaltiimis besiyeri ve serumsuz besiyeri.

Serum

Serum, bazal besiyerinde hucre kulturu i¢in gerekli olan buyime ve adhezyon faktorlerinin,
hormonlarin, yaglarin ve minerallerin kaynagi olarak oOnemlidir. Ayrica, serum hucre
membran gegirgenligini dizenler ve lipitlerin, enzimlerin ve mikrobesinlerin tagiyicisi olarak
gorev alir. Buna ragmen, serum kullaniminin yuksek maaliyet, standardizasyon problemleri,
O0zgulluk, ve stimulasyon ya da hicre kulturindeki hucresel fonksiyonlarin inhibisyonu gibi

dezavantajlari bulunmaktadir.
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Bazal besiyeri

Hucre hatlarinin buyuk bir kismi aminoasitleri, vitaminleri, inorganik tuzlari ve glukoz gibi

karbon kaynaklarini iceren bazal besiyerinde iyi bir bUyUme gosterirler. Ancak bu besiyerleri

serum ile desteklenmelidir.

Serumu azaltilmig besiyeri

Serumun hucre kultar galismalarindaki istenmeyen etkilerini azaltmanin bir diger yolu

serumu azaltilmis besiyeri kullanmaktir. Bu besiyeri, serum ihtiyacini azaltan besinlerle ve

hayvan-kaynakli faktorlerle zenginlegtirilmistir.
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Mammallan Cell Culture

Cell Lime Cell Type Species Tissue Medium®
Fak! fibroblast hurnan embryonic kidney MEM and 10% FES
aTé hbroblast mouse embryc DMEM, 10% FBES
ASLR epithelial hiurnan lung crcinoma F-12K, 10% FBS
ag fbroblast mouse connectre lissue DMEM, 10% FES
AT-20 epithelial mouse pituitary tumor F-10, 15% horse serum, and 2.5% FBS
BALBJITY Rbroblast mouse embirys DMEM, 10% FBS
BHK-21 fibrobdast hamsber kidney GMEM, 1P FBS, or MEM, 100 FBES, and MEAS
EHL-100 epatheliall hurnan breast McCoy'oa, 10% FBS
BT Rbroblast bovine turbanate cells MEM, 10% FES, and HE&AA
Caca-7 epithielial hiurman calon adeno carcinoma MEM, 20% FBES, and HELA
Chang epithelial hiurnan liver EME, 10% calf serwsm
CHO=K1 epithelial hamsber ovary F-12, 10% FBS
Clone 7 epithelial rat Livser F-12K, 10% FES
Clone M-3 epithielial mouse mielanoma F-10, 15% harse serum, and 2.5% FES
Cos-1, COS-13, COS-7 fibrobdast momnkey kidney DMEM, 10% FBS
CRFK epathielial cat kidney MEM, 10% FES, and ME&A
Cv-1 fibroblast monkey kicney MEM, 10% FE=
oO-17 epithielial daog osteosarcoma MEM, 10% FES, and HEAS
Daudi lymphoblast hiurnan blood from a lymphoma patient RPHMI-1&£0, 10% FBES
GHI, GH3 epithielial rat pituitary tumor F-10, 15% horse serum, and 2.5% FES

* BME: Basal Medium Eagle; DMEM: Dulbecce’s Medified Eagle Medium; FBS: Fetal Bovine Serum; GHEM: Glasgow Minimum Essential Medium;
IMDOM: Iscoves Modified Dulbeccn’s Mediwm; MEM: Minimum Essential Medium: NE&A: Hon-Eszential Amino &cids Solution.
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Mammallan Cell Culture, continwed

Cell Line Cell Type Species Tessue Medium®
HY lymprablast Frurnan T-cell lymphoma RP#il-1440, 2% FES
Hak epithielial hamsber kidney BMIE, 10% calf serum
HCT-15 epithielial Furman colorectal adenocarcnoma RP#l-1460, 10%: FBS
Hela epithielial Furnan CEMViK Caroin omea MEM, 10% FBS, and MEAA [in suspersion, S~-MEM]
HEp-2 epithielial Frurnan larymix carcinoma MEM, 10% FBS
HL-&0 lymphablast Furman promiyecdocytic leukemia RPil-1440, 2% FBS
HT-1080 epithielial Furnan hbrozarcoma MEM, 10% HI FBS, and HE&AL
HT-2% epithielial Frurnan calon adenoccarcinoma MeCoy's 54, 10 FBS
HUVEC enidothelial Furman urnbilical cord F-12K, 10% FES, and 100 pgfmL heparin
1-10 epithielial mouse testicular tumior F-10, 15% horse serum, ard 2.5% FBS
IM4-% lymphaoblast hrurnan marrow from myeloma patient RPMl-1440, 10% FBS
JEG-2 epithielial Furman chariocarcinoma MEM, 10% FBS
Jensen hbroblast rat sarcoma MeCoy's 54, 5% FES
Jurkat lyphaoblast Furnan ymphama RPnl-148£0, 10°% FBS
H-5d2 lymphablast Furnan myelngenous leukemia RP#il-1440, 10% FBS
KB epithielial Furnan oral carcinoma MEM, 10% FBS, and MEAA
KE-1 myeloblast | human L“;:::"""‘“ enthroleukemia | o, 20% Fes
LE epithielial rat lung F-12K, 11%FES
LLC-WRLC 254 epithielial rat Carcinoima Mediwm 199, 5% horse serum
McCoy fibroblast mouse uriknown MEM, 10% FBS
MCF? epithielial Furnan breast adenocarcinama MEM, 10% FBS, HEAA, and 10 pg/mL insulin
Wl-38 epithielial Frurnan embryonic lung BMIE, 10% FES
WISH epithielial Furman amnian BMIE, 10% FES
KC epithielial rat sarcoma MEM, 10% FBS, and MEAA
-1 epithelial mouse tumior of adrenal F=10, 15% hiorse s=erum, and 2.5% FBS
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Table 3

Components of Media

Components of Eagle’s basal medium (BME)

Amino acids Vilamins Inorganic salts Other
Arginine Biotin CaCl, p-Gilucose
Cystine D-Ca pantothenate KCl Phenol red
Glutamine Choline Mg50,
Histidine Folic acid NaCl
Isoleucine i-Inositol NaHCO,
Leucine Nicotinamide NaH,PO,
Lysine Pyridoxal HCI
Methionine Eiboflavine
Phenylalanine Thiamine HCI
Threonine
Tryptophan
Tyrosine
Valine

Additional components added in other media
Amino acids Vilamins Inorganic salts Other
Alanine Ascorbic acid FelMNO:); HEFES
Asparagine Biotin KH,PO, Hypoxanthine
Aspartic acid Cholesterol MeCl, Linoleic acid
Cysteine Miacin Ma5e(d, Pultrescine
Glutamic acid p-aminobenzoic acid Cus0, Pyruvate
Glycine Nicotinic acid FeS0,
Hydroxyproline Pyridoxine £Zn50y
Proline Ca(NO;),
Serine KNO,




Serumsuz besiyer|

Serumsuz besiyeri, ¢ogu birincil kdltirde ve hicre hatlarinda, c¢esitli hibridoma hicre
hatlarinda, Sf9 ve Sf21 bocek hatlarinda ve 293, VERO, MDCK, MDBK gibi viral Gretim
yapan hidcre hatlarinda bulunmaktadir. Serumsuz besiyeri kullanmanin en buyuk avantaiji,
buyume faktorlerinden uygun kombinasonu secgerek besiyerini spesifik hicre tipleri igin

secilebilir hale getirmektir.

Sicaklik

v Hucre kultirinidn optimal sicakhigi hicrenin izole edildigi konakginin viicut sicakligina
baglidir.

v" Cogu insan ve memeli hiicre hatti optimal bliytime icin 36°C ve 37°C’de surduralur.
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pH

Cogu memeli hucre hatti pH 7.4te daha iyi buyume gostermektedir, ve farkh hucre
gerilmeleri igin ¢ok kuguk farkhliklar bulunmaktadir. Buna ragmen, bazi hicre hatlari ise
daha asidik ortamlarda daha iyi buyume gosterirler (pH 7.0-7.4) ve bazi fibroblast hicre
hatlari daha temel ortamlari tercih ederler (pH 7.4—7.7). Sf9 ve Sf21 gibi bocek hucre hatlari

ise pH 6.2’de optimal buylume gosterirler.
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co,

Buyume besiyeri kulturin ph’sini kontrol eder ve ph degisikligine karsi kualturta korur.
Genellikle, bu tamponlama bir organikle (HEPES) ya da CO2-bikarbonat bazli tampon ile
saglanir. Cunku besiyerinin ph’si ¢ozunmus karbondioksit (CO2) ve bikarbonat ‘in (HCO3 —-)
hassas dengesine baglidir, atmosferik CO2 teki degisiklikler besiyerinin ph’sini degistirebilir.
Bu sebeple, CO2-bikarbonat bazli tampon ile tamponlanmis besiyeri kullanirken dis kaynakli

CO2 kullanimi 6nemlidir. Cogu arastirmaci genellikle havada % 5-7 CO2 kullanmaktadir.
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COGALMA KINETIGi VE POPULASYON
KATLANMASI

Bir hicre hatti alt kdltire alindigi zaman alt kultir yapilmadan onceki eski
yogunluguna geri doner. Bu iglem blyume dongusu suresince belirli araliklarla

alinan orneklerden biyime egrisi gizerek tanimlanabilir.

Bu dongude huicreler yeniden tohumlama sonrasi duraklama periyodu adi
verilen durgun periyotta buyuUme gostermezler. Bu periyot 48 saate kadar sirer,
fakat genelde 12-24 saat arasindadir, ve hucrelerin tripsinizasyon sonrasi
toparlanmasi, hucre iskeletlerinin yeniden yapilanmasi, baglanabilmesi igin
gerekli matriksin salgilanmasi ve substrat Uzerinde yayillmasi igin gereken

suredir.
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Hlcreler daha sonra katlanma zamani olarak bilinen hucre populasyonunun
katlandigi logaritmik fazda katsal buyumeye gecerler. Hucre populasyonu
kalabaliklastikca ve butun substrat kaplandikgca hucreler sikismaya baslar,
yayilma azalir ve hucre dongusunden ayrilirlar.

Hucreler, daha sonra, buyumenin sifira yaklastigi hareketsiz faza gecer. Bazi
hicreler bu fazda farklilasabilirler, digerleri hucre dongusunden cikarlar fakat

canliliklari devam eder.
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