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ViRUS ARAŞTIRMALARINDA 

HÜCRE KÜLTÜRÜNÜN ·öNEMİ 

Dr. Salih YILMAZ (•) 

HiçJbir metod; virusların hücre kültürlerinde üretilmesi kadar 
viral araştırmalan olumlu yönde etkilememiştir. İn:san ve lhayıvan 
hücrelerinin lalboratuvarlarda canlı olarak muhafazasına ve biLhas­
sa ıbunların tüp ve şişelerde organizma içineLe olduğu giibi üreme­
lerinin ve yeni hücre topluluklarının meydana getirmelerin1n sağ­
lanmasından sonra, her türlü virusun canlı oııganizma dışında üre­
tileıbilmesi ve virusların üreme srufhalarının ,gözl,enebilmesi imkanı 
elde edilmiş oldu. Bununla birlikte; virus üretiminde Embryonlu 
tavuk yıuımurtası kültürünün sağlamış olduğu tüm kolayhkların 
hücre kıültüründe de mevcut olduğu deneysel olarak k:anıtlanmış­
tır. Diğer taraftan ne deney hayvanların'da ve ne de emlbryolu ta­
vuk yumurtası küLtüründe sun'i olarak çoğaltılmasında muvaffak 
olunamayan virusların hücre kültürlerinde çoğaltılması imkanı el­
de edilmiştir. 

Son senelerde hücre yetiıştirme sahasında ço'k büyük gelişme­
ler sağlanmış bulunmaktadır. Taze dokulardan elde edilen hücre 
kültürlerine geniş spektrumlu ant~biotiklerin ilavesiyle hücrelerin 
direkt olarak cam yüzeylerde üretilme şansını çok arttırmıştır. Bu 
gelişmelere paralel olarak virus çahşmalarının sürekliliğini sağla­
mak amacıyle permanent (Celline) hücre suşlarının elde edilmesi­
ne ,gayret saı:ıfedilmiştir. Buıgün virolojik araştırmaların yapılmak­
ta olduğu ülkelerde «HıEl.JA» hıücre suşu çok yaygın tbir tarzda kul­
lanılmaktadır. Bu hücre suşu servix kanserinden ayrılmıştır. Bu­
gün hakteriyel besi yerleri gLbi ticari olarak temin edil-t:fuilecek bir­
çok sayıda «Permanenıt» hücre suşları bulunmaktadır. Morroleyer 

(•) Enstitü Teşhis 1iölüm Başkanı 
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hıücre kültürlerinde virus kolay üremekte ve istenilen miktarda vi­
rus ürünü elde edilebilmektedir. Mesela; 

Permanent hücre suışların:dan olan «Ohang» suşu insan .böibreği 
ve emlbryonal çocuk konjunktiıval dokusundan menşeini aLmakta­
dır. 

Harrison ve Carre! {1907); adlarındaki araştırıcıların doku kül­
türünün hazırlanmasındaki temel metodları yayınlamaları üzerine 
hıücre kültürünün virus üretimindeki değeri ço:k daha iyi anlaşıl­
mıştır. Ne yazık ki araştırıcılar çok uzun ibir süre geliştirilmiş olan 
ibu tekn~ği çalışmaları içine alııp faydalanrnamışlardır. Bununda 
değ~şik ibirçak: nedeni bulunmaktaydı. Genel olarak bu nedenleri 
üç grupta toplay:aibiliriz. 

i - İlk zamanlarda do1m kültürlerini bakteriyel kontaminas­
yonlardan korumak ço'k zordu. Geniş spektrumlu 'birçok anıtibioti­
ğin keşfi ve pratiğe aktarılması iloe hücre kültürlerinin kontami­
nasyonu önlendiği giibi hazırlanan ;bu tür küllürlerin çok uzun ·bir 
süre muhafazalarıda sağlanmış oldu. Bi]hassa lbaLgaım. göz akıntısı 
ve dışkı gilbi !bakterilerce çok bulaşık oldukları bilinen marazi mad­
delerden doku kültüründe virus İzolasyonunda antilbiotiklerin ne 
derece de bir önem taşıdıkları tartışma kalbul etmez bir gerçektir. 
Antilbiotiklerin keşfinden ·önce bu tür marazi maddelerden doku 
kültüründe virus izole etmek imkansızdı, çünkü kiültürdeki hücre­
ler daiha virus üremeye fırsat ıbulamadan marazi maddelerdeki bak­
teriler tarafından ta!hriıp ve dejenere ediLmekteydi. Ancak antibio­
ıtiklerin keşfinden sonra doku kühürlerinde virus izolasyonu müm­
kün olaibilmiştir. 

2 - Doku külrurünün arıaştırma ve routin muayenelerde kul­
lanılmasını geciktiren sebeplerden ikincisi de; bu alanda çalışmak­
ta olan !bilim adaınüarının virus üretiminde deney hayıvanları ile 
emlbryonlu tavuk yumurtası kültürlerinden memnun oluşları ve bu 
killtürlerde üı~etemedikleri viruslar içinde muayene edilen marazi 
maddelerde viral bir etken yok diye ·araşıtırma ve çalışmaları dur­
durmalarından kaynaıklanmaktaydı. 

3 - Doku kültürün/Ün geHştirilmesini müteakip geçen uzun 
yıllar boyunca; Hücre kültüder.inde üreyen veya üretileıbilen vi­
rusların varlığını güıvenceli olara'k gösteren belirgin bir metodun 
veya işaretin 1bulunmamasını; virus İzolasyonunda doku-kültürünün 
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gecikmeli olarak kullanılmasına üçüncü ·bir neden diye takdim et­
mektıedirler. Çünkü ilk zamanl'arda doku kültüri.inde virusun üre­
miş olduğunu kanıtlayıalbilmek için, doıku kültürü sıvısı duyarlı bir 
deney hayvanına inoküle ediliyor ve deney hayvanından alınacak 
sonuca göre virusun hücre ·kültüründe üreyip üremediğine karar 
veriliyordu. Bu tür bir çalışma yönteminin hiçbir şekilde deney 
hay.v.anlarına üstün olduğu pek tabiiki iddia edilernezdi. 

Doku kültürleri üzerindeki bilimsel çalışmalardan günden güne 
yeni gelişmeler elde ,edilmekte ve bu gelişmelerden virusların İzo­
lasyonları ve üreyen virusl•arın hücreler üzerinde yapmıŞ olduğu 
değişiklikler detaylı olarak bilim adamlarınca incelenmeye başlan­
dı. 

İlk zamanlarda doku kültürlerinde virusun ürediğine dair işa­
ret obraık ernekte hücrelerde oluşan «Eiı1sc!hlusskörperdhen» 1erin 
gözükınesi geçerli olmakıtaydı. Bu metod güvenceli değildi, çünkü 
sözü edilen cisimcikler ancak ibirkaç virus için kullanılaıbilmek­
teydi, diğer ıbir deyimle oluşmaktaydı. İkinci dünya saıvaşı anında 
hücrelerde oluşan diğer patolojik değişikliklere dikkat çekilmeye 
başlandı. Virusun ·çoğalmasiyle birlikte hücrelerde hir dejeneras­
yonun meydana geldiği ve odaklar halinde eridikleri müşaıhede 
edildi. Bu bulguların önemi tanınınca çoık sayıdaki enfekte doku 
kültürlerindeki hücrelerin parçalanmasının virus spesifitesi iLe çok 
sı:kı bir ilişkisinin bulunduğu .anla'şıldı. 'Bunun sonunda da doku 
kültürlerndeki virus üremesine işaret s·ayılan ve teşhis i'çin çok ibii­
yük de.ğer taşıyan ve Cyıtopa1ıhogenen Eflf.ekt (CpıE) diye adlandırı­
lan bulgu ele geçirilmiş oldu. Son yıllarda geliştirilmiş bulunan 
Manolayer kültürler gerek menşeini .aldıkları hücre türleri ve . ge: 
rekse virusa bağımlılıkları yönünden meydana gelen «OPE» olay­
ları detaylı olarak tetkik edilım.iştir. Bu araştırmalar sonunda doıku 
kültürl.er.inde üreyen virus aktiıvitesi. güıvenceli :bir te~is ve üre­
miş olan virus ak•tiıvitesi. güıvenceli bir teşhis ve üremiş olan virus 
miktarının öLçülımesine yarayacak olan bir sıra 'karakteı•istik hüc-
re değişiklikler.ini içeren Skala elde edilmiştir. · 

Viruslar; hücre külturlerinde CPE yanında proliferatif ibir et­
kiıyede saıhiptirler. Bunun dl'şında b.azı viruslarda hücre kültürle­
rinde herılıangi bir değişikliğe se'heıbiyet vermeden üreyeıbilıirler. 

Bugün ıbütün dünyada virus araştır.malarında ku!lanılabilen 

esasta 3 tür doku kültürü buhmmaktadir. 
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Bunlardan ilk türü «Maitland - Kültür Tipidir.» Bu tİip kültür­
ler komplike olmayıp uzun seneler çok sayıda değişik virusların 
Ü~etiminde :kullanılmıştır. Bu kültürler basit olarak şu tarzda ha­
zırlanmaktadır. 15-30 kad·ar küçük doku parçacıkları yassı bir ta­
baka halinde UJy;gun bir /besi yerine yatırılır. Vas.at olarak inorga­
nik tuzların karışımı kullanılır. Mesela; Serum-fizyolojik, Tyrode 
eriyiğ.i ve serum karışımı gilbi. Bu kültür vasatında doku parçacık­
ları uzun süre canlı kalırlar ve az miktarda hücreninde ürediği gö­
r-ülür, hücrelerde metaibolizma olayları devam eder. Ekimi yapılan 
virus; üremesi için bu hücreleri kullanır. 

İkin:ci tür kültürler «Plasma - Kültürleridir». Bu teknikte doğ­
rıanml!ş olan doku parçacıkları Plazma taıbakası içinde üretilir. Do­
ku !bu esnada üretme kaplarının dıwarlarında plasma kuagülümü 
ile .teslbit edilir. Plasma olarak en uy;gunu tavuk plasmasıdır. T:aıvuk 
plazması çok irı:ce ibir talbaka halinde paraıfinize edilm~ş cam bar­
daklar içine tavukların karetisinden alınan kandan elde edilir. Alı­
nan 'kan derhal kuaıgüle olur ve Ilmnun üzerinde jel kıvammda sarı 
bir madde oluşur. Vasat olarak serum ve embryonal extrakt ilaıve 
edilmiş olan serum-fizyolojik kullanılır. Plazma kültürleri gerçek 
doku kültıürleri olarak kalbul edHir. Vasat içerisine yatırılmış olan 
doku parıçacıklarından zamanla yeni hücreler yetişir . 

. Üçüncü kültür türü ise buıgün !bütün drünry:ada kullanılmakıta 
olan ve bundan öncekilere nazaran üst'Ün ve pratik birçok yanı bu­
lunan «Monolayer- H'ücre» kültürleridir. Bu hücre kültür türü 
«1Du1becco» tripsinasyon tekniğie göre hazırlanmakta olup gei'Çek 
bir hücre kültürünii temsil eder. Çünkü bireysel hücreler uygun 
vasatlar içerisinde küLtür kaplarının cam yüzeylerinde çok Ç'aibuk 
Çoğalarak lhücrelerıden oluşan adacıkları ve bunlarda biıfuirleriyle 
birleşerek ManoLayer hü:cre kültürlerini oluştururlar. ·Bu kültür 
için hücreler taze dokulardan devamlı tripsinasyon suretiyle ayrı­
lır ve sonra ury;gun vasatlar içinde cam yüzeylerde üretilir. Tripsi­
nisasyon için 0.25 '%' TrJpsin solusyonu kullanılır. Bu işlem sonun­
da hücrelerarası maddeler sindirilerek dokulardaki hücreler ser­
best hale geçer. Bu esnada tripsin yüzdesi düşük olduğundan hüc­
:rıelerde herhanlgi ıbir zarar oluşmaz. Diğer ibir deyimle hücrelerin 
bölünme yetenekleri muıhafaza edilir. 

Tripsin solusyonu içinde yüzen hücreler santrifüje edilir, bir­
kaç de.fa PBS ile suspensiyonu yaıpılarak tekrar yıkanır, taki hüc-
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re sedimenti üstünde meydana gelen süpernetant berraklaşıncaya 
kadar santr1füj (Yıkama) işine devam olunur. Sonra uyıgun ibir va­
sa:tta (1.0 ml. vasata 500.000 - 800.000 hücre isaJbet edecek şekilde) 
hücre sedimentinin suspensiyonu yapılır ve sonra cam kültür kap­
ıarına tevzi edilerek etürve kaldırılır. Kısa bir sıüre sonra vasa.t için­
deki hücreler cam kapların taJbanında birikirler ve bölünımeye baş­
larlar. Hücreler çoğalarak adeta bir hasır manzarası alırlar. Hüc­
releri üretme vasatı olarak 5-10 ·%' dana serumlu, 0.5 % Laktalbu­
minli dengeli tuz solusyonları (Earle-Hanks ve buna benzer) ve 
boya endikatörü (Fenol-kınnızısı) ile kontaminasyonu önlemek ga­
yesiyle antibiotikler ilave edilir. 2-3 gün sonra kültürlerdeki vasaıt­
lar değiştidlir. Bu arada hücreler biııhayli üremiş olurlar. KIÜ.ltür­
lerin ekimi doğrudan doğruya vas·ata yapılır. Eğer virus üreyecek 
olursa hücre kültürleri çok çaJbuk olarak talhriıp olur. Ço'k az sayı­
daki viruslar hücre kültürlerinde değişik CPE yaparlar veıya hüc­
relerde dejener.asyon meydana getirirler. Diğer bazılarıda Dev hüc­
relerin oluşmasına selbeibiyet verirl.er. Bu arada kültürlerde kıöpük 
teşkili ile Einschlusskörperohenlerin oluşumu söylenelbilir. 

Modern Manolayer doku kültürü ayrıca enfekte virus ünite­
sinin kantitatif tayininde ·çok uyıgun bir metodtur. Çünkü viruslar 
infeksiyösitelerine ,göre varlı'kları saptanır ve kantitatilf olarak titre 
edilirler. Viruslar sulandınlarak doku kıü1tıürlerinde titreleri belir­
lenir. Eskiden virusların enfeksiyösiteleri yalnız deney hayıvanla­
rında, da!ha sonr.aları emlbryonlu tavuk yumurtalarında bugün ise 
genel olarak dokukültürlerinde tesıbit ve tayin edilmektedir. 

Dulıbecco bu hususta çok duyarlı bir metod geHştirmiştir. Araş­
tırıcı bu maksaıtla hücreleri petri kutusunun taıbanında üretmekte 
ve test'e talbi tutulacak virusu doğrudan üremi·ş olan hücrelere ek­
mektedir. Virus partiküllerinin adsoııpsiyonunu mütea'kip sıvı va­
sat d'ökülerek bunun yerine hücreler aıgarla bir talbaka halinde kap­
lanm.aktad~r. Böylece üreyen virus partikülhiri Iokal olarak kal­
rri'akta, yalnız komşu hücrelerde talhrilbat yapmaktadır. Böylece nek­
rorz odakları oluşımaktadır. Vital boyalada kü:ltüder boyandığında 
virusların üredikleri saıhalar çok ibeliııgin hale gelmektedir. Genel 
olarak bu odaklara «Plaques» adı verilmehedir. 

Meıvcut dilüsyoncia meydana gelen Plaques sayısı enfeks1yöz 
yeteneğe sailüp virus partikıül miktarını göstermektedir. Teşekkül 
eden bir Plaques'in yalnız tek bir ·virus partikülü tar,afmdan mey-
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dana getirildiği kanıtlanmıştır. Bu metodun diğer bir yararıda; 
hayvanlar. için patojen olan bir ıvirus tüı.iinde aynı özdliıklere sa­
hip olan diğer bir deyimle genetik yapıları aynı olan virus suşla­
rının elde edilmesine hizmet etmesidir. Bu husus aşıların hazırlan­
masında çok büyük bir önem taşımaktadır. 

Her.şeyden önce hücre küLtürleri viroloji dalında rutin teşhis­
lerde, virusi saLgın hastahklarda, hastalıkların profilaxi ve müca­
delesinde ve aşıların üretiminde kullanılmaktadır. Günden güne 
hücre kültürünün önemi; aşıların geliştirilmesinde, isti!hsalinde, 
denenmelerinde ve standardasisıyonunda artmaktadır. Bunun dışın­
da hücre kıül:türü İnterferenz, virus-iliiiere sistem ili!şkileri, virus ge­
netiği, virusların çoğalmaısı ve enfeksiyon mekaniZ!IIlasının temel 
araştırmalarına imkan vermesi bakımından değeri taihmin edileme­
yecek kadar büyüktür. 

Virolojide Hücre !Kültürünün Değeri : 

1. Virusların İzolasyonu, 

2. Isolatların üretimi, 

3. Virus suşlarının ,adaptasyonu, 

-4. Virusların titrasyonu, 

S. Çok fazla miktarda virusi materyali prodüksiyonu, 

6. Neutralizasyon tes't, 

7. Pia.queS:test, 

8. Aşı istiib.sali, 

9. Enfeksiyon mekanizması, virus çoğa1ması, virus-hücre sis­
tem ilişkileri. virus genetiği ve Intederenz üzerinde temel 
araştırma yaıpma imkanını .vermesi. 

HÜCRE KÜL TÜRLERi TÜRLERi 

L Yeni Metodlar : 

a) . Tek kat - veya Manolayer Kültürler. 
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1. Primer kültürler (oııgan!oardan üretilmiştir, diploid) 

2. Diploid hücr.e suşları, 

(Bunlar 2.-50. pasaja kadar sınırlı hayat süreleri olan 
diploid hücre suşLarıdır.) 

3. Zell-linien (Bunlar sınırsız pasaja taıbi tutubibilen tri, 
tetra-, polyploid genellikle tümör teşkil eden hücreler­
dir.) 

b) Suspensiyon kültürleri. 

c) Ongan kültürleri. 

ll . Eski Metodlar : 

a) Harrison (1907) metodrma göre asılı damlada doku yetiş­
tirilmesi, 

b) Carrel tekniğine göre (1923) kapalı sistemde pl·azma­
kültürü, 

c) Maitland-Tekniğine göre (192-8) suspanse doku kültürrü, 

d) Grey'in (1933) Rollinıg-tüp-pla·zma tekniği. 

lll. Uzun Ömürlü \Doku ,: 

a) Frenkel - Te'kniği. 

Hücre 'Kültürterini Hazırlama Şeması : 

1. Emıbryonlar veya organların steril şartlarda alınması, 

2. Bunların kapsül. zar ve yağlardan arındırılmaları, 

3. Dokuların 1 mm3 ibüyüklüğünde küçük parçalara :böLünmesi, 

4. Doku par-çacıklarının PıBS içinde yıkanımaları ve ön trip­
sinisasyona talbi tutulmaları. 

Tripsinisasyon genellikle ·%' 0,25'lik triıpsin eriyiği içinde 
(PBS-T) sıcakta (37oC), oda ısısında {20-22°C) veya soğukta ( +4oC) 
yapılır. Bundan sonra .filtrasyon, santrifüj ve yıkama, hücre sayı-
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sının tesibiti ile kültür kaplarına ekim işlemi sürdüı:ıülür. Böylece 
primer kültürler elde edilmiş olur. 

Birkaç Üretme V.a·satının .Terkibi 

1. Earle veya Hankıs - Tuz Eriyiği 
Lakıi'allbuımif!-!hydrolysat (% S'lik) 
D.ana serumu 
Phenolrot 

Penicillin ·öbeıher ml. vasat için 100 Ünite) 
Streptomycin Çbeher ml. vasat için 100 Gamma) 
Myıkostatin ·Obeiher ml. vasat için ıoo Gamma) 

2. La.kta]bumin-Yeast Extrakt Er.iyiği 
D.ana serumu 
Plhenolrot 

Penicillin, Streıptomycin, Mykostatin 

3. TCM Parıker ı99 

Lakta]bumin!hydrolysat (% S'likten) 
Dana serumu 
Pıhenolrot 

Antiıbioti'ka 

4. Eaıgle- Earle Vasatı 

Earle dengeli tuz eriyiği 
Eagle TC Vitaminleri ıoo x 

Eaıgle TC Amino asitleri ıoo x 

Eagle TC Glutamine 

Dana serumu 
Phcnolrot 

Antibiotika 

S. .Earle veya Hanks - Tuz Eriyiği 

ı2o 

Laktabbuminıhydrolisat (% S'lik) 

Pıhenolrot 

Antibiotika 

.%' 78.5 
% ıo 

% ıo 

.%' 1.5 

o/o' 88.5 
ı%1 ıo 

.%' 1.5 

;%1 78.5 
%10 
%10 
% ı.s 

%' 86.2 
% ı 

o/0 ı 

%' 0.3 
% ı o 
%' 1.5 

% 88.5 

%' ıo 
% ı.s 
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6. Steril Sığıı· Amnian Sıvısı 

Phenolrot 
Anti'biotika 

7. VM 2a - V.asatı 

Deionize su 
Natriumdhlor.id 
Potasyum Ohlori:d 
Y east-Extrakt 
Lakta~buminıhydrolisa t 
Kal'siyumglukonat 
Glikoz 
Natriumlbikarbonat 
Ant~bioti:ka {Penicillin, Strept. ve .Mykosi'atin) 

8. TüM Parker ı99 

LaktaThruminihydrolisat (% 5'lik) 
Dana serurmu 
Wıenolrot 

Anti'biotika 

·Virus ;Enfeksiyonlarının Hücreler Üzerindeki 'Etkisi 

1. Heı11angi bir değişiklik yapmazlar, 

2. Dejeneratif değişiklik yaparlar, 

3. Proliıferatiıf değişikli1der meydana getirirler. 

.%' 98.5 
o/o 1.5 

ı.OOO ml 
9.0 .g 
0.42 g 
1.0 g 
2.5 .g 
1.0 ıg 

3.0 . g 
2.0 rg 

o/o 87.5 
;%' ıo 
o/o ı 

%' ı.s 

Viruslar taraıfından hücrelerde meydana getirilen CPE (Cyıto­

patogen ef,fekt) türleri aşağıdaki şekilde sıralanaıbilir. 

ı. Zytolyse, 

2. Yuvarlaklaışma, 

3. Granülatif dejenerasyon, 

4. Şişme şeklinde dejener,asyon, 

5. Dev hücreler te;şkili, 

6. Sinsisyen teşkili, 

121 



Virus ve hücre kültürü - Yılmaz 

7. Hücreler içinde Vakuollerin oluşması, 

8. Hücre içi cisimciklerinin oluşması. 

9. Hücre çekirdekler.inde diğer değişiklikler; 

a) Çekirdeğin ibüzüşmesi (Piknoz), 

b) Çekirdeğin şişmesi. 

c) Çekirdek zarının fazla renk alması, 

d) Çekirdek zarının şişmesi giıbi. 

10. Proliferasyon. 

Menolayer Kültürlerde Plaque Tekniği 

Petri kutularında üretilmiş bulunan Manolayer kültıürlerin sıvı 
vasatları dökü1ür, PBS ile steril şartlarda yıkanır, virus suspensi­

yonu kültürler üzerine yaydırılır ve 0.5 - 4 saat arasında değişen 

bir süre ile adsonpsiyona ıbırakılır. Virus suspensiyonu dökülür ve 

~ülti.irler yeniden P.BS ile itinalı bir surette yıkanır. Sonra kültür­

ler üzerine özel Aıgar yaydırılarak bir ta!baka halinde kapatılır. Bu 
şekilde ~ültürler 2-10 gün 'kadar + 37•c• de kuluçkaya bırakılır ve 

bu süre sonunda kültürler usulüne .göre 'boyanarak meydana gelen 

«Plaque»'lar sayılır. 

P,laque Tekniğinin Önemi ~ 

1. Hassas muayenelerde virus titrasyonunun yapılaıbilmesi. 

2. Virusi marazi maddelerden virus'un İzolasyonuna imkan ver­

mesi, 

3. Saf virus suşlarının elde edilmesine yaraması, 

4. Çeşitli virus türlerinin tefriki teşlhisinde çok faydalı oluşu. 

S. Serolajik muayeneler için çok pratik olması, 

6. Viral .araştırma ve muayenelerde çok geniş imkanlara salhip ol­

ması gibi hususlar söylenebilir. 
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Virus Teşhisinde Hücre Kültürlerinin Önemi 

o) Etken izolasyonu (CPE) 
b) Neutralisasyon test 

)) 

)) 

)) 

» 
)) 

)) 

Antikor ısbatı (Haemadsorpstyon 
(Fiuoreszenzmikroskopie) 

lnte~ferens 

Hücre Kültürlerinin Mikrobik Kontaminasyonla•rı 

/ 

/ 
/ 

/ 
/ 

Bakteriler Mantarlar 
)) )) 

)) )) 

)) 
Mycelleri 

)) görülür 
» » 

Kül~ürel Olarak 

Varlıklarının ls batı 

» 
)) 

/ 
/ 

/ Viruslar 
(Latent enfeksiyon) 

/ "' CPE'Ii OPE'siz 
)) )) 

)) )) 

)) )) 

)) Fluoreszens, ·Einscluss 
)) cisimcikleri , Haemadsorp-

N. Testle siyon. Haemagglutinas-
sınıflandı- yon. ve subkültürlerle 

rı lması i sb at. 

Hücre Kültürlerinde Şekil Dıeğişikliği :: 

a) Spantan olarak ıbütün hücre türlerinde, 
b) Kültür vasatlarındaki kanserojen elementlerle, 

)) 

)) 

Mycoplaıımalar 
)) 

CPE'Ii OPE'siz 
» 
)) 

Mycoplazma age­
rında etken izo­

lasyonu. 

c) Virus enfeksiyonu ile. meydana gelip aşağıdaki tarzda karak­
terize olurlar: 

a) Çı'kışlarında haiz oldukları diploid kromozom dizisinin kayibı. 
ib) Hücre yüzeyindeki ve morfolojisindeki değişiklikler, 
c) 

d) 

Hücre metalbolizmasmdaki değişiklikler, 
Gelişmedeki değişiklikler, 

e) Şekil ·değişikHğine uğramış olan hücreler s.c. inoku1asyonla tü­
rnörlerin oluşmasına seıbeJbiyet verirler. 
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Hücre Kültürlerinden .Aşı Üretimi 

1. Canlı etkenlerden elde edilen aşılar; 

a) Homolog etkenlerden b) Heterolog etkenlerden 

/ 

/ 
/ 

/ 

/ 
/ 

Tabii olarak mev­
cut avirulant suş­
lar (NDV-Ientogen 
suşlar) 

Sun'i olamk zayıf­

latılmış (attenüe) 
suşlar Paraenflü-
enza-3 

Tabii mevcut 
suşlar (tavuk 
çiçeğine karşı 

güvercin çiçeği 
SUŞU) 

Sun'i olarak zayıf­

latılmış (attenüe) 
suşlar. Kızamık vi­
rusu distempere 
karşı. 

2. inaktif etkenlerden elde edilen Aşılar 

Kimyasal-fiziksel metodlada inaktive edilmiş « Virulant» et­
ken lerden. Örnek; şap, tavu1< velbası, domuz vı::Jbası, v.s. gibi. 

Hücre Kültür Serilerinin ıDev.amlı Pasıı::ıj Yöntemi : 

1. İyi .gelişmiş hücre külııürlerinin üzerine PBS-T-Versen erıyıgı 
her tarafı kaplayaca1< şekilde yaydırılır ve hücrelerin ibulun­
quklan cam kaplardan ayrılıncaya kadar + 370C'lik etürvde tu­
tulur, gereğinde kültür kaplan hafifçe çalkalanalbilir. (ıBir li:t­
re PBS-T eriyiğine 30 mlı. Yensen solusyonu 1\:atılır.) 

2. Sonra çözülmüş olan hücreler 3-5 daıkika ı200 .g (2200 devir/ 
dak.) veyıa 10 dakika 600 g (ı500 devir/ dak.) sivri cam go de­
lerde santrifüje edüir. 

3. Santri:liüjden sonra üstte 'biriken swı . atılır ve d1pteki hücreler 
.üzerine 3-5 ml. kadar üretme vasatı ilave edilerek bir suspan­
siyon yapılır. Bu hücr·e suspensiyonu ıgeniş kanüllrii :bir şırmga 
ilc (8- ı o defa tekrarlamak suretiyle) çek1p-lbır.akmak suretiyle 
hücrelerin birbirinden iyice ayrıhp seribest hale geQIIleleri sağ­
lanır. 

4. İyi lbir suspensiyon haline getirilen hücreler uyıgun vasatlarla 
karıştırılarak (sık sık çalkalamak şartiyle, 9ünkü hücreler za­
manla d~be çöker) üretme kaplarına tevzi edilir. 
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Hücre türüne göre çoğaltına oranı ı :2 ve ı :4 olarak hesap lan­
malıdır. 

Üretme vasatının pH derecesi 7.3 cıvarında olmalıdır .. 
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Tavul< Embryosu Fibroblast !Hücre KüHür Tekniği 

Aletler 

Cam Malzemeler 

Materyal 

Pensler, büyük. küçük, eğri ve düz makaslar, 
enı:bryo ezicisi veya bir adet Re·kord şırınıga. 

Eüyıük ve 1..-üçük petri kutuları, 200-500 ml. iJ:ıa­
cimli Erlenmeyerler, Santrifüj godeleri, 5 ml. 
ve 10 ml.'lik pipetler, kauçuk tıpalar ve üret­
me kapları. 

8-12 günLük kuluçkada bırakılmış tavu1< yu­
murıtası, önceden ısıtılmış PES ve PBS-T, 
Earle-Eriyiği. % 5'lik Laktallbuminthydrolisat 
eriyiği. inaktive dana serumu, P.henolrot Anti­
biotika, Kristalviole eriyiği. 

L Kuluçlcadan çıkaı~ılan tavuk yumurtaları laımba ile kontrol edi­
lerek canlıları ayrılır, 

2. Haıva iboşluğu sınırı lamba altmda işaretlenir, 

3. işaretli hava başlu,ğu ~saıhaısı alkol ·veyıa tentıürdi:y~otla dezenfelk­
te edilerek eğri bir makas ve pens yardımı ile .bu kİsma isaıbet 
eden yumurta ıkalbuğu kesilerı:!k ,ayrılır. 

4. Yumurta katbuğu Z'arının açılmasından sonra emlbryo eğq ibir 
pens yardımı ile yuımurta içinden çıkarılarak petri kutusu içi­
ne konur, 

5. Kalp ve akciğerierin dışında em'bryoların baş ve iç organları 
atıldıktan sonra emlbryolar iki defa PıB'S ile yıkanır. Sonra ya 
bir makas yardımı ile veya embryo ezicisi ile embryoHtr çok 
ki.i!çiik parçalara ayrılır (doğranır), 

6. Doku parçacıkları ıbir erlenmeyer içine dolduruMuktan sonra 
iki veya üç defa PES ile yı'kanır, doku parçacııldarının dibe 
çökmesinden sonra üstte toplanan sıvı kısım dikkatli olarıak 

vakumla emdirilerek veya dökmek suretiyle atılır. 

7. Doku parçacıkları üzerine 50-100 ml. P.BS-T katılarak 37"C'de 
5 dakika ön tripsinisa~ona taıbi tutulur ve üstte ıbiriken sıvı 

kısım atılır. 

8. Ee1her emlbryoya 10 ml. isaibet edecek miktarda yeniden PES-T 
doku parçacıkları üzerine konur ve 37"C'de 1 1/2 saat veya oda 
ısısında 2-3 saat maıgnetik karıştırıcı üzerinde tripsinize edilir. 
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9. Sonra hücre suspensiyonu 6 kat tulbentten süzülerek 5-8 da­
kika 200 g (800-1000 deıvir/dakk.)'de santrifüje edilir. Üsttebi­
riken sıvı atılır ve yeniden sediment PBS ile suspen:siyon ha­
line getirilerek tekrar santr.1füje edilir. (Bu iş üstte 'biri'ken sı­
vı kısım ·berraıklaşıncaya kadar devam ettirilmelidir.) 

10. Hücre sedimenti y.a üretme vasatı veıya PES'ten 20 ml. içinde 
suspensiyon haline getirHclikten sonra «Fuchs-Rosent:hal» la­
mında hücre sayısı belirlenir. 

ll. Hücrelerin üıceyelbil:mesi için beher ml. üretme vasatı için 
500.000 - 1.000.000 hücrenin hesaplanması gerekmektedir. Bu­
na göre ·hücre seclimenti üretme vasatı içinele suspensiyon ha­
line getirilerek ü:çetıme kaıplarına tevzi edilmelidir. 

12. 24-48 saat sonra hücreler tam anlamiyle !bulundukları külLür 
kaplarını kaplamış olur. Bundan sonra küluür kaplarındaki 
üretme vasatları dökülerek bunun yerine muihafaza vasatı ko­
nur. 

Örnek: 

Üretme vasatı; •% 78,'5 Earle Eriyiği 
;% 10 Laktalıbuminhydrolisat eriyiği 

{% 5'lik) 
% 10 Dana serumu 
% 1.5 Phenol rot 

Antiibiotika 

Muhafaz.a vasatı; Sığır amnioi mayii 
% 1.5 ·Pıhenol rot 

AntiJbiotika 

veıya 

~% ' ·87 Earle solusyonu 
% 10 Lcvktallbumin (% 
•%' 1.5 dana serumu 
% 1.5 Laktalibumin 
ve Antiibiotika 

5'likten) 

Hasılat : Ortalaana olarak bir ern!bryodan 40-60 ml. kadar ha­
zır hücre suspensiyonu elde edilebilmektedir. 
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Büyük Memeiiierin Böbreklerinden Hücre Elde .etme :Tekniği : 

Aletler 

Cam Malzemeler 

Materya.l 

Çeşitli :büyüklükte pensler, çeşilti ;büyüklükte 
eğri ve düz makaıslar, ı -2 adet tatlı kaşığı, ı -2 

ıbistüri. magnetik kanştıncı ve ta:flonla kaplı 
magnetik kısa çuıbuık. 

Büyük ve kürçÜik petri kutulan, ı .adet erlen­
meyer, 100-500 ml. hacimde santrifüj tüpleri, 
5ıo ml.'lik pipetler, kültür kaıpları, steril tul­
hentle kaplı cam Beoherler, kauçuk tıpalar. 

Uygun :hayvan tıürlerinin :böJbrekleri, önceden 
ısıtılmış P:BS- P.BS-T ve Earle solusyonlan, 
Hanks, Med. ı99 v.s., Dana serumu, % S'lik 
Lakta~bumin, Bhenolrot, Antibiotika Kristall­
vialet solusyonları. 

ı. Taze kesilmiş hayvanların böbrekleri steril şartlarda alınarak 
kapsüllerini yaralamadan yağlarından ayıklanır. 

2. Bobrek kapsülü ibir ibistürıü ile kenanndan boydan lboya kesi­
lir ve önce üst tarafındaki sıyrılır, 

3. Alet değişiminden sonra ka:psrülü sıyrılmış olan böıbrek yüze­
yinden ince dilimler halinde kortikal kısım makasla alınır, da­
na böıbreğinde ise herıbir renkuli aynı şekilde işleme taibi tu­
tulur. Bölbreğİn diğer yüzeyide aynı işleme taıbi tutularak kor­
tilcal kısımlar ince dilimler halinde ıbir petri kutusu içinde 
toplanır. 

4. Sonra ibir makasla ıbölbrek dilimcikleri çok .küçük parçacıkla­
ra doğranır. Sonra bir kaşıkla doğranan bCiibrek parçacıkim-ı 
-bir erlenmeyer içine konur ve ıbirçok deıf.a PIBS ile yıkanır. 
Üstte toplanan kanlı sıvı ve doku parçacıkları dikkatli olarak 
uzakla<ştırılır. 

S. Bundan sonra taıhminen böibr-ek parçacı:kLarının iki katı kadar 
PBS-T erlenmeyere konarak oda derecesinde maıgnetik karış­
tırıcı üstünde 20-30 dakika ön tripsinisasyona ıbırakılır. Üstte 
biriken sıvı kısım atılır. 

6. Yeniden ib{:)brek parçacı'klarının üzerine Ch eribir bÖlbre k için or­
talama 50-ıoo veya ıso ml. hesaibiyle) önceden 37°C'de ısıtılmış 
olan PBS-T ·konur ve 3-4 saat süreyle oda derecesinde tripsi-
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nize edilir. Domuz ve dana böbreklerinde tripsinisasyon 4°C'de 
ıbir gece soğukta da yaıpılaıbilir. 

7 . . Sonra hücre-Tripsin suspensiyonu steril 3-6 kat tu~bentten sü­
zülür, elde edilen filtrat 5-10 dakika 800-1000 devirde santrifüj 
edilir, üstteki sıvı kısıırrı atılır, yeniden PBS ile lbir suspensi­
yon yapılı.r ve tekrar santrifıüje edilir. 

Yıkama işine üst tar.afta toplanan sıvı kısım •berraklaşıncaya 

kadar devam edilir. (Ortalama 3-4 kez) 

8. Hücre sedianenti 20 ml. üretme vasatı içinde suspensiyon ha­
line getirilerek hücre sayısı tesıbit edilir. 

· 9. Beher ml. üretme vasatı içindeki konzentrasyon ıbazı hücre 
türlerine göre şöyledir. 

Bobrek türü : 

Dana ıböbreği 
Domuz bobreği 
At bölbreği 
Kıöpek bölbreği 

Maymun böıbreği 
Koyuri bobreği 
Ada tavşam lb'ölbreği 
Kedi bobn:!ği 

Belher ml. üretme vasatı için 
.gerekli hücre adedi : 

200.000 - 330.000 
400.000- 600.000 
800.000 - 1.000.000 
200.000 - 300.000 
300.000 - 400.000 
800.000 - 1.000.000 
400.000 - 600.000 
300.000 - 400.000 

Bu taıbloya göre suspensiyondaki ıhücre sayısı hücre üretme 
vasatı ile arzu edilen ikonsentrasyona ayarlanarak kültür kap­
Larına tovzi ediHr. 

10. Hücre kültürlerinin morroleyer hale geleibilmeleri için hücre 
türlerine göre şu sürelere iJhtiyaç vardır. 
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Dana bObreği 
Domuz ib!ölbreği 

At böbreği 
K<öpek ıbobreği 
Maymun bobreği 
Koyun böbreği 
A. Tavşam b'obreği 
Kedi ıböbreği 

5 - 7 gün 0bir defa vasat değişimi) 
4-7 » (»)) )) » ) 

7 » ( » » )) )) ) 

4 - 10 )) ( )) )) )) )) ) 
6-8ıı (ıı )) )) )) ) 
7-10 )) (1-2 )) )) )) ) 
7 - 10 )) {1-2 )) )) )) ) 

7 · >> r(1 >> >> · ıı ) 
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insan !Amnion Hücre Üretim rTekniği : 

Aletler 

Cam Malzemeler 

Materyql 

Pensler, makaslar, magnetik kanştırıcı ve taf­
lonlu magnetik çuıbuk. 

Piasenta için büyülk cam bir kap .. ibüıyük ve 
küçülk petri kutuları, SOO ml. hacminde ıbir er-
lemneyer, santrifüj tüpleri, S-10 ml. 'lik pi•pet­
ler/ kültür üretme kapları, kauçUık tı.ıpalar. 

İnısan pl.asentası, önceden ısıtılmış PıBS, PBS-T 
ve Hanks solusyonu, % S'lik Laktalıbumin, 

Eagle v1taminleri, Eaıgle ,amino asitleri 100x; 
Eagle glutamini, dana veya insan serumu. 
Phenolrot, Anübiotika ve Kristal1viole solus­
yonu. 

1. Doğumdan hemen sonra plasenta İçinde ant~biotikli PlBS bulu­
nan steril cam lbir kaiba alınır. İşlemeye başlaomeaya kadar oda 
ısısında tutulur ve mümkünrse taze olıaraık işlenir. 

2. Arnnion zarı steril bir eldi:venle plasentadan ve koryondan ay­
rılır. Arnnion zarı üzerindeki kan ve sümüksel kısım başka bir 
petri ·kutusu içinde PES ile yıkanır. Antiibiotikli PBS en az 2-3 
defa değ'iştirilmelidir. 

3. Arnnion zarı 2 ila. 4 parçaya kesilir ve ıbir erlenmeyer içine ko­
narak üzerine 100-200 ml. P.BS-T ilave edilir. 10-lS dakika 
3TC'de ön tripsinisasyon yapılır. 

4. Bu süre sonun'da swı kısım atılır ve yeniden ısıtılmış P.BS-T 
katılarak 2-4 saat süre ile 32-3TC'de tripsinize edilir. Burada 
magnetik karıştırıcıya i!htiyaç yoktur, yalnız arada sırada erien­
meyer hafifçe çalkalanmalı dır. (20-30 dakil~ada bir defa). 

S. Tripsinisasıyon süresinin sonunda Arnnion zarı PBS-T içinde 4-S 
dakika kuıv;vetle çalkalanarak hücrelerin zardan ayrılmaları sağ­
lanmalıdır. (Lehmann-Grulbe 1962) Bu çalikalama işine zar üze­
rinden hiçbir hücre ayrı~ma~ıncaya kadar devam edilir. Her se­
ferinde yeni solusyon konmalıdır. 

6. Hücre suıspensiyonu 6 kat tu~bentten süzülür ve elde edilen filt­
rat 10 dakika 200-2SO g. (ortalama 700-800 d/dak.) santifüje 
edilir. üstteki sıvı atılır. Yıkama işi 2-3 defa tekrarlanaıbilir. 

7: Hücre sedimenti 20 ml. ü:retırne vasatı içinde suspensiyon .hali­
ne getirilir ve hücre sayısı mikroskapta tayin edilir. 
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hücre sedimenti iyice karıŞtırılır ve yıkama i:şi üstte biriken sı­
vı kısıım berraklaşıncaıy,a kadar devam eder. 

8. Hücre sedimenti 20 ml. üretme vasatı içinde suspense edilir 
ve hücre sayısı tesbit edilir. 

9. Belher ml. üretme vasatı için; fare böbreklerinde 500.000, 
Hamster böbreklerinde ise 300.000 - 500.000 adet hücre isabet 
edecek tarzda bir suspensiyon hazırlanmalıdır. 

10. Arzu edilen konsentr.asyona göre hazıdanan üretme vasatı.­
hücre suspensiyonu ~ültür kapiarına tevzl. edilir. Burada dik- ' 
kat edilmesi .gereken bir huısus ise fare hücrelerinin pH- dere­
cesine çok hassas oluşlarıdır. Vasat kültür kaplarında gaz ve­
rilİneyi müteak:iıp sarı, p1pet içinde iken portakal renginde ol­
mahdır. 

ı 1. Fare hücre kültürlerinin 2 gün sonra vasatları değiştirilir ve 
ekimden 3 ı§Ün sonra manaleyer ılıale ıgıelirler. 

Üretme ;Vasatı · 

a) Fare ıböıbreği % 91.5 Earle solusyonu 
,% 4 Dana serumu 
% 3 Lakta~bumin {% 5'lik) 
.%' 1.5 Bhenolrot 

Ant~biotika 

ıb) Hamster böbreği % 78.5 Earle soluısyonu 
% 10 Dana serumu 

Muhafaza .Vasatı 

. %' 10 Lakta]buımin (% 5'lik) 
'%' ı . s Plhenolrot 

Antilbiotika 

Fare •bobreğinde üretme vasatının ayın veya 
üretme vasatma % 2 oranında civciv senunu 
ıkatılması, 

Hamster böıbreğinde ; Sığır arnnion sıvısı 
% ı :S Ffuenolrot ve 
Ant~biotika. 

Ortalama olarak 20-30 fare böibreğinden 200~300 ml. hücre sus­
pensiyonu elde edilmektedi r. 

Buna mukabil 20 hamster böbreğinde ise 200-400 ml. hücre 
suspensiyonu :elde edilelbilir. 
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Dana ıböıbreğinden: 400-800 ml. Domuz lbölbreğinden: 400-700 
ml,. At ihobreğinden: 600-800 ml.. Köpek iböıbreğinden: 400-500 ml., 
Maymun böbreğinden: 1000-1500 ml., Koyun b!öbreğinden: 400-500 
ml., Kedi bıölbreğinden: 100 ml.. Tavşan bO.breğinden: 50-100 ml. 

Hamster ve ıfıare ıböbreklerinden hücre ieılde etme tekniği : 

Aletler 

Cam Malzemeler 

MateryQI 

~üçük ve ibüyüık pensler, makaslar, ıbistüriler, 
sıpatül. maıgnetik kanştırıcı ve taflonlu çuıbuk. 

Küçük petri kutuları, 100-200 ml.'lik erlenme­
yer, santrifüj tüpleri. 5-10 ml.'lik pipetler, kül­
tür kaıpları ve kauçuk tıpalar. 

14-16 günlü'k .fa11eler ve genç 'hamsterler, önce­
den ısıtılmrş ·P.B'S, PıBS-T ve Earle solusyonu, 
.%' S'Hk LaktaLbumin, dana serumu, Bhenolrot 
ve ,antiıbiotika. 

1. Hamster veya fareler; ba·şları makasla kesilmek suretiy1e öl­
dürülür. Hayıvanların kanlarının tamamen akması için sırt üs­
tü y;a tırılırlar. 

2. Kullanılmamış makas ve pensler yardımı ile ster.il olarak böb­
rekler alınarak petri ku'tusu içine toplanır. 

3. B'obreklerin kapsülleri ve hilüsleri · uzaklaştınldıktan sonra ye­
ni bir petri kutusu içine konur ve ma'kasla çok ıküıçük -parça­
lara doğranır. (Ortalama 1 mrrn2 büyüklüğünde.) 

4. Doğrıanan bölbrek parçacıkları bir erlenmeyere aktarılır ve 2-3 
defa RBS ile yıkanır. Doku parçacıklarının diibe çökmesinden 
sonra üstte toplanan bulanık sııvı 'kısım atılır. 

5. Sonra bölbrek parçaları üzerine PHS-T katılır (ortalama 30-60 
ml.) ve tripsinisasyon oda derecesinde fraksiyoner olarak (lO'ar 
dakıka) yaıpılır. Hamster böibreklerinde ihu iş ara verilmeksizin 
yine oda ısısında 2-3 saat sürdürülerek tamamlanır . 

. 6. Her tripsinisasyon süresi sonunda elde edilen hücre suspensi­
yonu 4-6 kat tul!bentten süzülerek işlemin sonu .alınmcaya ka­
dar 4oC buzdolaibında bekletilir. 

7. Sonra tripsin-ıhücre karışımı 5-8 dakika 150-200 g {600-800 d/ 
dak) de santrifuje edilir, üstteki sıvı atılır ve yenıiden PBIS ile 
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Domuz höbreği d. 

At böbreği 

Köpek bobreği 

Maymun bobı~eği 

Tavşan ve kedi 
böbrekleri 

Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1988 6 (2) 

veya 

veya 

veya 

veya 

T.C. 199 
%. 5'lik Laktal:bumin 
Dana serlNilu 
Antiibiotika 

VM2a - vasatı 
% 5'lik Laktalbumin 
Antilbiotfka 

Earle sohısyonu 
% 5'lik Laktalbumin 
Rhenolrot 
Antilbiotika 

Sığır arnnion sıvısı 
Phenolrot 
Antilbiotika 

Earle veya Hanks s. 
·% 5'lik Laktalıbumin 
Dana serumu 
Plhenolrot 
Antilbiotika 

T .C. 199 ve k · ibiotika 

Hanks solurryonu 
% 5'lik Laktalbumin 
Rhenolrot 
Antirbiotika 

.%' 88 
%10 
% 2 

% 98.5 
% 10 

% 8·8.5 
% 10 
% 1.5 

% 
% 1.5 

,%' 88 
% 10 
%i 
% 1.5 

% 90 
% 10 

Sığır amnion sıvısı, phenolrot ve Arit 

Üretme vasatlarının aynı olup yalnız da­
na serlNilu oranı % 1-2 olarak ayarlan­
malıdır. 

Değişik hayvan türlerine ait tek ıbir :böbrekten elde edilen hüc­
re suspensiyon miktarı ortalama olarak şöyledir : 
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:K!oyun Böbreği 

Tavşan Böbreği 

Kedi BObreği 

Virus ve hücre kültürü - Yılmaz 

veya 

Earle solusyonu 
%' 5'lik Laktallbumin 
Dana serumu 
Pıhenolrot 

Antilbiotika 

Hanks veya Earle solusyonu 
% S 'lik Lakta1bumin 
Dana serumu 
P\henolrot 
AntibioVika 

Earle sohısyonu 
.%' 5'lik Lakta]bumin 
Dana serumu 

rAnt~biotika 

T.C. 199 
.%' S'lik Lakta~bumin 
Dana serumu 
Pihenolrot 
:Antiibiotika 

Muhafaza 1Edici iKoruyucu :Va·satları : 

Dıana lbi:ilbreği 

Domuz bObreği 

veya 

veya 
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Earle solusyonu 
.%' S'lik Lakta~bumin 
Pıhenolrot 
Antilbiotika ve gereğinde 
% 2 dana serumu. 

Sığır Ammion sl!Vısı 
Plhenolrot ve Antibioüka 

Earle solusyonu 
;%' S'lik Lakta]bumin 
iJ)ana seromu 
Pihenolrot 
Antiibiotika 

% 7<8.5 
% 10 
% 10-20 ' 
% 1.5 

% 78.5 
% 10 
% 10 
% 1.5 

% 73.5 
%10 
%' 15 

%' 75 
% 10 
% 10 

% 88.5 
% 10 
% 1.5 

% 87.5 
% 10 
% 1 
% 1.5 
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Üretme Vasatları 

Dana Böbreği Earle solusyonu .% 78.S 
·%' S'lik Lakta~bumin % 10 
Dana serumu % 10 
Bhenolrot % ı. s 
Anttbiotfka 

Domuz Bobreği Earle solusyonu % 78.5 
·%· 5'lik Lakta~bumin % 10 
Dana serumu % 10 
Phenolrot % 1.5 
Ant~biotika 

veya 

T.C. 199 o;,: · / o 90 
Dana serumu % 10 
Antjlbio.tika 

At Böbreği Earle solusyonu %' 68.S 
~% - S'lik LaktaMbumin % 10 
Dana serumu % 20 
P!henolrot % 1.5 
Antilbioüka 

Köpek Bobreği Earle solusyonu '% 78.S 
%' 5'lik Lakta~bumin % 10 
Dana serumu % 10 
Ifuenolrot % 1.5 
Antiibiotika 

Maymun Böibreği T.C. 199 % 97 
Dana senunu %'3 
Phenolrot % 1.S 
Antiıb~otika 

veya 

Hanks solusyonu % 83.S 
!%' S 'lik Laktabbumin % 10 
Dana serumu % s 
Ifuenolrot % 1.S 
Antiibiotika 
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8. Hücrelerin iyi üreyelbilmesi için; üretane vasatı içindeki hücre 
konsentraısyonu ·belher ml. vasat içinde en ,az 300.000 - 3SO.OOO 
a:det olmalıdır. Bu tarzda hazırlanan hücre suspensiyonıu kültür 
kaplarına tevzi edilir. 

9. Ekimden 6-7 gün sonra hücreler bulundukları kültür kapların­
da çdk iyi üreyerek talbanı kaplarlar, bundan sonra ıüretme va~ 
satı atılarak yerine muhafaza vasatı konur. 

Üretme ,V·a.satı 

veya 

o/o 67-77 Hanıks~solusyonu, 
:%' 10 Laktabbumin {o/o S 'lik) 
:%' 1020 İnsan serumu, 
o/o 0.9 
%' 0.9 
o/o 0.9 

o/o 67.S 
,%' 10 
·% 2.S 
o/o 20 

ıEaıg1e ·'a'mino asidi, 
:Eaıgle vitaminL 
Eaıgle Glutamini, Pıhenolrot ve 
ant~biotik 

Hanks-:solusyonu, 
Laktallbumin (o/o S'lik) 
Emıbrıyonal extraktı, 

İnsan serumu, p!henolrot ve 
anti:biotik, 

Muhafaza Va~•atı . : 

veya 

o/o -86 
%10 
o/o 2 
:%' 2 

o/o ·80 
%'S 
o/o s 

%10 
'%' 1.S 

Hanıks-solusyonu, 

Laktallbumin (o/o S'lik) 
Ta~uk ernıbryosu extraktı, 
Dana serum u, o/o 1 .S phenolrot, 
antiıbiotik, 

Han'ks-solusyonu, 
Laktalibumin (o/o S'lik) 
Bacto yeast extrakt ve yeastolat 
ı (!% l'J.ik), 
Dana serumu, 
Phenolrot ve antibotik 

Plasentanın büyüklüğüne göre henbirinden S00-1SOO ml. hazır 
hücre ·suspensiyonu elde edilir. 
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Virus v·e hücre kültüril -'-- Yılmaz 

Koyun, Keçi, Kuzu, Dana \foS Yavru Domuz Testis Hücre 

Kültürü Elde Etme, Tekniği : 

Aletler 

Cam malzemeler 

Materyal 

Küçük pensler, küçük sivri uçlu makaslar, bir 
tatlı kaşığı, 'bir maıgnetik karıştırıcı ve taflonlu · 
çulbuk. 

Çeşitli ıbüyüklüıkte petri lmtuları, ıbir erlenme­
yer, (1/2 lt.) santrifıüj tüpleri, 5-10 ml.'İik pi­
petler, kültür üretme kapları, tu1bentli beıher­
giaslar ve kauçu'k tıpalar. 

3-8 haftalık hayvanlardan taze olarak kaıpsül­
leriyle Ibidikte alınmış testisler, önceden ısıtıl­
mış _ PlBS, PıBS-T, ve Earle solusyonu, Laktal­
lbumin ·% 5'lik, dana serumu, pihenolrot, anti­
ıbiotik, kristalıviole solusyonu. 

1. Testisler daima kapsülleriyle birlikte ve kapsüller y,aralanma­
dan alınmalıdır. 

2. Steril şartlarda testis kapsülü (tunika vaginalis) ve Epididimis 
testisten ayrılır, testis ayrı bir petri kutusuna konur. 

3. Kullanılmamı-ş kesicilerle testis ortadan ikiye hölrünür ve bir 

kaşık yardrmı ile testisin paranışiması iç zardan kazınmak su­

retiyle alınır (tunika a1bugina) ve çok küçük parçalara doğranır. 

4. Elde edilen laıpa kıvamındaki madde •birkaç deıfa PBS ile bir er­

,lenmeyer içinde yıkanır. Üstte :biriken kanlı sıvı kısım dilkkat­

lke atılır. 

5. Ön tripsinisasyon için doku parçacıklan üzerine 50-100 ml. 

PBS-T katılarak 5-10 dakika magnetik karıştırıcı üzerinde çev­

rilir. Sonra üstteki sı·vı atılarak yeniden PBS-T konur ve oda 

derecesinde 1-3 saat veya etüıvde (37"C) yine maıgnetik kanştı­

rıcı üsıtünde fra'k·siyoner olarak tripsinize edilir. Her ıbir testis 

için 15 ml. P.BS-T hesaıplanmalıdır. 
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6. Sonra Tripsin-ıhücre suspensiyonu 6 kat tu1bentten süzülerek 
5-8 dakika 200 g (7-800 d/dak.) de çevrilir ve bu yı'kama i-şi bir­
kaç de.f,a tekrarlanır. (PBS ile) 

7. Hücre sedimenti 20 ml. üretme vasatı içinde suspense edilerek 
hücre sayısı saptanır. 

8. Hücre üretimi içhı hücre türlerine göre beiher ml. vasat içindeki 
hücre konısentrasyonu şu şekilde hesaıplanmalıdır. 

Yavru domuz .testisi 

Dana testisi 

Keçi testisi 

Koyun testisi 

100.000 - 300.000 hücre 
200.000 )) 

400.000 

400.000 

)) 

)) 

9. Kültürlerin monol-eyer ıhale geleibilımeleri için hücre türlerine 
gÜre değişik zamanlara iıhtiyaç vardır. 

Y a:vru domuz testisinde 6-7 gün (1 kez vasat deği-şimi) 

Dana tesisinde 6 gün (1 kez vasat değişimi) 
Tekeve koç testi-sinde 6-10 .gün (1-2 kez vasat değişimi) 

Üretme iVa.satı 

% 78.5 Earle solusyonu v~ya Hanks s. 
·%' 10-20 Dana serUıiTiu, 
%' 10 Lakta~bumin % 5'lik, 
% 1.5 Phenolrot ve antiibioti'k. 

. Muhafaza Vasartı 

veya 

Yavru domuz testiıs !hücre kültürü için; 
Sığır arnnion sıvısı 

% 1.5 Plhenolrot ve antibiotik. 

% 86.5 Earle solusyonu, 
r%' 10 Laktabbumin % 5'Hk, 

.ı% ' 2 Dana serumu, 

% 1.5 Pıhenolrot ve antibiotik. 
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Virus ve hücre kiiltiirü - Yı!m;ız 

Dana testis hücre kültürü : 

% 88 
'%' 10 
•%' 2 

Earle solusyonu 
Lakta]bumin % S'lik, 
Phenolrot. 

Teke ve koç testis hücre kültüründe : 

% 2 
% 1.5 

Dana serumlu üretme vasatı veya 
Phenolrot, antiıbiotikli s~ğır arnnion 
sıvısı. 

Ortalama olarak ıbir yavru domuz testisinden; 200-300 ml.. bir 
dana testisinden 300 ml. ve ıbeiller teke ve koç testisinden ise 100-
150 ml. ıhazır hücre suspensiyonu elde edilelbilir. 

invitro (Olarak Hücrelerin Hibridizasyonu, idantifikasyonu, 

Klonizc:syonu ve :.Konserve 'Edilmesi. 

1. Hücre-Konservesi, Depolanması ,ve Nakliyatı : 

Permanent :(Zell-Linien) hücrelerin devamlı suıb ·kültürlerinin y.a­
p>lması bunların laıboratuvarlarda ıbaışka hücrelerle, bakteriler. vi­
rus ve mikoplazmalarla kontamine olmaları tdhlikesini birlikte ge­
tirmektedir. Bunun dı·şında hücrelerin belli suıbkültürlerinin daima 
hazır bulunmasıı gerektiğinden deJVamlı pasajları viruslar,a karşı 
olan duyarlılıklarının kayıbolmasına selhep olurlar. Bu bakımdan 
hücrelerin konserve edilerek depolanması gereklidir. 

Kısa sürelerle hücre kültürlerinin -1- 25oC ile -1- 4°C'de depo­
lanması (muhafazası) mümkündiir. Bu ısılarda hücrelerin 2-3 gün 
mühafazası anında hücrelerde ;bir büzüşme olur ve .hücrelerde her­
hangi ıbir deği•şiklik olmadan dinlenme s.a fhasına geçerler. Hücre­
lerdeki metaibolizma -1- 4oC'de çok yaıvaş seyreder. Sağlıklı hücre 
külti.irlerinin ıbüyük bir hölüımii •böylece 4-8 ıhaıfta korunaıbilirler. 

Hücrelerin muihafaza sürelerinin uzamasında depolanmış hüc­
relerde hiçibir şekilde vasat deği·şimi yaıpılmaz. Eğer kültürler kul­
lanılacaksa bunlar 3rC'de kuluçkaya bırakılır. Bu meyanla hüc­
relerdeki ilk vasat değişimi en erken 2 gün sonra yapılmalıdır. Bu 
şekilde işleme taıbi tutulan hücre kültürleri kendi metaıbolizme 
faaliyetlerini çok ç.abuk normalize ederler ve berihangi bir kısıtla­
maya taıbi tutulmadan kullanılalbilirler. 
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Primer hücre kültürleri + 4oC'de saklanmamalıdır. Bunlar en 
iyisi oda derecesinde muhafaza edrilmelidir. 

Uzun süre muhafaza edilmesi gerekli hücre kültürleri konserve 
edici maddelerle işleme taıbi tutulduktan sonra derin dondurucu­
larda saklanmalıdır. Hücrelerde dondurma anındaki taıhribatı ön­
lemek için hücre süspansiyonlarına gliserın veya Dimetıhylsulfoxid 
(DMıSO)'in değişik konsantrasyonlar ilavesi gereklidir. Konseııve 
maddelerinin hücre kültürlerine katılmasından sonra derin dondu­
rulması anında gliserin ve DMSO hücrelerin içinde bulunan sula­
rm kristalleşmesi hızını ooc ile -46oC arasında deği·ştirir veya ta­
mamen önler. Çünkü gerek gliserin ve gerekse DMSO hücrelerdeki 
suyu penetrasyon suretiyle bağlar. DMSO gliserinden daha çabuk 
hücre içine girdiğinden dondunnada daha uyıgun ıg:örülmektedir. 

Bu bakımdan konser.ve edici maddelerin hücre içine girımelerini 
sa,ğlamak için +4oC'de 4-6 saat buzdolaıbında tutulmaları gerekli­
dir. Konserve edici maddelerin hücre içine giriş süratleri hücre 
türüne göre değişiktir. Gliserin ve DMSO hücre vasatma % 5-10 
oranında konulur. DMSO ile dondurulan hücreler yeniden eritildik­
lerinde gliserihle muamele edilenl•ere naz::ıran daıha çaıbuk geliştik­
leri tesbit edilmiş. Yapılan çalrşmalar hücre süspansiyonlarının ya­
vaş yavaş dondurulmaları çaıbuk dondurulmal.arına nazaran daha 
koruyucu bir etkiye s·aihiptir. Bu bakımdan dondurma hızı daki­
kada 1 oc olmalı ve -25oC'ye kadar inildikten sonr,a istenilen ısı da 
dondurulmalıdır. HeLa- ve L- hücreleri tedrici olarak dondurul­
duklarında ıbeş yıl süre ile canlılıklarını korudukları buna mukalbil 
çok çabuk olarak (3-5 dakika) dondurulmaları halinde ise canlılık­
larını ancak 3-12 ay muiha.faza edeibildikleri teslbit edilmiştir. 

Bazı araştırıcılar domuz böibreği permanent ıhücre kültürlerini 
(IB-RS-2) aniden -80oC'de dondurduklarını ve sonra bunları sıvı 
azot gazı (-190oC) koyduklarını ve bu hücrelerin 5,5 yıl sonra can­
lılıklarında herhanıgi ıbir değişiklik olmadığını teslbit etmi·şlerdir. 

Dondurulan hücreler -70°C ile -190°C'de muhafaza edilir. 
Üst sınır -70°C'dir. Fakat kısa süreli dondurmalarda -50°C ile 
-60oC'de hücreler çok çabuk taıhrip olur. Buna mukaıbil -70°C'de 
hücre kültürlerinde heııhanıgi bir kayıp olmadan 12 ay süre ile hüc­
reler muıhafaza edilebilir. Daıha uzun süreli depalanınalarda ise 
hücrelerde taıhdbat meydana gelir. Çünkü enzimatik olaylar -120°C 
den -125°C'ye kadar seyretmektedir. Fakat -125°C'nin altında 
hücreler süresiz olarak dondurularak muhafaza edilebilir. 
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-19QOC'de sıvı azot gazi içinde hücrelerin muhafazası için özel 
cam ampullere ilhtiyaç vardır. Çünkıü ibu tür ampuller ısı oyn·amala­
rına karşı dayanıklıdır. 

Hücrelerin içinde bulunduğu vasata konserve edici maddelerin 
dışında % 10-20 orandıa dana serumu katılması halinde hücrelerin 
dondurulmasından iyi sonuç alınmıştır. Protein katılmamış tuz so­
lüsyonlarında ve sentetik vasatlarda hücrelerin üreme oranı düşük­
tür. . Bazı araştırmacılar vasatlara % 10 dana serumu, .% 0,5 Lak­
ta1bumin\hydrolysat ve ortalama % 10 oranmda konserve edici 
madde (DMSO veya gliserin) katılmasını tavsiye etmektedirler. 

Dondurulacak ıhücre kültürlerinde hücre konsantrasyonunun 
1-4 milyon hücre/ml. olarak tesbiti hücrelerin yeniden Ür em e şan­
sını yükseltmektedir. 

Eritilen hücrelerin dondurmadan çok çalbuk çıkarılarak eritil­
mesi gereklidir. Böylece hücre içindeki kristalleşmeler önlenmiş 
olur. Kristalizasyon ozmotik basınçta değişiklik yaparak hücrelerin 
taıhriihine selbep olur. Bu bakımdan hücrelerin !bulunduğu ampuller 
dondurucudan alınır alınmaz ( +3TC'lilk) benmari ·konur ve ha­
fiıf çalkalama ile sıvı eritilir (1.5 dakika). Sonra hücre süspansiyo­
nu kültür vasatında sulandıı·ılarak ekim yapılır, hücrelerin y.apış­
masından sonra (ortalama 4-8 saat) vasat deği;ştir.ilir ve böylece 
konserve edici madde ıhücre kültürlerinden uzaklaştırılmış olur. 
Virus laıboratuvarlarında çalbuk metod permanent hücre kültürleri 
için daıha uygun bulunmaktadır. 

Hücref.srin derin lrlonduruculard~a· konserve \edilmesi Jtekniği 

Materyal : 1.2 ml.. - 1.5 ml. steril ampuller, sanri·füj tüpleri. 
10 ml.'lik enjektörler ve iğnel.eri. hücre sayımına özel lamlar, PBS, 
kültür v.a·satı. steril Dimetihylsu~foxid (DMSO), {açık oto'klav 30 
dakika sterilize edilmiş olmalıdır.), % 0.1 'lik trypan marvis i. Hüc· 
re sayımı yapıldıktan sonra üretme vasatma % 10 DMSO katılır 

ve 1-2 x 106 hücre/mL'ye ayarlanır. 

Sonra hücre süspansiyonundan şırmga ile ampullere 0,8 - 1 ml. 
konduktan sonra ampuller alevde ka:patılır. Ampullerin iyice ka­
palı olup alımadıkları kontrol edHir. Dondıurulan aımpull:er 4-6 saat 
+4°C'de buzdolaıbında tutulur sonra -80'C'de dondurulur. 2-3 gün 
sonra ampuller bir kap içinde sıvı azot gazı içinde depolanır. 
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' 
Hücreler eritileceği zaman ı veya 2 ampul alınır içinde + 37oC 

lik su bulunan bir kıa!ba bırakılır ve hafifçe çalkalanırlar. Hücre 
süspansiyonu tamamen eridiğinde ampulün boynu alkolle dezen­
fekte edildikten sonra kesilıir ve hücre si.ispansiyonu steril bir şı­
rmga ile alınarak 3-5 ml. ür.etme vasatı içinde süspanse edilir ve 
kültür kaplarma ekilir. 4-6 saat sonra kültür vasatı değiştirilerek 
konseı:ıve edici maddeler uzaklaştırılını-ş olur. 

Yukarıdaki bu teknik permanent hücre kültürlerinin muhafa­
zoası için çok uy;gun bir metoddur. Primer hücre kültürlerinin kon­
servesi veya tripsİnıize edilmiş hücrelerin muhafazası için bu ma­
teryaller yavaş yaıvaş dondurulmalıdır. 

Hücre kültürlerinin nakli : Bu zamanda hücre kültürleri çok 
uzak mesafelerde bulunan bir hı:boratuvardan diğer laboratuvara 
hava yolu ile 2-3 gün içerisinde rahatlıkla ulaştırılmaktadır. Yalnız 
bu transport anında minimal şartlarm yerine getirilmesi gerekli­
dir. Hücrelerin naklinde en büyük güçlük ekstrem etkenierin ör­
neğin çok sıcak veya soğuk ısıların varlığını dikkate almak gerek­
lidir. Bu bakımdan ısıyı geçirmeyen izole kaplar kullanılmalıdır. 

Hücreler süspansiyon ılıalinde veya manolayer kültürler halin­
de sevk edil.eıbilir. Süspansiyonlarda beher milirrnetre kültür vasa­
tında ı x 106 hücre bulunmalıdır. Buna mukalbil manolayer kültür­
lerin sevkinde is.e kültür şişeleri vas,atla tamamen ağzına kadar 
doldurulup steril şartlarda kapatılmalıdır. Böylece hücrelerin çal­
kalanma suretiyle kültür kaplarından kopmaları önlenrrniş olur. 
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