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Oz: Hiicre kiiltiirii yontemi, biyoteknolojik baglamda gelistirilen bir yontem olup hiicrelerin laboratuvar
sartlarinda ve 6zel kosullar altinda, dogal ortamlarinin disinda yetistirilmelerini ifade eder. Ilk olarak yetiskin
kurbaga sinir liflerinin, lenf sivilari igerisinde biiyiitiilmesi ile hayatimiza girmistir. Gegmisten giiniimiize
calisilmakta olan hiicre hatlarmin gereksinimlerinin birbirlerinden farkli olduklar1 belirlenmistir. Bu farkliliklar
g0z Oniinde bulundurularak doku, vasat ve ortam kosullar1 degistirilmis ve giinlimiizde kullanimi1 devam etmekte
olan farkli hiicre hatlar1 ile kiiltiir yontemleri bulunmustur. Giiniimiizde farmasoétik, tibbi ve biyolojik
arastirmalarda cesitli hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. Bu hiicre hatlari, hiicre biyolojisi ile doku morfolojisinin
anlasilmas1 ve bu sayede doku miihendisliginin gelistirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Genel olarak iki boyutlu
hiicre kiiltiiri modeli kullaniliyor olsa da son zamanlarda {i¢ boyutlu hiicre kiiltiirii modelleri de tercih
edilmektedir. Besiyerleri farkli ihtiyaglara yonelik hizmet etseler de genel olarak ortak bazi bilegenlerin hiicre
kiiltiirii ortamlar1 i¢in son derece 6nemli oldugu bilinmektedir. Bu ortak bilesenler incelendiginde ozellikle
karbonhidrat kaynaklar1 ve serum ilk siralarda yer almaktadir. Bunun en temel nedeni karbonhidratlarin temel
enerji kaynaklarini olusturmasi ve serumun ise gerekli biiyiime faktorlerinin yani sira farkli hormon ve bilesenler
icermesidir. Hiicre kiiltiiri uygulamalarinda vasat kimyasal bilesenleri kadar hiicrelerin bulundugu ortamin
cevresel faktorleri de hiicre biiyiimesi ve devamlilif1 agisindan énemlidir. Ayrica hiicre kiiltiirii yontemlerinde
hijyen konusuna hassasiyet gosterilmelidir. Clinkii kiiltiir ortami, kimyasal bilesenler ve cevresel faktorler
birlikte ele alindiginda aseptik kosullarda ¢alisilmaz ise kontaminasyon riski ortaya ¢ikmaktadir. Bu derlemede
hiicre kiiltiirii yontem ve uygulamalarina genel bir bakis agist sunulacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre kiiltiirii, hiicre vasati, kontaminasyon, hiicre hatti, biiyiime faktorleri

Overview of Cell Cultures

Abstract: Cell culture method is a method developed in a biotechnological context and refers to the
cultivation of cells outside of their natural environment under laboratory conditions and special conditions. It
first came into our lives with the enlargement of adult frog nerve fibers in lymph fluids. Studies have shown that
the needs of cell lines are different from each other. Considering these differences, tissue, media and
environment conditions have been changed and different cell lines and culture methods that are in use today have
been found. Various cell lines are currently used in pharmaceutical, medical and biological research. Cell culture
studies are carried out to understand the biological structure and tissue morphology of the cell, thus improving
tissue engineering. Although two-dimensional cell culture models are generally used, three-dimensional cell
culture models are also preferred recently. Although the media serve for different needs, it has been found that
some common components are extremely important for cell culture media in general. When these common
components are examined, especially carbohydrate sources and serum are in the first place. Since carbohydrates
are the main energy sources and serum contains different hormones and components as well as necessary growth
factors, it is added to the medium. In cell culture practices, the environmental factors of the environment where
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the cells are located and the chemi-cal components of the environment are important for cell growth and
continuity. In addition, cell culture methods should be sensitive to hygiene. Because when the culture
environment, chemical components and environmental factors are taken together, if the aseptic conditions are
not studied, there is a risk of contamination. In this review, an overview of cell culture methods and applications

will be presented.

Keywords: Cell culture, cell medium, contamination, cell line, growth factors

1. Giris
Hiicre Kkiiltiiri, hiicrelerin  dogal
ortamlarinin disinda kontrollii sartlar altinda
yetistirilmeleridir. Ayrica hiicre kiiltiirii
sistemleri, canli hayvan testlerine alternatif
olarak  biiylikk  potansiyele sahiptir.
Yetistirilecek hiicre tipine bagl olarak, vasat
gereksinimleri degisir. Hiicrelerin dogru bir
sekilde biiylimesini saglamak igin hiicre
kiiltlirti  sirasinda farkli parametreleri ve
olarak kontrol etmek

kosullar1 siirekli

gerekmektedir. Bu kosullar hiicrelerin canli

kalmasini  ve  biiylimesini  saglayan
aminoasitler, karbonhidratlar, mineral ve
vitaminlerin yant sira hormon,
karbondioksit, oksijen ve antibiyotik

gereksinimleridir. Fizikokimyasal kosullar
olarak ortamin pH ve sicakligi da kontrol
gerektiren diger sartlardir (States, 2019).

19. ylizyilldan sonra hiicre kiiltiirii
teknikleri

devam ederek

[k olarak

gelismelerine
glinimiize kadar ulasmistir.
uygulanmis olan kurbaga sinir hiicrelerinden
itibaren, degisen hiicre tipine spesifik olarak
farkli hiicre yasam ortamlar1 ve hiicre
kiltiiri yontemleri gelistirilmistir.
Gecmisten giiniimiize kadar hiicre hatlarinin

gereksinimleri dogrultusunda c¢esitli hiicre
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kiiltiiri  yontemleri ve hiicre yasama
ortamlar1  gelistirilmistir  (Jedrzejczak-
Silicka, 2017).

2. Tarihte ik Uygulama Yapilan
Hiicreler

Amerikalt  embriyolog  Harrison
(1870-1959), yirminci yiizyilin baglarinda
uygulamalarinin ~ ilk

1907°de Harrison,

hiicre kultira

tekniklerini  gelistirdi.
yetigkin bir kurbaganin lenf bezlerinden elde
edilmis taze lenf sivisinda birka¢ hafta
boyunca kurbaganin sinir liflerinin belirgin
bliylimesini basariyla gergeklestirdi. Bu
deney hayvan hiicre kiiltiiri uygulamalarinin
baslangici olarak kabul edildi ve daha sonra

kan plazmasi ¢esitli hayvan hiicreleri igin

onemli bir kiltir ortami haline geldi
(Harrison, 1907). Ayrica  Harrison’in
yontemi, mikrobiyolojik teknikten

uyarlanmasina ve bakteri c¢aligmalari igin
kullanilmasma ragmen (1880’lerde Robert
Koch tarafindan icat edildi ve ilk olarak
sarbon basili biliylimesi i¢in kullanildi),
hayvan hiicre kiiltiiri uygulamalarinda da
basariyla
Silicka, 2017).

uygulanmistir  (Jedrzejczak-
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Carrel ve Burrows, tavuk

plazmasimin  kullanildigi  hiicre  kltiirii
yontemlerini uyguladi. Cilinkii plazma elde
etmek daha kolay bir uygulamadir, ayrica
hazirlama siireci daha giivenilirdir (Carrel ve
Burrows, 1911). Ocak 1912’de Carrel,
eksplante edilmis embriyonik tavuk kalp
olusturulmus ilk

hattim"  gelistirdiler (Carrel, 1912). Daha

dokularindan "hiicre

sonra da memeli hiicrelerinin kontrollil
laboratuvar  kosullarinda

sagland1 (Landecker, 2002). 1911°de Lewis

yetistirilmesi

ve Lewis, dengeli salin soliisyonlarina

amino asitler, bulyon ve glikoz (veya
maltoz) eklenmesiyle civciv embriyo hiicresi
yetistiriciliginin

bildirdiler (Lewis ve Lewis , 1911).

tyilestirilebilecegini

1940’ta ise Earle ve arkadaslari,
Oliimsiiz fare fibroblastlarin1 (L hiicreleri)
basarili  bir sekilde olusturmak i¢in
kanserojenleri kullanarak tek bir hiicreden
cogalmanin miimkiin oldugunu ispatladilar
(Earle ve ark., 1943). 1951°de Gey, rahim
agz1 kanseri olan bir hastanin dokusundan
sonsuz c¢ogalan bir insan hiicre hatti olan
HeLa  hiicrelerini meydana  getirdiler.
Normal dokulardan olusturulan hiicre hatlari
smirlt  bliylime  gosterirken,  kanserli
dokulardan elde edilen hiicre hatlarinin
sonsuza kadar

kesfettiler (Gey, 1952).

cogalmayr  basardigini
Gelismeler devam ettikce iki boyutlu
hiicre modelleri yaygin olarak kullanilmaya

basland1. iki boyutlu hiicre kiiltiirii; flask
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veya petri kaplar1 kullanilarak
yapilmaktadir. Hiicreler buradaki yiizeye tek
tabaka halinde tutunmus durumdadir. Son
zamanlarda bu yonteme ek olarak bazi
calismalarda ii¢ boyutlu kiiltiir yontemi de
arastirmalarda yer almaktadir. Ug¢ boyutlu
hiicre kiiltiirii uygulamalarinda, vericinin
dokularindan hiicreler alinarak c¢ok hiicreli
ve iic boyutlu yapilarda Kkiiltiirlenir. Ug
boyutlu hiicre kiiltiirii doku yapisini taklit
elde etmek i¢in olusturulan uygun hiicre-
hiicre ve hiicre-gevre etkilesimlerin daha iyi
gbzlenebilir  olmasina  olanak  saglar
(Kapatczynska ve ark., 2018). Ug boyutlu
hiicre kiiltiirii tekniklerinin gelismesi ile
alaninda ilerlemeler

Doku

doku miihendisligi
kaydedilmistir. miihendisligi
teknikleri genel olarak; otolog dokudan elde
edilen hiicrelerin amplifikasyonunu veya
kok hiicrelerin farklilasmasini, hiicrelerin

gecici lic boyutlu tabakaya ekilmesini ve

tasarlanmig dokular olusturmak i¢in yap1

igindeki hiicrelerin ¢ boyutlu
kiiltiirlenmesini  icermektedir (Chung ve
Burdick, 2008).  Giiniimiizde  hiicre

kiiltiirtintin  kullanilacag1 arastirmalar igin
ticari olarak farkli hiicre hatlarinin temini
firmalar tarafindan saglanmaktadir.

3.

Tarihcgesi

Hiicre Kiiltiirii  Vasati

Fischer 1948 yilinda yaptig1 bir
calismayla, diyaliz edilmis seruma belirli
hiicrelerin

aminoasitleri ekleyerek,

metabolik olarak desteklenebildigi bir vasat
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olusturulabilecegini  gosterdi  (Fischer,
1948). 1955°te Eagle, Fischer’in yontemini
temel alarak, gerekli minimum miktarlarda
diisiitk molekiiler agirlikli bilesenleri inceledi
ve ilk kismen kimyasal olarak tanimlanmis
olan EMEM (Eagle's Modified

Essential Medium)’i gelistirdi (Eagle, 1955).

vasat

Eagle, bu hiicre vasatinda

karbonhidrat

gelistirdigi
kaynag1 olarak genellikle
glikoz ve galaktoz (bazen maltoz veya
fruktoz),

amino asitler, vitaminler,

yag
asitleri, lipidler ile ¢inko ve bakir gibi eser
elementleri ve az miktarda serumun yani
sira, hiicre biiylimesi i¢in en verimli katki
maddeleri gibi besin karigimlarini1 kullandi.
Eagle daha sonra 1955°te farkli hiicrelerin
amino asit gereksinimlerini inceleyerek
minimum temel ortami1 (MEM)’i gelistirdi.
EMEM, serum igerse de, formiilasyonu
glinlimiizde yaygin olarak kullanilan birgok
hiicre kiiltiiri vasatinin temelini
olusturmaktadir (Eagle, 1955). Ornegin;
Dulbecco DMEM’i

(Dulbecco ve Freeman, 1959), EMEM’e

ve Freeman’in

gore dort kat fazla aminoasit ve vitamin

konsantrasyonu iceren Eagle ortaminin

degistirilmis bir versiyonudur (Henschler,
2018).

Ham, 1963’te F10 vasatin1 gelistirdi.
Serum yerine iki tlir serum protein
fraksiyonu (albiimin ve fetuin) kullandi.
Serumsuz kosullar altinda tek bir Cin
hamsteri yumurtalik (CHO) hiicresinin bir
koloni basariyla

olusturmasini sagladu.
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Kimyasal olarak tanimlanmis bir Ham's F12
gelistirmek i¢cin Ham's F10u degistirdi.
Biyolojik kokenli albiimin ve fetuini, diisiik
molekiiler agirlikli maddeler olan linoleik
asit ve putrescine ile degistirdi ve tamamen
sentetik bir vasat olan Ham's F-12’yi
gelistirdi (Ham, 1963). Ham’s F12 vasati,
CHO hiicrelerinin  klonal  biiylimesini
destekleyebilen tamamen sentetik, kimyasal
olarak tanimlanmis ve serumsuz bir ortamin
erken basarili bir 6rnegiydi. Mather ve Sato

daha F12’nin  Dulbecco
ek

sonra, Ham's

ortamiyla karnstirilarak  ve olarak
hormonlar, biiylime faktorleri ve transferrin
ile takviye edilerek DMEM / F12 adli yeni
bir formiilasyon olusturarak
tyilestirilebilecegini belirlediler (Mather ve
Sato, 1977).
4. Hiicre Kiiltiirii Ortami
Farmasétik, tibbi ve biyoteknolojik
arastirmalarda yaygin olarak uygulanan
hiicre kiiltiirii  ¢aligmalarinin  basarisinda
ozellikle sicaklik, pH degeri, oksijen ve
karbondioksit ile

seviyeleri glikoz

konsantrasyonunun biiytik etkisi
bulunmaktadir (Price, 2017). Bir vasat tipik
olarak tuz, besinler, antibiyotikler ve
hiicresel metabolizmanin ger¢eklesmesi igin
gerekli herhangi bir bilesene sahip pH
dengeli bir sividan olusur. Ayrica bir vasat,
hiicre boliinmesi i¢in gerekli her tiirlii
vitamin veya hormonlar1 da igerir (Schwartz
2019).

bir

ve Ronnekleiv-Kelly, Kimyasal

olarak tanimlanmig vasat;
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karbonhidratlari, aminoasitleri, biiylime

faktorlerini, lipitleri, poliaminleri, eser
elementleri ve vitaminleri igeren yaklasik on
ila yiiz bilesenden olusmaktadir (Wahrheit
ve ark., 2014). Vasattaki glikoz ve glutamin,
en temel enerji kaynaklandir. Glikoz;
niikleositler ve baz1 aminoasitler i¢in karbon
kaynag1 olarak islev gormektedir. Konsantre
L-glutamin c¢ozilmeli ve tek kullanimlik
alikotlara  konulmali ve dondurucuda
saklanmalidir. Kiiltiire edilen hiicreler icin
gerekli amino asitler L- formdaki arginin,
1zolosin,  histidin, lizin, metiyonin,
fenilalanin, treonin, triptofan, valin, izolosin,
sistein, tirozin, 10sin, ve glutamin’dir. Eagle
tarafindan tanimlanan esansiyel olmayan
amino asitler, L formdaki alanin, glutamik
asit, serin, asparagin, aspartik asit, prolin ve
glisindir. Kimyasal olarak tanimlanmis bir
ortam, protein veya peptit igcermez, bu
nedenle insiilin i¢in bir ikame (6nemli bir
bliylime faktorii) gereklidir (Price, 2017).
Ortam pH’1t genellikle c¢alisma
sirasinda degisebilir; NaxCO3 ve CO: ile
notre yakin bir aralikta kontrol edilebilir
(Sung ve ark., 2004). Iyi bir hiicre kiiltiirii
performanst elde etmek i¢in dogru pH
kontrolii  sarttir. 4-  (2-Hidroksietil)-1-
piperazinetansiilfonik asit (HEPES), vasat
ortamlarinda, 7.2-7.4 pH araliginda distiin
bir tamponlama kapasitesi gosteren kimyasal
bir tampondur (Media ve Properties, 2010).
HEPES kullanim sirasinda kontrollii bir gaz
atmosferine

gerek duyulmamaktadir.
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Bikarbonat sisteminin aksine daha pahali
olup, fliloresan 15181n vasatta neden oldugu
fototoksik etkilerine duyarhiligim
arttirmaktadir (Shipman, 1969).

4.1. Osmolarite ve Dengeli Tuz
Cozeltisi

1882°de Ringer, dengeli bir tuz
¢ozeltisi olan Ringer soliisyonunu gelistirdi.
Bu soliisyon viicut sivilarina yakin bir
bilesimdi ve kurbaga kalplerinin
diseksiyonundan sonra basarili bir sekilde
atmasini sagladi (Ringer, 1882). Bu dengeli
tuz soliisyonu, modern Kkiiltiir ortaminin
temeli olarak kabul edilir. Dengeli tuz
¢ozeltisinde bulunan  potasyum  (K"),
sodyum (Na’), magnezyum (Mg"") ve
kalsiyum (Ca™) gibi katyonlara ek olarak,
¢inko, selenyum, demir ve bakirin belirli
konsantrasyonlarda kullanilmasinin hiicre
gelisimi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir
(Wang, 2006). Ancak bu katyonlarin ve

metallerinin yiiksek

gegis

konsantrasyonlari1 hiicreler ic¢in toksik etki

diger

gostermektedir. Dengeli tuz ¢ozeltisi, bir
cozeltideki ana katyonlari, anyonlar1 ve
ayrica pH’1 istenen fizyolojik araliinda
tutan tamponlar1 igerir (Singh ve ark., 2021).
Fizyolojik ¢ozeltilerdeki dort ana katyon
Na", Ca™, Mg"™ ve K”dur. Na" ve K'
ozmolaritesinin

katyonlari, baslangic

belirlenmesinde ve ozmotik dengenin
korunmasinda anahtar rol oynar. Ca™ ve
Mg"" katyonlari, hiicrelerin birbirine ve bir

substrata baglanmasi i¢in ve enzimatik
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reaksiyonlarda ko-faktorler olarak 6nemlidir
(Price, 2017).
4.2. Vitaminler
Vitaminler, spesifik hiicre i¢i islevler
icin gerekli olan bir grup organik bilesiktir.
Bu bilesikler hiicrede, enzim kofaktorleri,
hormonlar  olarak

antioksidanlar  veya

hareket edebilmektedir. In vivo olarak

sentezlenemediklerinden, hiicresel
ihtiyaglarin karsilanmasi amaciyla disaridan
alinmalar1 gerekmektedir (Schnellbaecher ve
ark., 2019). Baglica A, D, E ve K olmak
vitaminler, albumine

(Combs,

lizere baglanarak

taginmaktadir 2012). EMEM
vitaminleri, ko-enzimlerin bilesenleri olan B
grubu vitaminleri ile lipid sentezinde
substrat gorevindeki kolin ve inositolden
olugsmaktadir. Askorbik asit veya C vitamini,
hiicre bliylimesi i¢in optimal pH ve
sicakliktaki ¢ozelti icinde ¢ok kararsizdir
(Schnellbaecher ve ark., 2019).

4.3. Lipitler

Lipitler; bir enerji kaynagi olarak,
hiicrelerde  sinyal iletiminde, madde
tasinmasinda ve biyosentezinde ek olarak
membranlarin  yapisinda yer aldigi igin
Oonemlidir. Serumdaki albiimin; serbest yag
asitleri ve lipoproteinler i¢in bir tasiyici
gorevi gormektedir. Pek cok hiicre tipi, yag
asitleri, kolesterol

fosfolipidler  veya

eklenmeden, serumsuz ortamda kiiltiirde
biiyiitiilebilirken, bazilar1 i¢in kesin bir
ihtiya¢ veya biiylime veriminde 6nemli bir

artis gosterir (Price, 2017).
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4.4. Serum
Serum, gerekli hormonlari, tasima

proteinlerini, biiyiime faktorlerini, ayrigsma

faktorlerini, baglanma  faktorlerini  ve
proteaz inhibitorlerini saglayarak hiicre
bliylimesini destekler. Bununla birlikte,

hiicre kultirinde serumun stirekli kullanimi

da bircok dezavantaja  sahiptir. Bu

dezavantajlar,  bakteriler, = mikoplazma,

viriisler, endotoksinler ve prionlar gibi ¢ok
(Yao

kirletici maddelerdir

2017).

cesitli ve

Asayama, Potansiyel mikrobiyal
kontaminantlar1 inaktive etmek i¢in islenmis
serum Onerilmektedir (Nims ve Harbell,
2017).

Hiicre kiiltiirlinde en yaygin olarak
kullanilan serum tiirii fetal sigir serumudur
(FBS). Serumlar daha seyrek olarak at,
domuz gibi diger hayvan tiirlerinden de elde
edilebilir. Mevcut cesitli sigir ve sigir disi
serum kategorilerinden, hiicre kiiltiirii ortami1
icin en yaygin olarak kullanilan1 FBS
olmustur (Verma ve ark., 2020). Bunun
nedenleri ise sunlardir:

* FBS, ozellikle hiicre biiylimesini
destekleyen yiikksek diizeyde maddeler
icermektedir.

* FBS, yenidogan veya yetiskin sigir
serumlar ile karsilastirildiginda daha diisiik
seviyelerde immiinoglobulin igerir.

* FBS, yenidogan veya yetiskin sigir
serumuna gore daha diisiik miktarlarda

tamamlayici igerir (Piletz ve ark., 2018).
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Serumlar 1siktan  korunmali ve

Cok

sayida dondurma ve ¢6zdiirme islemine tabi

dondurulmus olarak saklanmalidir.

i¢cin

—20

saklamak

=5

tutulmamalidir. Serumu

Onerilen sicaklik araliklari ile
arasinda degisir (Arora, 2021). Her kullanim
icin serum alikotlar1 hazirlanmalidir ve
bunlari uygun sekilde saklamak
gerekmektedir. Hiicre kiiltlirli vasatindaki
serumun ana islevleri asagidakilerdir:

Hormonlar, mineraller, eser
elementler ve lipitleri tagiyan proteinleri
nakletmek,

* Baglanma ve yayilma faktorleri
(yani hiicre dis1 matrisin bilesenleri) olarak,

« pH’1 korumak veya proteazlari
inhibe etmek i¢in, stabilize ve detoksifiye
direkt etki

toksik

edici  faktorlerle olarak

gosterilebilir.  Proteazlar  ve
molekiiller i¢in spesifik olamayan faktorlerle
de indirekt etki gosterilebilir (Nims ve
Harbell, 2017).

4.5. Serumsuz Vasat

Birgok hiicre hatti, serumsuz vasat
kullanilarak 6zel olarak tasarlanmis ortamda
biytitiilebilir (Verma ve ark., 2020). Bu
hattina

hiicre O0zgli ortam, deneylerin

giivenilirligini degistirebilecek ve

enfeksiyonlara yol agabilecek kalite ile ilgili
sorunlar1 ortadan kaldirabilir. Serumlar,
viriislerin bilinen tastyicilaridir ve bulasici
materyallerin girme potansiyeli hakkinda
sahibi olunmalidir

2019).

bilgi (Schwartz  ve

Ronnekleiv-Kelly, Tipik olarak
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serumsuz ortam, hidrolizatlar, aminoasitler,
vitaminler ve inorganik tuzlar dahil olmak
tizere bir dizi hiicre biliylime faktoriinden
olusur ve tamimlanmamis karakterle iliskili
risklerin en aza indirilmesine ve serum
iceren ortama kirletici maddelerin potansiyel
girisine izin verir (Krattenmacher ve ark.,
2018). Serumsuz ortam ayni zamanda,
kompleks kirleticiler iceren serum albiimin
(kandan saflastirilmig), hormonlar, tasiyici
proteinler ve baglanma faktorleri gibi
tanimlanmamis hayvandan tiiretilmis tiriinler
de igerebilir (McGillicuddy ve ark., 2018).
EMEM, MEM ve DMEM,; kanser
hiicrelerine yalnizca siirekli cogalmalart igin
gerekli olan besinleri saglamak iizere
Spinner-MEM  (S-MEM),
DMEM’de bulunan amino asitlerin daha

disiik ek

tasarlanmistir.

konsantrasyonlarma  ve

proteinojenik (6rnegin, alanin, glutamat) ve

proteinojenik  olmayan amino asitlere

(6rnegin ornitin, sitriilin) sahiptir, ancak
de normalde

yine insan plazmasinda

bulunan  bircok  polar  metabolitten
yoksundur (Ackermann ve Tardito, 2019).
S-MEM, kalsiyum tuzu i¢cermez ve kalsiyum
farkl

ayarlanabilmektedir (Price, 2017).

seviyeleri konsantrasyonlarda

Sik kullanilan diger bir hiicre kiiltiirii
ortam1 olan F12, azaltilmis serum takviyesi
altinda CHO hiicrelerinin klonal biiyiimesi
icin optimize edilmistir (Bryant ve ark.,
2019).

Gelistirilecek ~ kimyasal  olarak

tanimlanmis ilk serumsuz hiicre kiiltiiri



Esmer Duruel ve ark., Ekim (2021) 47 (2): 136-149

ortami, DMEM ve Ham's F12 ortaminin 1:1
(v/v) karigimi olan vasattir (van der Valk ve
2010). DMEM’deki

ark., aminoasitlerin

dengesi ve F12 ortami tarafindan saglanan
eser elementler hiicrelerin  serumsuz
kiiltiirlenmesine izin verir. Bu ortamlarda
hiicrelerin biiylimesi i¢in serum takviyesi
gerekli degildir. Aminoasitler, proteinlerin
temel yapi taslaridir ve hiicre iskeleti,
enzimlerin protein bileseni, reseptorler ve
sinyal molekiilleri dahil olmak iizere
hiicrenin tiim proteinli materyalini mantiksal
olarak olustururlar (Salazar ve ark., 2016).
olarak, insan

Sonug ortam  genellikle

stvilarinda normal olarak bulunan

metabolitlerden yoksundur, ancak glikoz,

glutamin veya piruvat gibi molekiiller
genellikle stiperfizyolojik
konsantrasyonlarda bulunur (Ackermann ve
Tardito, 2019).

4.6. Insiilin

Vogelaar ve Erlichman 1933 yilinda,

onceki c¢alismalarin aksine insiilin ve

tiroksin hormonunun etkinligini kanitladi.
Iki arastirmaci, Ringer soliisyonu, insiilin ve
tiroksin ile birlikte glikoz, sistein, hemin,
pepton ve kan plazmasmin bulundugu
vasatinda 3 aydan daha uzun siire insan

fibroblast hiicresini ¢ogaltmay1 basardi.

Insiilin ve insiilin anologlar1 serumsuz

vasatta kullanilan en yaygm biiylime

faktorleri arasindadir. Bununla birlikte,

hiicre ¢ogalmas1 {izerindeki etkilerinin

hemen hemen her zaman serumun
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etkisinden daha diisiik oldugu bulunmustur

(Vogelaar ve Erlichman, 1933).

4.7.  Antibiyotik
In  vitro c¢alismalar  sirasinda
olusabilecek  kontaminasyonu  Onlemek

amaciyla vasat ortamini antibiyotikler ile

desteklemek Onemlidir. American Type

Culture Collection (ATCC) tarafindan

yaymlanan  standart  hiicre  kiiltiirii
protokoliinde onerilen penisilin (100U/mL)
ve streptomisin (100pg/mL) (% 1 v/v)
kombinasyonu, en sik kullanilan antibiyotik
takviyelerindendir (Hassan ve Ahmad,
2020). Buna ek olarak gentamisin ve yaygin
antifungal aktivitesi sebebiyle amfotersin B

de kultir ortaminda siklikla Onlem olarak

kullanilmaktadir (Ryu ve ark., 2017).
Ancak kiiltiir ortamina eklenen
antibiyotiklerin, sitotoksisiteye sebep

olabilecegi ve hiicrelerin biyolojik 6zelligini
degistirebilecegi one siiriildiigiinden dikkatli
kullanilmalar1 gerekmektedir (Hassan ve
Ahmad, 2020).

5. Hiicre Kiiltiirii Uygulamasi
Icin Gerekli Cevresel Faktorler

Hiicre kiiltlirii deneylerinin optimum
performansi ve stabilitesi i¢in hiicre kiltiirii
kosullar1 standardize edilmelidir. Bunun i¢in
hiicre yogunluguna gore hiicre ortaminin
periyodik  bir  sekilde  degistirilmesi
gerekmektedir. Uygulama zamaninda sapma
durumunda pH’dan

olmasi optimal

uzaklagma goriilir. pH degisimi hiicre

dongiisiinii, hiicre bliylimesini ve
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farklilagmasini etkileyen ve ayni zamanda
DNA hasarma ve genomik kararsizliga

neden olan bir durum ortaya koyar. Vasat

ortammin pH1, gaz fazindaki CO:2
konsantrasyonu ile kiiltiir ortamindaki
sodyum bikarbonat (NaHCO:3)
konsantrasyonu arasindaki denge ile

korunur. Dogal tamponlama sistemine sahip

vasat ortamlar1 genellikle %5-10 CO2
destegiyle, bir COz inkiibatoriinde muhafaza
edilir. Ortam pH’min  kontroli icin
kullanilan bu sistem pratik, ekonomik ve
toksik olmamasi1 sebebiyle siklikla tercih
edilmektedir (Rothblat, 2012).

Tamponlar asitligi kontrol etmek i¢in
kiiltiir ortamina dahil edilse de degisen pH
rutin olarak izlenemez. Bilesenler
bozuldugunda, bu bir vasat stabilitesi sorunu
haline gelir. Fenol kirmizis1 boyasi,
arastirmacilarin ortam asiditesini 6lgmesine
olanak saglamak i¢in ortama dahil edilir. Bu
tir bir degerlendirme “dogrudan gozle
izleme” yoluyla yapilabilir. Daha hassas bir

Olcim i¢in ise bir plaka okuyucu ile

absorbans degeri hesaplanarak
yapilabilmektedir (Michl ve ark., 2019).
6. Kontaminasyon ve

Korunma Yollan

Tanimlanamayan kaynaklardan gelen

yabanci maddeler bir kiiltiir ortamini

kontamine edebilir ve deney sonuclarini
etkileyebilir. Tipik olarak bu kirleticiler

arasinda virlisler, bakteriler, mantarlar,

mikoplazma ve endotoksinler bulunur.
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Bununla birlikte sudan, kullanilan plastik
veya diger malzemelerden bulasabilen baska
kirleticic maddeler de vardir

Asayama, 2017).

(Yao ve
Kontaminasyonlardan kurtulmak

icin; kontamine  materyalin  atilmasi,

ekipmanin ve reaktiflerin sterilizasyonu
veya degistirilmesi gibi yollar izlenerek hizli
bir sekilde hareket edilmelidir. Sterilizasyon
icin kullanilan mikro filtrelerden bazi toksik
maddelerin ayristirildigi da bilinmektedir
(Fenandes ve ark., 2020).

6.1. Aseptik Teknik

Steril kiiltlirlerin kontaminasyonunu
onlemek icin hijyen ve temizlik kurallarina
uymak sarttir. Kok hiicreler gibi klinik

olarak kullanilacak hiicrelerin Iyi Uretim

Uygulamalar1 (IUU) gerekliliklerine uygun

bir sekilde iretilmesi  gerekmektedir
(Aydogdu ve ark., 2020).
6.2. Kabin Kullanim
Biyogiivenlik  kabini  kesinlikle
kullanilmalidir. Kullanimdan 6nce ve sonra
dezenfektan veya %70 etanol ile
temizlenmelidir. Diizenli olarak

derinlemesine temizligi yapilmali ve servis
kontrolleri diizenli yapilmahidir. Kabindeki
esyalarin sayist minimumda tutularak, kabin
icinde ve disinda fazladan hava akisi
olusturabilecek hareketlerden kaginarak,

varsa  laboratuvardaki  pencereler ile

havalandirma sistemlerini kapali tutarak

hava yolu kontaminasyonunun onlenmesi

saglanmalidir (Bouam ve ark., 2021).
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6.3.
Vasat

Hiicre Kiiltiirii Vasati

dogrudan siseden
dokiilmemelidir. Steril ambalajlardaki tek
kullanimlik  serolojik  pipetler  vasati
aktarmak icin kullanilmalidir. Sise kapaklari
uzun siire acik tutulmamalidir (Adeniyi ve
Lua 2020). Kapak agik tutulacaksa, kapak
asag1 bakacak sekilde calisma yiizeyine
konulmalidir. Vasatlar kullanilmadan once
kontaminasyon riski olmamasi i¢in 0.1-0.2

um boyutundaki 6zel filtre sistemlerinden

gecirilerek  kullanilmalidir (Fenandes ve
ark., 2020).
6.4. Kullanilan ekipman

Kabine yerlestirilen tim O6geleri

temizlemek i¢in uygun dezenfektan veya
%70 etanol kullanilmalidir. Otoklavlama,

reaktifleri ve ekipmami gerektigi gibi

sterilize etmek icin kullanilabilir (WHO,
2020). Ticari olarak satin alinan iiriinlerde
sterilizasyon uyarilarina dikkat edilmelidir.

6.5. Hiicre hatlarimin

calisiimasi
Ideal olarak, farkli hiicre hatlar1 ayr

kabinlerde ve inkiibatorlerde c¢alisilmalidir.

Boyle bir imkdn yok ise, c¢apraz

kontaminasyonun Oniine gegmek igin

kabinde bir seferde yalnizca bir hiicre hatti
calisilmali ve diger hiicre hattina gegmeden
once kapsamli dezenfeksiyon uygulamalar
yapilmalidir (Abatenh ve ark., 2018).
Calisma sirasinda herhangi bir dokiilme
durumunda  derhal bir

olmas1 uygun

dezenfektanla miidahale edilmelidir.
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6.6. Cahisanlar

Calisma siiresince eldivenler sik sik
degistirilmelidir (kirlenirlerse bu
zorunludur). Eldiven degisimi yapilmayan
stirelerde de %70’lik etanol ile diizenli
olarak silinmelidir. Hiicre kiiltiirii yapilirken
kisisel  koruyucu  giysiler  giyilmeli,
calismanin Oncesinde ve sonrasinda eller
iyice yikanmalidir (Donaldson ve Bishop,
2015).

7. Sonuclar

Hiicre kiiltirii  sistemleri, canh
hayvan testlerine alternatif olarak biiyiik
potansiyele sahiptir. Yetistirilecek hiicre
tipine bagli olarak, vasat gereksinimleri
degisir. Hiicrelerin dogru bir sekilde
biliylimesini saglamak i¢in hiicre kiiltiirii
sirasinda farkli parametreleri ve kosullar
stirekli olarak kontrol etmek gerekmektedir.
1907°de Harrison, yetiskin bir kurbaganin
lenf bezlerinden elde edilmis taze lenf
stvisinda birkag hafta boyunca kurbaganin
sinir liflerinin belirgin biiylimesini basariyla
Daha

gerceklestirdi. sontra da memeli

hiicrelerinin kontrollii laboratuvar
kosullarinda yetistirilmesi saglandi. Fischer

1948 yilinda yaptig1 bir ¢alismayla, diyaliz

edilmis  seruma  belirli  aminoasitleri
ekleyerek, hiicrelerin metabolik olarak
desteklenebildigi bir vasat

olusturulabilecegini gosterdi.
Bu derlemede, giliniimiizde birgok
alanda kullanilmakta olan hiicre kiltiiri

yontemlerinin tarihsel gelisiminden, hiicre
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kiiltiirii ortamlarinin temel ihtiyaglarindan,  yapilacak vasat gelistirme ¢aligmalarina
hiicre kiiltiirii alanindaki gelismelere ek  Onciilik edecektir. Calismamiz  hiicre
olarak kiiltiir ortaminda meydana  kiiltiirii alaninda bilgi sahibi olmak isteyen
gelebilecek kontaminasyon risklerinden ve  aragtirmacilara genel bir bakis agisi
bu risklerden korunma yollardan  kazandiracaktir.

bahsedilmistir. Bu ¢alisma daha sonra
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