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VIRUS ARASTIRMALARINDA
HUCRE KULTURUNUN ONEMI

Dr. Salih YILMAZ (*)

Higbir metod; viruslarin hiicre kiiltiirlerinde iiretilmesi kadar
viral arastirmalar: olumlu yonde etkilememistir. Insan ve hayvan
hiicrelerinin laboratuvarlarda canli olarak muhafazasina ve bilhas-
sa bunlarin tiip ve siselerde organizma icinde oldugu gibi iireme-
lerinin ve yeni hiicre topluluklarinin meydana getirmelerinin sag-
lanmasindan sonra, her tiirlii virusun canli organizma disinda iire-
tilebilmesi ve viruslarin iireme safhalarinin gozlenebilmesi imkéni
elde edilmis oldu. Bununla birlikte; virus iiretiminde Embryonlu
tavuk yumurtas: kiiltiiriiniin saglamis oldugu tiim kolayliklarin
hiicre kiiltiiriinde de mevcut oldugu deneysel olarak kamitlanmis-
tir. Diger taraftan ne deney hayvanlarinda ve ne de embryolu ta-
vuk yumurtas: kiiltiiriinde sun’i olarak cogaltilmasinda muvaffak
olunamayan viruslarin hiicre kiiltiirlerinde cogaltilmas: imkani el-
de edilmistir.

Son senelerde hiicre yetistirme sahasinda ¢ok biiyiik gelisme-
ler saglanmis bulunmaktadir. Taze dokulardan elde edilen hiicre
kiiltiirlerine genis spektrumlu antibiotiklerin ilavesiyle hiicrelerin
direkt olarak cam yiizeylerde tiretilme sansini1 ¢ok arttirmistir. Bu
gelismelere paralel olarak virus calismalarinin siirekliligini sagla-
mak amacryle permanent (Celline) hiicre suslarinin elde edilmesi-
ne gayret sarfedilmistir. Bugiin virolojik arastirmalarin yapilmak-
ta oldugu iilkelerde «< HELA» hiicre susu ¢ok yaygin bir tarzda kul-
lanilmaktadir. Bu hiicre susu servix kanserinden ayrilmistir. Bu-
giin bakteriyel besi yerleri gibi ticari olarak temin edilebilecek bir-
cok sayida «Permanent» hiicre suslari bulunmaktadir. Monoleyer

(*) Enstitii Teshis 'Bolim Baskani
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Virus ve hiicre kiiltiirli — Yilmaz

hiicre kiiltiirlerinde virus kolay iiremekte ve istenilen miktarda vi-
rus iriinii elde edilebilmektedir. Mesel4;

Permanent hiicre suslarindan olan «Chang» susu insan bobregi
ve embryonal cocuk konjunktival dokusundan menseini almakta-
dir.

Harrison ve Carrel (1907); adlarindaki arastiricilarin doku kiil-
tliriintin hazirlanmasindaki temel metodlar: yayinlamalar: iizerine
hiicre kiiltiiriiniin virus iiretimindeki degeri ¢ok daha iyi anlasil-
mustir. Ne yazik ki arastiricilar ¢ok uzun bir siire gelistirilmis olan
bu teknigi calismalar: icine alip faydalanmamislardir. Bununda
degisik bircok nedeni bulunmaktaydi. Genel olarak bu nedenleri
iic grupta toplayabiliriz.

1 — Ik zamanlarda doku kiiltiirlerini bakteriyel kontaminas-
yonlardan korumak c¢ok zordu. Genis spektrumlu bircok antibioti-
gin kesfi ve pratige aktarilmasi ile hiicre kiiltiirlerinin kontami-
nasyonu oOnlendigi gibi hazirlaman bu tiir kiiltiirlerin ¢ok uzun bir
siire muhafazalarida saglanmis oldu. Bilhassa balgam, goz akintisi
ve disk: gibi bakterilerce cok bulasik olduklar: bilinen marazi mad-
delerden doku kiiltiiriinde virus izolasyonunda antibiotiklerin ne
derece de bir 6nem tasidiklar: tartisma kabul etmez bir gergektir.
Antibiotiklerin kesfinden ©Once bu tiir marazi maddelerden doku
kiiltiiriinde virus izole etmek imkansizdi, ciinkii kiiltiirdeki hiicre-
ler daha virus iiremeye firsat bulamradan marazi maddelerdeki bak-
teriler tarafindan tahrip ve dejenere edilmekteydi. Arcak antibio-
tiklerin kesfinden sonra doku kiiltiirlerinde virus izolasyonu miim-
kiin olabilmistir.

2 — Doku kiiltiiriiniin arastirma ve routin muayenelerde kul-
fanilmasini geciktiren sebeplerden ikincisi de; bu alanda ¢aligmak-
ta olan bilim adamlarinin virus iiretiminde deney hayvanlar: ile
embryonlu tavuk yumurtas: kiiltiirlerinden memnun oluslar: ve bu
kiiltiirlerde iiretemedikleri viruslar i¢cinde muayene edilen marazi
maddelerde viral bir etken yok diye arastirma ve g¢alismalar: dur-
durmalarindan kaynaklanmaktaydi.

3 — Doku kiiltiiriiniin gelistirilmesini miiteakip gecen uzun
yillar boyunca; Hiicre kiiltiirlerinde iireyen veya iiretilebilen vi-
ruslarin varhigimi giivenceli olarak gosteren belirgin bir metodun
veya isaretin bulunmamasini; virus izolasyonunda doku kiiltiiriiniin
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gecikmeli olarak kullanilmasina iiciincii bir neden diye takdim et-
mektedirler. Ciinkii ilk zamanlarda doku kiiltiiriinde virusun iire-
mis oldugunu kanitlayabilmek icin, doku kiiltiirii sivis1 duyarls bir
deney hayvanina inokiile ediliyor ve deney hayvanindan alinacak
sonuca gore virusun hiicre kiiltiiriinde iireyip iiremedigine karar
veriliyordu. Bu tiir bir calisma yonteminin higbir sekilde deney
hayvanlarina iistiin oldugu pek tabiiki iddia edilemezdi.

Doku kiiltiirleri iizerindeki bilimsel calismalardan giinden giine
yeni gelismeler elde edilmekte ve bu gelismelerden viruslarin izo-
lasyonlar1 ve iireyen viruslarin hiicreler iizerinde yapms oldugu
degisiklikler detayli olarak bilim adamlarinca incelenmeye baslan-
di

Ik zamanlarda doku kiiltiirlerinde virusun iiredigine dair isa-
ret olarak enfekte hiicrelerde olusan «Einschlusskrperchen» lerin
goziikmesi gecerli olmaktaydi. Bu metod giivenceli degildi, ciinkii
sozii edilen cisimcikler ancak birka¢ virus i¢in kullamilabilmek-
teydi, diger bir deyimle olusmaktaydi. Ikinci diinya savasi aninda
hiicrelerde olugan diger patolojik degisikliklere dikkat cekilmeye
baslandi. Virusun cogalmasiyle birlikte hiicrelerde bir dejeneras-
yonun meydana geldigi ve odaklar halinde eridikleri miisahede
edildi. Bu bulgularin 6nemi tanininca ¢ok sayidaki enfekte doku
kiiltiirlerindeki hiicrelerin parcalanmasinin virus spesifitesi ile cok
siki bir iliskisinin bulundugu anlasildi. Bunun sonunda da doku
kiilttirlerndeki virus iiremesine isaret sayilan ve teshis icin ¢ok bii-
yiik deger tasiyan ve Cytopathogenen Efffekt (CPE) diye adlandiri-
lan bulgu ele gegirilmis oldu. Son yillarda gelistirilmis bulunan
Monolayer kiiltiirler gerek menseini aldiklar1 hiicre tiirleri ve ge-
rekse virusa bagimliliklar: yoniinden meydana gelen «CPE» olay-
lar1 detayli olarak tetkik edilmistir. Bu arastirmalar sonunda doku
kiiltiirlerinde iireyen virus aktivitesi, giivenceli bir teghis ve iire-
mis olan virus aktivitesi, giivenceli bir teshis ve iiremis olan virus
miktarinin 6lciilmesine yarayacak olan bir sira karakteristik hiic-
re degisikliklerini iceren Skala elde edilmistir.

Viruslar; hiicre kiiltiirlerinde CPE yaninda proliferatif bir et-
kiyede sahiptirler. Bunun disinda bazi viruslarda hiicre kiiltiirle-
rinde herhangi bir degisiklige sebebiyet vermeden tireyebilirler.

Bugiin biitiin diinyada virus arastirmalarinda kullanilabilen
esasta 3 tiir doku kiiltiirti bulunmaktadir.
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Bunlardan ilk tiirii «Maitland - Kiiltiir Tipidir.» Bu tip kiiltiir-
ler komplike olmayip uzun seneler cok sayida degisik viruslarin
tretiminde kullanilmistir. Bu kiiltiirler basit olarak su tarzda ha-
zirlanmaktadir. 15-30 kadar kiiciik doku parcaciklar: yass1 bir ta-
baka halinde uygun bir besi yerine yatirilir. Vasat olarak inorga-
nik tuzlarin karisimi kullanilir. Meseld; Serum-fizyolojik, Tyrode
eriyigi ve serum karisimi gibi. Bu kiiltiir vasatinda doku parcacik-
lar1 uzun siire canli kalirlar ve az miktarda hiicreninde {iredigi go-
riiliir, hiicrelerde metabolizma olaylari devam eder. Ekimi yapilan
virus; iiremesi icin bu hiicreleri kullanir.

ikinci tiir kiiltiirler «Plasma - Kiiltiirleridir». Bu teknikte dog-
ranmis olan doku pargaciklar: Plazma tabakasi i¢inde iiretilir. Do-
ku bu esnada iiretme kaplarimin duvarlarinda plasma kuagiiliimii
ile tesbit edilir. Plasma olarak en uygunu tavuk plasmasidir. Tavuk
plazmasi ¢ok ince bir tabaka halinde parafinize edilmis cam bar-
daklar icine tavuklarin karotisinden alinan kandan elde edilir. Al1-
nan kan derhal kuagiile olur ve bunun iizerinde jel kivaminda sari
bir madde olusur. Vasat olarak serum ve embryonal extrakt ilave
edilmis olan serum-fizyolojik kullanilir. Plazma kiiltiirleri gercek
doku kiiltiirleri olarak kabul edilir. Vasat icerisine yatirilmis olan
doku parcaciklarindan zamanla yeni hiicreler yetisir.

Uciincii kiiltiir tiirii ise bugiin biitiin diinyada kullanilmakta
olan ve bundan 6ncekilere nazaran iistiin ve pratik bircok yani bu-
lunan «Monolayer - Hiicre»  kiiltiirleridir. Bu hiicre kiiltiir tiirii
«Dulbecco» tripsinasyon teknigie gore hazirlanmakta olup gercek
bir hiicre kiiltiiriinii temsil eder. Ciinkii bireysel hiicreler uygun
vasatlar icerisinde kiiltiir kaplarinin cam yiizeylerinde ¢ok gabuk
cogalarak hiicrelerden olusan adaciklar1 ve bunlarda birbirleriyle
birleserek Monolayer hiicre kiiltiirlerini olustururlar. Bu kiiltiir
icin hiicreler taze dokulardan devamli tripsinasyon suretiyle ayri-
Iir ve sonra uygun vasatlar i¢cinde cam yiizeylerde tiretilir., Tripsi-
nisasyon igin 0.25'%' Tripsin soliisyonu kullanilir. Bu islem sonun-
da hiicrplera1a81 maddeler sindirilerek dokulardaki hiicreler ser-
relerde herh'ang1 'blr zarar olusmaz D1ge1 'b1r deylmle hiicrelerin
boliinme yetenekleri muhafaza edilir.

Tripsin solusyonu iginde yiizen hiicreler santrifiije edilir, bir-
kac defa PBS ile suspensiyonu yapilarak tekrar yikanir, taki hiic-
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re sedimenti iistiinde meydana gelen siipernetant berraklasincaya
kadar santrifiij (Yikama) isine devam olunur. Sonra uygun bir va-
satta (1.0 ml. vasata 500.000 - 800.000 hiicre isabet edecek sekilde)
hiicre sedimentinin suspensiyonu yapilir ve sonra cam kiiltiir kap-
larina tevzi edilerek etiive kaldirilir. Kisa bir siire sonra vasat igin-
deki hiicreler cam kaplarin tabaninda birikirler ve boliinmeye bas-
larlar. Hiicreler cogalarak adeta bir hasir manzarasi alirlar. Hiic-
releri iiretme vasati olarak 5-10 % dana serumlu, 0.5 % Laktalbu-
minli dengeli tuz solusyonlar1 (Earle-Hanks ve buna benzer) ve
boya endikatorii (Fenol-kirmizisi) ile kontaminasyonu dnlemek ga-
yesiyle antibiotikler ilave edilir. 2-3 giin sonra kiiltiirlerdeki vasat-
lar degistirilir. Bu arada hiicreler birhayli iiremis olurlar. Kiiltiir-
lerin ekimi dogrudan dogruya vasata yapilir. Eger virus iireyecek
olursa hiicre kiiltiirleri cok ¢abuk olarak tahrip olur. Cok az sayi-
daki viruslar hiicre kiiltiirlerinde degisik CPE yaparlar veya hiic-
relerde dejenerasyon meydana getirirler. Diger bazilarida Dev hiic-
relerin olusmasina sebebiyet verirler. Bu arada kiiltiirlerde kopiik
teskili ile Einschlusskérperchenlerin olusumu soylenebilir.

Modern Monolayer doku kiiltiirii ayrica enfekte virus iinite-
sinin kantitatif tayininde ¢ok uygun bir metodtur. Ciinkii viruslar
infeksiyGsitelerine gore varliklar: saptanir ve kantitatif olarak titre
edilirler. Viruslar sulandirilarak doku kiiltiirlerinde titreleri belir-
lenir. Eskiden viruslarin enfeksiyositeleri yalniz deney hayvanla-
rinda, daha sonralari1 embryonlu tavuk yumurtalarinda bugiin ise
genel olarak dokukiiltiirlerinde tesbit ve tayin edilmektedir.

Dulbecco bu hususta ¢ok duyarli bir metod gelistirmistir. Aras-
tiric1 bu maksatla hiicreleri petri kutusunun tabaninda iiretmekte
ve test’e tabi tutulacak virusu dogrudan iiremis olan hiicrelere ek-
mektedir. Virus partikiillerinin adsorpsiyonunu miiteakip siv1 va-
sat dokiilerek bunun yerine hiicreler agarla bir tabaka halinde kap-
lanmaktadir. Boylece iireyen virus partikiilleri lokal olarak kal-
makta, yalniz komsu hiicrelerde tahribat yapmaktadir. Boylece nek-
roz odaklar1 olusmaktadir. Vital boyalarla kiiltiirler boyandiginda
viruslarin iiredikleri sahalar ¢ok belingin hale gelmektedir, Genel
olarak bu odaklara «Plaques» adi verilmektedir.

Mevcut diliisyonda meydana gelen Plaques sayisi enfeksiyoz

yetenege sahip virus partikiil miktarini gostermektedir. Tesekkiil
eden bir Plaques’in yalniz tek bir virus partikiilii tarafindan mey-
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dana getirildigi kanmitlanmistir. Bu metodun diger bir yararida;
hayvanlar igin patojen olan bir virus tiiriinde ayni ozelliklere sa-
hip olan diger bir deyimle genetik yapilar1 ayni olan virus susla-
rinin elde edilmesine hizmet etmesidir. Bu husus asilarin hazirlan-
masinda ¢ok biiyiik bir 6nem tasimaktadir.

Herseyden Once hiicre kiiltiirleri viroloji dalinda rutin teshis-
lerde, virusi salgin hastaliklarda, hastaliklarin profilaxi ve miica-
delesinde ve asilarin iiretiminde kullanilmaktadir, Giinden giine
hiicre kiiltiiriinlin 6nemi; asilarin gelistirilmesinde, istihsalinde,
denenmelerinde ve standardasisyonunda artmaktadir. Bunun disin-
da hiicre kiiltiirii Interferenz, virus-hiicre sistem iliskileri, virus ge-
netigi, viruslarin cogalmas: ve enfeksiyon mekanizmasinin temel
arastirmalarina imkan vermesi bakimindan degeri tahmin edileme-
yecek kadar biiyiiktiir,

Virolojide Hiicre Kiiltliriiniin Dederi :

1. Viruslarin izolasyonu,

Isolatlarin iiretimi,

Virus suslarinin adaptasyonu,

Viruslarin titrasyonu,

Cok fazla miktarda virusi materyali prodiiksiyonu,
Neutralizasyon test,

Plaquestest,

©® N o u R W N

Asi istihsali,
9. Enfeksiyon mekanizmasi, virus ¢ogalmasi, virus-hiicre sis-

tem iliskileri, virus genetigi ve Interferenz iizerinde temel
arastirma yapma imkanimi vermesi.

HUCRE KULTURLERiI TURLERI :

I. Yeni Metodlar :

a) Tek kat - veya Monolayer Kiiltiirler.
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1. Primer kiiltiirler (organlardan iiretilmistir, diploid)

2. Diploid hiicre suslari,
(Bunlar 2.-50. pasaja kadar smirli hayat siireleri olan
diploid hiicre suslaridir.)

3. Zell-linien (Bunlar smirsiz pasaja tabi tutulabilen tri,
tetra-, polyploid genellikle tiimér teskil eden hiicreler-
dir.)

b) Suspensiyon kiiltiirleri,

c)

Organ kiiltiirleri.

II. Eski Metodlar :

a)

b)

c)

Harrison (1907) metoduna gore asili damlada doku yetis-
tirilmesi,

Carrel teknigine gore (1923) kapali sistemde plazma -
kiiltiirii,

Maitland-Teknigine gore (1928) suspanse doku kiiltiirii,

d) Grey'in (1933) Rolling-tiip-plazma teknigi.

lll. Uzun Omiirlii Doku :

a) Frenkel - Teknigi.

Hitcre Kiiltiirlerini Hazirloma Semasi :

1.
2.
3.

4.

Embryonlar veya organlarin steril sartlarda alinmasi,
Bunlarin kapsiil, zar ve yaglardan arindirilmalari,
Dokularin 1 mm? bityiikliigiinde kii¢iik parcalara boliinmesi,

Doku pargaciklarmin PBS icinde yikanmalar: ve on trip-
sinisasyona tabi tutulmalari.

Tripsinisasyon genellikle % 0,25'lik tripsin eriyigi jcinde

(PBS-T) sicakta (37°C), oda 1sisinda (20-22°C) veya sogukta (+4°C)
yapilir. Bundan sonra filtrasyon, santrifiij ve yikama, hiicre sayi-
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sin tesbiti ile kiiltiir kaplarina ekim islemi siirdiiriiliir. Boylece
primer kiiltiirler elde edilmis olur.

Birkac Ureime Vasatinin Terkibi :

1. Earle veya Hanks - Tuz Eriyigi %' 78.5
Laktalbuminhydrolysat (% 5'lik) % 10
Dana serumu % 10
Phenolrot % 1.5

Penicillin (beher ml. vasat icin 100 Unite)
Streptomycin (beher ml. vasat icin 100 Gamma)
Mykostatin (beher ml, vasat icin 100 Gamma)

2. Laktalbumin-Yeast Extrakt Eriyigi % 88.5
Dana serumu %' 10
Phenolrot % 1.5

Penicillin, Streptomycin, Mykostatin

3. TCM Parker 199

Laktalbuminhydrolysat (% 5’likten) %' 78.5
Dana serumu % 10
Phenolrot % 10
Antibiotika % 1.5

4. Eagle - Earle Vasati

Earle dengeli tuz eriyigi % 86.2
Eagle TC Vitaminleri 100 x % 1
Eagle TC Amino asitleri 100 x % 1
Eagle TC Glutamine % 0.3
Dana serumu % 10
Phenolrot % 1.5
Antibiotika

5. Earle veya Hanks - Tuz Eriyigi

Laktalbuminhydrolisat (% 5’lik) % 88.5
Phenolrot % 10
Antibiotika % 15
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Steril Sigi Amnian Sivisi

Phenolrot 9% 98.5
Antibiotika % 1.5

VM 2a - Vasati

Deionize su 1.000 ml
Natriumchlorid 90 g
Potasyum Chlorid 042 ¢
Yeast-Extrakt : 10 ¢
Laktalbuminhydrolisat 25 g
Kalsiyumglukonat 10 g
Glikoz 30 g
Natriumbikarbonat 20 g

Antibiotika (Penicillin, Strept. ve Mykostatin) .
TCM Parker 199

Laktalbuminhydrolisat (% 5'lik) % 87.5
Dana serumu %' 10
Phenolrot % 1
Antibiotika % 1.5

‘Virus Enfeksiyonlarinin Hiicreler Uzerindeki Etkisi :
Herhangi bir degisiklik yapmazlar,

Dejeneratif degisiklik yaparlar,

Proliferatif degisiklikler meydana getirirler.

Viruslar tarafindan hiicrelerde meydana getirilen CPE (Cyto-

patogen effekt) tiirleri asagidaki sekilde siralanabilir.

1.
2.
3.

Zytolyse,

Yuvarlaklasma,

Graniilatif dejenerasyon,
Sisme seklinde dejenerasyon,
Dev hiicreler teskili,

Sinsisyen teskili,
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7. Hiicreler icinde Vakuollerin olusmasi,
8. Hiicre i¢i cisimciklerinin olusmasi,
9. Hiicre cekirdeklerinde diger degisiklikler;
a) Cekirdegin biiziismesi (Piknoz),
b) Cekirdegin sismesi,
¢) Cekirdek zarinin fazla renk almasi,
‘ d) Cekirdek zarinin sismesi gibi.

10. Proliferasyon.

Mcnolayer Kiiltiirlerde Plagque Teknigi :

Petri kutularinda iiretilmis bulunan Monolayer kiiltiirlerin siv1
vasatlar: dokiiliir, PBS ile steril sartlarda yikanir, virus suspensi-

yonu kiiltiirler iizerine yaydirilir ve 0.5-4 saat arasinda degisen
bir siire ile adsorpsiyona birakilir. Virus suspensiyonu dokiiliir ve
kiiltiirler yeniden PBS ile itinali bir surette yikanir. Sonra kiiltiir-
ler iizerine 6zel Agar yaydirilarak bir tabaka halinde kapatilir. Bu
sekilde kiiltiirler 2-10 giin kadar + 37°C'de kulugkaya birakilir ve
bu siire sonunda kiiltiirler usuliine gore boyanarak meydana gelen
«Plaque»’lar sayilir.

Plague Teknidinin Onemi ;

1. Hassas muayenelerde virus titrasyonunun yapilabilmesi,

38

Virusi marazi maddelerden virus'un izolasyonuna imkén ver-
mesi,

Saf virus suslarinin elde edilmesine yaramasi,
Cesitli virus tiirlerinin tefriki teshisinde cok faydali olusu,

Serolojik muayeneler icin cok pratik olmasi,

o Ur o

Viral arastirma ve muayenelerde ¢ok genis imkéanlara sahip ol-
mas1 gibi hususlar stylenebilir.
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Virus Teshisinde Hiicre Kiiltiirlerinin Onemi

, v N
// ’ \\
»
a) Etken izolasyonu (CPE) » Antikor isbati (Haemadsorpstyon
b) Neutralisasyon test » (Fluoreszenzmikroskopie)
»
Interferens
Hiicre Kiiltiirlerinin Mikrobik Kontaminasyonlan
# / » »
/S yd » »
A P Viruslar
J/ J/ (Latent enfeksiyon) Mzcoplazmular
»
ile Mantarlar
Bckt»en r a ! 7 N CPE’li CPFE'siz
CPE’li CPE'siz »
» »
» » »
» 5
Mycelleri » »
» gérilir » » VITRIEE
» » » Fluoreszens, Einscluss  'Nda etken izo-

s s : s
» cisimcikleri, Haemadsoirp- lasyonu,

Kditirel Olarak N. Testle siyon, Haemagglutinas-
Varliklarinin Isbati siniflandi-  yon_ ve subkiltiirlerle
riimasi isbat.

Hiicre Kiilturlerinde Sekil Degisikligi :

a) Spontan olarak biitiin hiicre tiirlerinde,
b) Kiiltiir vasatlarindaki kanserojen elementlerle,

c) Virus enfeksiyonu ile, meydana gelip asagidaki tarzda karak-
terize olurlar:

a) Cikislarinda haiz olduklar1 diploid kromozom dizisinin kaybi,

b) Hiicre yiizeyindeki ve morfolojisindeki degisiklikler,

¢) Hiicre metabolizmasindaki degisiklikler,

d) Gelismedeki degisiklikler,

e) Sekil degisikligine ugramis olan hiicreler s.c. inokulasyonla tii-
morlerin olusmasina sebebiyet verirler.
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Hiicre Kiiltiirlerinden Asi Uretimi

1. Canli etkenlerden elde edilen asilar;
a) Homolog etkenlerden b) Heterolog etkenlerden
/ /
/ /
/ /

Tabii olarak mev- Sun’i olarak zayif- Tabii mevcut Sun’i olarak zayif-

cut avirulant sus- latilmis (attentie) suslar (tavuk latilmis (attenie)

lar (NDV-lentogen suslar Paraenfli- cicegine karsi susglar. Kizamik vi-

suglar) enza-3 glivercin cicegi rusu distempere

susu) karst,

2. Inaktif etkenlerden elde edilen Asilar :

Kimyasal-fiziksel metodlarla inaktive edilmis «Virulant» et-
kenlerden. Ornek; sap, tavuk vebasi, domuz vebasi, v.s. gibi.
Hiicre Kiltiir Serilerinin Devamh Pasaj Yontemi :

1. 1Iyi gelismis hiicre kiiltiirlerinin iizerine PBS-T-Versen -eriyigi
her tarafi kaplayacak sekilde yaydirilir ve hiicrelerin bulun-
duklar1 cam kaplardan ayrilincaya kadar + 37°C'lik etiivde tu-
tulur, gereginde kiiltiir kaplar: hafifce calkalanabilir. (Bir lit-
re PBS-T eriyigine 30 ml. Versen solusyonu katilir.)

2. Sonra c¢oziilmiis olan hiicreler 3-5 dakika 1200 g (2200 devir/
dak.) veya 10 dakika 600 g (1500 devir/dak.) sivri cam gode-
lerde santrifiije edilir. ' S

3. Santrifiijden sonra {istte biriken swi atilir ve dipteki hiicreler
iizerine 3-5 ml. kadar iiretme vasati ilave edilerek bir suspan-
siyon yapilir. Bu hiicre suspensiyonu genis kaniillii bir siringa
ile (8-10 defa tekrarlamak suretiyle) ¢cekip{birakmak suretiyle
hiicrelerin birbirinden iyice ayrilip serbest hale gegmeleri sag-
lanir.

4. lyi bir suspensiyon haline getirilen hiicreler uygun vasatlarla
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karistirilarak (sik sik calkalamak sartiyle, ciinkii hiicreler za-
manla dibe coker) tiretme kaplarina tevzi edilir.

Hiicre tiirline gore ¢ogaltma orani 1:2 ve 1:4 olarak hesaplan-
malidir.

Uretme vasatinin pH derecesi 7.3 civarinda olmalidir.
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Tavuk Embryosu Fibroblast Hicre Kiltiir Teknigi :

Aletler : Pensler, biiyiik, kiiciik, egri ve diiz makaslar,
embryo ezicisi veya bir adet Rekord siringa.

Cam Malzemeler : Biiyiik ve kiiciik petri kutulari, 200-500 ml. ha-
cimli Erlenmeyerler, Santrifiij godeleri, 5 ml.
ve 10 ml.'lik pipetler, kaucuk tipalar ve iiret-
me kaplari.

Materyal ¢ 8-12 gilinliik kuluckada birakilmis tavuk yu-
murtasi, onceden 1sitilmis PBS ve PBS-T,
Earle-Eriyigi, % 5’lik Laktalbuminhydrolisat
eriyigi, inaktive dana serumu, Phenolrot Anti-
biotika, Kristalviole eriyigi.

1. Kulugkadan ¢ikarilan tavuk yumurtalar: lamba ile kontrol edi-
lerek canlilar: ayrilr,

2. Hava boslugu simir1 lamba altinda isaretlenir,

3. Isaretli hava boslugu sahas: alkol veya tentiirdiyotla dezenfek-
te edilerek egri bir makas ve pens yardim ile bu kisma isabet
eden yumurta kabugu kesilerek ayrilir,

4. Yumurta kabugu zarinin agilmasindan sonra embryo egrj bir
pens yardimi ile yumurta icinden cikarilarak petri kutusu ici-
ne konur,

5. Kalp ve akcigerlerin disinda embryolarin bas ve i¢ organlari
atildiktan sonra embryolar iki defa PBS ile yikanir. Sonra ya
bir makas yardimi ile veya embryo ezicisi ile embryolar ¢ok
kiigiik parcalara ayrilir (dogranir),

6. Doku parcaciklar: bir erlenmeyer icine doldurulduktan sonra
iki veya iic defa PBS ile yikanir, doku parcaciklarinin dibe
cokmesinden sonra iistte toplanan sivi kisstm dikkatli olarak
vakumla emdirilerek veya dokmek suretiyle atilir.

7. Doku parcaciklar: tizerine 50-100 ml. PBS-T katilarak 37°C’de
5 dakika on tripsinisasyona tabi tutulur ve distte biriken sivi
kisim atilir,

8. Beher embryoya 10 ml. isabet edecek miktarda yeniden PBS-T

doku parcaciklar iizerine konur ve 37°C'de 1 1/2 saat veya oda
1sisinda 2-3 saat magnetik karistiric dizerinde tripsinize edilir.

125



Virus ve hiicre Kkiiltiirli — Yilmaz

9. Sonra hiicre suspensiyonu 6 kat tulbentten siiziilerek 5-8 da-
kika 200 g (800-1000 devir/dakk.)’de santrifiije edilir. Ustte bi-
riken sivi atilir ve yeniden sediment PBS ile suspensiyon ha-
line getirilerek tekrar santrifiije edilir. (Bu is iistte biriken si-
vi kisim berraklasincaya kadar devam ettirilmelidir.)

10. Hiicre sedimenti ya iiretme vasati veya PBS’ten 20 ml. icinde
suspensiyon haline getirildikten sonra «Fuchs-Rosenthal» la-
minda hiicre sayisi belirlenir,

11. Hiicrelerin iireyebilmesi icin beher ml. iiretme vasat1 igin
500.000 - 1.000.000 hiicrenin hesaplanmasi gerekmektedir, Bu-
na gore hiicre sedimenti {iretme vasati icinde suspensiyon ha-
line getirilerek tiretme kaplarma tevzi edilmelidir.

12. 24-48 saat sonra hiicreler tam anlamiyle bulunduklar: kiiltiir
kaplarmmi kaplamis olur. Bundan sonra kiiltiir kaplarmdaki
iiretme vasatlari dokiilerek bunun yerine muhafaza vasati ko-

nur.
Ornek :
Uretme vasat; % 78,5 Earle Eriyigi
% 10 Laktalbuminhydrolisat eriyigi
(% 5°lik)

% 10 Dana serumu
% 1.5 Phenol rot
Antibiotika

Muhafaza vasat;;  Si8ir amnioi mayii
% 1.5 Phenol rot
Antibiotika

veya

% 87 Earle solusyonu

% 10 Laktalbumin (% 5’likten)
%' 1.5 dana serumu

% 1.5 Laktalbumin

ve Antibiotika

Hasilat : Ortalama olarak bir embryodan 40-60 ml. kadar ha-
zir hiicre suspensiyonu elde edilebilmektedir.
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Bliyitkk Memelilerin Bobreklerinden Hiicre Elde Etme Teknigdi :

Aletler 1 Cesitli biuiyiiklitkte pensler, cesilti biiyiikliikte
egri ve diiz makaslar, 1-2 adet tath kasigi, 1-2
bistiiri, magnetik karistirici ve taflonla kapli
magnetik kisa gubuk.

Cam Malzemeler : Biiyiik ve kiigiik petri kutulari, 1 adet erlen-
meyer, 100-500 ml. hacimde santrifiij tiipleri,
510 ml.’lik pipetler, kiiltiir kaplari, steril tul-
bentle kapli cam Becherler, kaucuk tipalar,

Materyal .+ Uygun hayvan tiirlerinin bobrekleri, onceden
1sitilmis PBS - PBS-T ve Earle solusyonlari,
Hanks, Med. 199 v.s.,, Dana serumu, % 5’lik
Laktalbumin, Phenolrot, Antibiotika Kristall-
violet solusyonlari.

1. Taze kesilmis hayvanlarin bobrekleri steril sartlarda alinarak
kapsiillerinj yaralamadan yaglarindan ayiklanir,

2. Bobrek kapsiilii bir bistiirii ile kenarindan boydan boya kesi-
lir ve once iist tarafindaki siyrilir,

3. Alet degisiminden sonra kapsiilii siyrilmis olan bobrek yiize-
yinden ince dilimler halinde kortikal kisim makasla alinir, da-
na bobreginde ise herbir renkuli aym sekilde isleme tabi tu-
tulur. Bobregin diger ylizeyide ayni isleme tabi tutularak kor-
tikal kisimlar ince dilimler halinde bir petri kutusu iginde
toplanir,

4. Sonra bir makasla bdbrek dilimcikleri cok kiiciik parcacikla-
ra dogranir. Sonra bir kasikla dogranan bdbrek pargaciklari
bir erlenmeyer icine konur ve bir¢ok defa PBS ile yikanir.
Ustte toplanan kanli sivi ve doku parcaciklar: dikkatli olarak
uzaklastirilir.

5. Bundan sonra tahminen bobrek parcaciklarinin iki kat: kadar
PBS-T erlenmeyere konarak oda derecesinde magnetik karis-
tiric iistiinde 20-30 dakika ©on tripsinisasyona birakilir, Ustte
biriken siv1 kisim atilir.

6. Yeniden bobrek parcaciklarinin iizerine (herbir bdbrek i¢in or-
talama 50-100 veya 150 ml. hesabiyle) 6nceden 37°C’de 1sitilmis
olan PBS-T konur ve 3-4 saat siireyle oda derecesinde tripsi-
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nize edilir. Domuz ve dana bobreklerinde tripsinisasyon 4°C'de
bir gece sogukta da yapilabilir.

Sonra hiicre-Tripsin suspensiyonu steril 3-6 kat tulbentten sii-
ziiliir, elde edilen filtrat 5-10 dakika 800-1000 devirde santrifiij
edilir, tistteki swvi kisim atilir, yeniden PBS ile bir suspensi-
yon yapilir ve tekrar santrifiije edilir.

Yikama isine iist tarafta toplanan sivi kisim berraklasincaya
kadar devam edilir. (Ortalama 3-4 kez)

Hiicre sedimenti 20 ml. iiretme vasati iginde suspensiyon ha-
line getirilerek hiicre sayisi tesbit edilir.

Beher ml. iiretme vasat: icindeki konzentrasyon 'bazi hiicre
tiirlerine gore soyledir.

Beher ml. iiretme vasati icin

Bobrek tiirii : gerekl; hiicre adedi:
Dana bobregi 200.000 — 330.000
Domuz béGbregi 400.000 — 600.000
At bdbregi 800.000 — 1.000.000
Kopek bobregi 200.000 — 300.000
Maymun bobregi 300.000 — 400.000
Koyun bdbregi 800.000 — 1.000.000
Ada tavsani bobregi 400.C00 — 600.000
Kedi bobregi 300.000 — 400.000

Bu tabloya gore suspensiyondaki hiicre sayisi hiicre iiretme
vasat1 ile arzu edilen konsentrasyona ayarlanarak kiiltiir kap-
larma tevzi edilir.

Hiicre kiiltiirlerinin monoleyer hale gelebilmeleri icin hiicre
tiirlerine gore su siirelere ihtiyac vardir.

Dana bdbregi 5 - 7 giin (bir defa vasat degisimi)
Domuz bobregi 4- 7 » (» » » » )
At bobref’;l 7 » (» » » » )
K'dpek h'dbregi 4-10 » ( » » » » )
Maymun botbregl 6- 8 » (» » » » )
Koyun bdbregi 7-10 » (1-2 » » » )
A. Tavsani bobregi 7-10 » (1-2 » » » )
Kedi 'bt'xbregi 7 » w’(l » » » )
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insan Amnion Hiicre Uretim Teknigi :

Aletier :  Pensler, makaslar, magnetik karistirici ve taf-
N lonlu magnetik cubuk.

Cam Maizemeler : Plasenta icin biiyitk cam bir kap, biiyiik ve

kiicitk petri kutulari, 500 ml. hacminde bir er-
lenmeyer, santrifiij tiipleri, 5-10 ml.’lik pipet-
ler, kiiltiir iiretme kaplari, kaucuk tipalar.

Materyal : Insan plasentasi, 6nceden 1sitilnug PBS, PBS-T

ve Hanks solusyonu, % 5’lik Laktalbumin,
Eagle vitaminleri, Eagle amino asitleri 100x;
Eagle glutamini, dana veya insan serumu,
Phenolrot, Antibiotika ve Kristallviole solus-
yonu.

. Dogumdan hemen sonra plasenta jcinde antibiotikli PBS bulu-
nan steril cam bir kaba alinir. Islemeye baslanincaya kadar oda
wsisinda tutulur ve miimkiinse taze olarak islenir.

. Amnion zan steril bir eldivenle plasentadan ve koryondan ay-
rilir, Amnion zarn iizerindeki kan ve siimiiksel kisim baska bir
petri kutusu i¢inde PBS ile yikanir. Antibiotikli PBS en az 2-3
defa degistirilmelidir.

. Amnion zar1 2 ila 4 parcaya kesilir ve bir erlenmeyer igine ko-
narak {iizerine 100-200 ml. PBS-T ilave edilir. 10-15 dakika
37°C'de On tripsinisasyon yapilir.

. Bu siire sonunda swi kisim atilir ve yeniden isitilmis PBS-T
katilarak 2-4 saat siire ile 32-37°C’de tripsinize edilir. Burada
magnetik karistiriciya ihtiyac yoktur, yalniz arada sirada erlen-
meyer hafifce calkalanmalidir. (20-30 dakikada bir defa).

. Tripsinisasyon siiresinin sonunda Amnion zar1 PBS-T icinde 4-5
dakika kuwvvetle ¢alkalanarak hiicrelerin zardan ayrilmalar sag-
lanmalidir. (Lehmann-Grube 1962) Bu galkalama isine zar iize-
rinden higbir hiicre ayrilmayincaya kadar devam edilir. Her se-
ferinde yeni solusyon konmalidir.

. Hiicre suspensiyonu 6 kat tulbentten siiziiliir ve elde edilen filt-
rat 10 dakika 200-250 g. (ortalama 700-800 d/dak.) santifiije
edilir, iistteki swv1 atilir, Yikama isi 2-3 defa tekrarlanabilir.

. Hiicre sedimenti 20 ml. iiretme vasati i¢inde suspensiyon hali-
ne getirilir ve hiicre sayis1 mikroskapta tayin edilir.
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hiicre sedimenti iyice karistirilir ve yikama isi iistte biriken si-
vi kisim berraklasincaya kadar devam eder.

Hiicre sedimenti 20 ml. iiretme vasati icinde suspense edilir

ve hiicre sayis1 tesbit edilir,

Beher ml. iiretme vasati icin; fare bobreklerinde 500.000,
Hamster bobreklerinde ise 300.000 - 500.000 adet hiicre isabet
edecek tarzda bir suspensiyon hazirlanmalidir,

Arzu edilen konsentrasyona gore hazirlanan iiretme vasati. -
hiicre suspensiyonu kiiltiir kaplarina tevzi edilir. Burada dik-
kat edilmesi gereken bir husus ise fare hiicrelerinin pH- dere-
cesine ¢ok hassas oluslaridir. Vasat kiiltiir kaplarinda gaz ve-
rilmeyi miiteakip sari, pipet i¢inde iken portakal renginde ol-
malidir.

Fare hiicre kiiltiirlerinin 2 giin sonra vasatlari degistirilir ve
ekimden 3 giin sonra monoleyer hale gelirler.

Uretme Vasati

a) Fare bobregi % 91.5 Earle solusyonu

% 4 Dana serumu

% 3  Laktalbumin (% 5'lik)

9% 1.5 Phenolrot
Antibiotika

b) Hamster bobregi % 78.5 Earle solusyonu

% 10 Dana serumu
% 10 Laktalbumin (% 5'lik)
%' 1.5 Phenolrot
Antibiotika
Muhafaza Vasat
Fare bobreginde iiretme vasatinin ayni veya
iiretme vasatina % 2 oraninda civciv serumu
katilmasi,
Hamster bobreginde; Sigir amnion sivisi
’ % 1.5 Phenolrot ve
Antibiotika.

Ortalama .olarak 20-30 fare bobreginden 200-300 ml. hiicre sus-

pensiyonu elde edilmektedir.

Buna mukabil 20 hamster bobreginde ise 200-400 ml. hiicre

suspensiyonu:elde edilebilir.
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Dana bdbreginden: 400-800 ml, Domuz bdbreginden: 400-700
ml, At bobreginden: 600-800 ml., Kopek bdbreginden: 400-500 ml.,
Maymun bobreginden: 1000-1500 ml., Koyun bdbreginden: 400-500
ml., Kedi bobreginden: 100 ml., Tavsan bdbreginden: 50-100 ml.

Hamster ve fare bébreklerinden hiicre iglde etme teknidi :

Aletler : Kiigiik ve biiyiik pensler, makaslar, bistiiriler,
spatiil, magnetik karistirici ve taflonlu gubuk.

Cam Malzemeler : Kiiciik petri kutulari, 100-200 ml.’lik erlenme-
yer, santrifiij tiipleri, 5-10 ml.’lik pipetler, kiil-
tlir kaplar1 ve kauguk tipalar.

Materyal :  14-16 giinlitk fareler ve genc hamsterler, énce-
den 1sitilmis PBS, PBS-T ve Earle solusyonu,
% 5'lik Laktalbumin, dana serumu, Phenolrot
ve antibiotika.

1. Hamster veya fareler; baslar1 makasla kesilmek suretiyle 6l-
diiriiliir. Hayvanlarin kanlarinin tamamen akmasi icin sirt iis-
tii yatirilirlar.

2. Kullanilmamis makas ve pensler yardimi ile steril olarak bob-
rekler alimarak petri kutusu igine toplanir.

3. Bobreklerin kapsiilleri ve hiliisleri uzaklastirildiktan sonra ye-
ni bir petri kutusu icine konur ve makasla ¢ok kiiciik parca-
lara dogranir. (Ortalama 1 mm? biiyiikliigiinde.)

4. Dogranan bobrek parcgaciklar bir erlenmeyere aktarilir ve 2-3
defa PBS ile yikanir. Doku parcaciklarinin dibe ¢okmesinden
sonra iistte toplanan bulanik swi kisim atilir.

5. Sonra bdbrek parcalar: iizerine PBS-T katilir (ortalama 30-60
ml.) ve tripsinisasyon oda derecesinde fraksiyoner olarak (10’ar
dakka) yapilir. Hamster bobreklerinde bu is ara verilmeksizin
yine oda 1sisinda 2-3 saat siirdiiriilerek tamamlanir.

6. Her tripsinisasyon siiresi sonunda elde edilen hiicre suspensi-
yonu 4-6 kat tulbentten siiziilerek islemin sonu alinincaya ka-
dar 4°C buzdolabinda bekletilir.

7. Sonra tripsin-hiicre karigimi 5-8 dakika 150-200 g (600-800 d/
dak) de santrifiije edilir, iistteki siwv1 atilir ve yeniden PBS il_e
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Domuz bobregi d. T.C. 199 %' 88
% 5'lik Laktalbumin % 10
Dana serumu % 2
Antibiotika ‘
veya
VM2a - vasati % 98.5
% 5'lik Laktalbumin % 10
Antibiotika
At bobregi Earle solusyonu % 88.5
% 5'lik Laktalbumin % 10
Phenolrot % 1.5
Antibiotika
veya
Sigir amnion sivisi %
Phenolrot % 1.5
Antibiotika
Ko6pek bobregi Earle veya Hanks s, %' 88
9% 5'lik Laktalbumin % 10
Dana serumu % 2
Phenolrot % 1.5
Antibiotika
Maymun bobregi T.C. 199 ve A- “ibiotika
veya
Hanks solusyonu % 90
% 5’lik Laktalbumin % 10
Phenolrot
Antibiotika
veya

Si181ir amnion sivisi, phenolrot ve Ant

Tavsan ve kedi Uretme vasatlarinin ayni olup yalniz da-
bobrekleri na serumu orani % 1-2 olarak ayarlan-
malidir.

Degisik hayvan tiirlerine ait tek bir bobrekten elde edilen hiic-
re suspensiyon miktar: ortalama olarak soyledir:
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Koyun Bobregi

Tavsan Bobregi

Kedi Bobreg;

Virus

veya

Muhafaza ‘Edici Koruyucu

Dana bdbregi

Domuz bdbregi

130
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Earle solusyonu

% 5'lik Laktalbumin
Dana serumu
Phenolrot
Antibiotika

Hanks veya Earle solusyonu

% 5'lik Laktalbumin
Dana serumu
Phenolrot
Antibiotika

Earle solusyonu

% 5’lik Laktalbumin
Dana serumu

Antibiotika

T.C. 199

% 5’lik Laktalbumin
Dana serumu
Phenolrot
‘Antibiotika

Vasatlar :

Earle solusyonu
9% 5’lik Laktalbumin
Phenolrot

Antibiotika ve gereginde

% 2 dana serumu,

Sigir Ammion sivisi

Phenolrot ve Antibiotika

Earle solusyonu

9 5'lik Laktalbumin
Dana serumu
Phenolrot
Antibiotika

%
%
%
%

%
%
%
%

%
%
%

%
%
%

%
%
%

%
%
%
%

78.5
10
10-20
1.5

78.5
10
10
1.5

73.5
10
15

75
10
10

88.5
10
15

87.5
10

1.5



Uretme Vasatlarr :

Dana Bobregi

Domuz Bobregi

At Bobregi

Kopek Bobregi

Maymun Bobregi
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veya

veya

Earle solusyonu

0 5'lik Laktalbumin
Dana serumu
Phenolrot
Antibiotika

Earle solusyonu

% 5'lik Laktalbumin
Dana serumu
Phenolrot
Antibiotika

T.C. 199
Dana serumu
Antibiotika

Earle solusyonu

0% 5’lik Laktalbumin
Dana serumu
Phenolrot
Antibiotika

Earle solusyonu

% 5’lik Laktalbumin
Dana serumu
Phenolrot
Antibiotika

T.C. 199
Dana serumu
Phenolrot
Antibiotika

Hanks solusyonu

9% 5’lik Laktalbumin
Dana serumu
Phenolrot
Antibiotika

%
%
%
%

%
%
%
%

%
%
%
%

%
%
%
%

%

0%

%

%
%
%
%

78.5
10
10
1.5

78.5
10
10
1.5

90
10

68.5
10
20
1.5

78.5
10
10
1.5

97

1.5

83.5
10

1.5
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8. Hiicrelerin iyi tireyebilmesi icin; iiretme vasati icindeki hiicre
konsentrasyonu beher ml. vasat icinde en az 300.000 - 350.000
adet olmalidir. Bu tarzda hazirlanan hiicre suspensiyonu kiiltiir
kaplarina tevzi edilir.

9. Ekimden 6-7 giin sonra hiicreler bulunduklar: kiiltiir kaplarin-
da ¢ok iyi iireyerek tabani kaplarlar, bundan sonra iiretme va-
sat1 atilarak yerine muhafaza vasati konur.

Uretme Vasati

%

,%‘
0%

%
%
%

veya
%

2%’

%

Muhafaza Vasatr . :

%
%

%

veya

%

0%

%

%

.%‘

67-77 Hanks-solusyonu,

10

Laktalbumin (% 5'lik)

1020 Insan serumu,

0.9
0.9
0.9

67.5
10
25
20

86
10

80
5
5

10
1.5

Eagle amino asidi,

Eagle vitamini,

Eagle Glutamini, Phenolrot ve
antibiotik

Hanks-solusyonu,
Laktalbumin (% 5'1lik)
Embryonal extrakti,

Insan serumu, phenolrot ve
antibiotik,

Hanks-solusyonu,

Laktalbumin (% 5'1ik)

Tavuk embryosu extrakti,
Dana serumu, % 1.5 phenolrot,
antibiotik,

Hanks-solusyonu,

Laktalbumin (% 5'lik)

Bacto yeast extrakt ve yeastolat
(% 11ik),

Dana serumu,

Phenolrot ve antibotik

Plasentanin biiyiikliigiine gore herbirinden 500-1500 ml. hazir
hiicre suspensiyonu elde edilir.
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Koyun, Kegi, Kuzu, Dana ve Yavru Domuz Testis Hiicre

Kiiltiira Eldie Eime Teknigi :

Aletler :  Kiiglik pensler, kiiciik sivri uglu makaslar, bir

tatli kasigi, bir magnetik karistirici ve taflonlu”
cubuk.

Cam malzemeler : Cesitli biiyiikliikte petri kutulari, bir erlenme-

yer, (1/2 1t.) santrifiij tiipleri, 5-10 ml.'lik pi-
petler, kiiltiir iiretme kaplar, tulbentli beher-
glaslar ve kaucuk tipalar.

Materyal : 3-8 haftalik hayvanlardan taze olarak kapsiil-

leriyle birlikte alinmis testisler, 6nceden 1sitil-
mis PBS, PBS-T, ve Earle sclusyonu, Laktal-
bumin % 5’lik, dana serumu, phenolrot, anti-
biotik, kristalviole solusyonu.

. Testisler daima kapsiilleriyle birlikte ve kapsiiller yaralanma-
dan almmalidir.

. Steril sartlarda testis kapsiilii (tunika vaginalis) ve Epididimis
testisten ayrilir, testis ayri bir petri kutusuna konur.

. Kullanilmamis kesicilerle testis ortadan ikiye boliiniir ve bir
kasik yardimi ile testisin paransimasi i¢c zardan kazinmak su-
retiyle alinir (tunika albugina) ve ¢ok kiiciik parcalara dogranir.

. Elde edilen lapa kivamindaki madde birkac defa PBS ile bir er-
lenmeyer icinde yikanir. Ustte biriken kanli sivi kisim dikkat-
lice atilir.

. On tripsinisasyon icin doku parcaciklar: iizerine 50-100 ml.
PBS-T katilarak 5-10 dakika magnetik karistirici iizerinde cev-
rilir. Sonra iistteki swvi atilarak yeniden PBS-T konur ve oda
derecesinde 1-3 saat veya ettivde (37°C) yine magnetik karisti-
rict ustiinde fraksiyoner olarak tripsinize edilir. Her bir testis
icin 15 ml. PBS-T hesaplanmalidir.
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. Sonra Tripsin-hiicre suspensiyonu 6 kat tulbentten siiziilerek
5-8 dakika 200 g (7-800 d/dak.) de cevrilir ve bu yikama isi bir-
kac defa tekrarlanir. (PBS ile)

. Hiicre sedimenti 20 ml. iiretme vasati icinde suspense edilerek
hiicre sayisi saptanir,

. Hiicre iiretimi icin hiicre tiirlerine gore beher ml. vasat icindeki
hiicre konsentrasyonu su sekilde hesaplanmalidir.

Yavru domuz testisi 100.000 — 300.000 hiicre

Dana testisi 200.000 »
Keci testisi 400.000 »
Koyun testisi 400.000 »

. Kiiltiirlerin monoleyer hale gelebilmeleri igin hiicre tiirlerine
gore degisik zamanlara ihtiyag vardir.

Yavru domuz testisinde 6-7 giin (1 kez vasat degisimi)
Dana tesisinde 6 giin (1 kez vasat degisimi)
Teke ve kog testisinde 6-10 giin (1-2 kez vasat degisimi)

Uretme Vasati

% 78.5 Earle solusyonu veya Hanks s.
% 10-20 Dana serumu,

% 10  Laktalbumin % 5'lik,

% 1.5 Phenolrot ve antibiotik.

Muhafaza Vasati

Yavru domuz testis hiicre kiiltiirii icin;
Sig1ir amnion s1visi
% 1.5 Phenolrot ve antibiotik.

veya
% 86.5 Earle solusyonu,
9% 10  Laktalbumin % 51k,
%" 2 Dana serumu,
Y% 1.5 Phenolrot ve antibiotik.
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Dana testis hiicre kiiltiirii :

% 88  Earle solusyonu
% 10  Laktalbumin % 5'lik,
% 2 Phenolrot.

Teke ve kocg testis hiicre kiiltiiriinde :

% 2 Dana serumlu {iretme vasati veya
% 1.5 Phenolrot, antibiotikli si§ir amnion
S1VISL.

Ortalama olarak bir yavru domuz testisinden; 200-300 ml., bir
dana testisinden 300 ml. ve beher teke ve koc testisinden ise 100-
150 ml. hazir hiicre suspensiyonu elde edilebilir,

invitro (Olarak Hiicrelerin Hibridizasyonu, idantifikasycnu,
Klonizasyonu ve Kcnserve Edilmesi.
1. Hucre-Konservesi, Depolanmasi ve Nakliyat: :

Permanent (Zell-Linien) hiicrelerin devaml sub kiiltiirlerinin ya-
pilmas: bunlarin laboratuvarlarda baska hiicrelerle, bakteriler, vi-
rus ve mikoplazmalarla kontamine olmalar: tehlikesini birlikte ge-
tirmektedir. Bunun disinda hiicrelerin beili subkiiltiirlerinin daima
hazir bulunmasi gerektiginden devamlh pasajlar1 viruslara karsi
olan duyarhiliklarinin kaybolmasina sebep olurlar. Bu bakimdan
hiicrelerin konserve edilerek depolanmas: gereklidir.

Kisa siirelerle hiicre kiiltiirlerinin + 25°C ile + 4°C’de depo-
lanmas1 (muhafazasi) miimkiindiir. Bu 1silarda hiicrelerin 2-3 giin
muhafazas: aninda hiicrelerde bir biiziisme olur ve hiicrelerde her-
hangi bir degisiklik olmadan dinlenme safhasina gecerler. Hiicre-
lerdeki metabolizma + 4°C’'de ¢ok yavas seyreder. Saglikli hiicre
kiiltiirlerinin biiyiik bir boliimii boylece 4-8 hafta korunabilirler.

Hiicrelerin muhafaza siirelerinin uzamasinda depolanmis hiic-
relerde hicbir sekilde vasat degisimi yapilmaz. Eger kiiltiirler kul-
lanilacaksa bunlar 37°C'de kulugkaya birakilir. Bu meyanla hiic-
relerdeki ilk vasat degisimi en erken 2 giin sonra yapilmalidir. Bu
sckilde isleme tabi tutulan hiicre kiiltiirleri kendi metabolizme
faaliyetlerini ¢ok gabuk normalize ederler ve herhangi bir kisitla-
maya tabi tutulmadan kullanilabilirler.
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Primer hiicre kiiltiirleri 4+ 4°C’de saklanmamalidir. Bunlar en
iyisi oda derecesinde muhafaza edilmelidir.

Uzun siire muhafaza edilmesi gerekli hiicre kiiltiirleri konserve
edici maddelerle isleme tabi tutulduktan sonra derin dondurucu-
larda saklanmalidir. Hiicrelerde dondurma anindaki tahribat: 6n-
lemek igin hiicre siispansiyonlarina gliserin veya Dimethylsulfoxid
(DMSO)'in degisik konsantrasyonlar ilavesi gereklidir. Konserve
maddelerinin hiicre kiiltiirlerine katilmasindan sonra derin dondu-
rulmasi aninda gliserin ve DMSO hiicrelerin icinde bulunan sula-
rin kristallesmesi hizim1 0°C ile —46°C arasinda degistirir veya ta-
mamen Onler. Ciinkii gerek gliserin ve gerekse DMSQO hiicrelerdeki
suyu penetrasyon suretiyle baglar. DMSO gliserinden daha cgabuk
hiicre icine girdiginden dondurmada daha uygun goriilmektedir.
Bu bakimdan konserve edici maddelerin hiicre icine ginmelerini
saglamak icin +4°C’de 4-6 saat buzdolabinda tutulmalar1 gerekli-
dir. Konserve edici maddelerin hiicre icine giris siiratleri hiicre
tiiriine gore degisiktir. Gliserin ve DMSO hiicre vasatina % 5-10
oraninda konulur. DMSO ile dondurulan hiicreler yeniden eritildik-
lerinde gliserinle muamele edilenlere nazaran daha cabuk gelistik-
leri tesbit edilmis. Yapilan calismalar hiicre siispansiyonlarinin ya-
vas yavas dondurulmalari cabuk dondurulmalarina nazaran daha
koruyucu bir etkiye sahiptir. Bu bakimdan dondurma hizi daki-
kada 1°C olmali ve —25°C’ye kadar inildikten sonra istenilen 1sida
dondurulmaldir, HeLa- ve L- hiicreleri tedrici olarak dondurul-
duklarinda bes yil siire ile canliliklarimi koruduklar: buna mukabil
cok cabuk olarak (3-5 dakika) dondurulmalar: halinde ise canlilik-
larini ancak 3-12 ay muhafaza edebildikleri tesbit edilmistir.

Bazi arastiricilar domuz bébregi permanent hiicre kiiltiirlerini
(IB-RS-2) aniden —80°C’de dondurduklarini ve sonra bunlari sivi
azot gaz1 (—190°C) koyduklarini ve bu hiicrelerin 5,5 yil sonra can-
liliklarinda herhangi bir degisiklik olmadigini tesbit etmislerdir.

Dondurulan hiicreler —70°C ile —190°C’de muhafaza edilir.
Ust simir —70°C’dir. Fakat kisa siireli dondurmalarda —50°C ile
—60°C’de hiicreler cok cabuk tahrip olur. Buna mukabil —70°C’de
hiicre kiiltiirlerinde herhangi bir kayip olmadan 12 ay siire ile hiic-
reler muhafaza edilébilir. Daha uzun siireli depolanmalarda ise
hiicrelerde tahribat meydana gelir. Ciinkii enzimatik olaylar —120°C
den —125°C’ye kadar seyretmektedir. Fakat —125°C'nin altinda
hiicreler siiresiz olarak dondurularak muhafaza edilebilir.

139



Virus ve hiicre kiiltiirli — Yilmaz

—190°C’'de swv1 azot gazi iginde hiicrelerin muhafazasi i¢in 6zel
cam ampullere ihtiya¢ vardir. Ciinkii bu tiir ampuller 1s1 oynamala-
rima karsi dayaniklidir.

Hiicrelerin icinde bulundugu vasata konserve edici maddelerin
disinda % 10-20 oranda dana serumu katilmasi halinde hiicrelerin
dondurulmasindan iyi sonug¢ alinmistir. Protein katilmamis tuz so-
liisyonlarinda ve sentetik vasatlarda hiicrelerin iireme oram diisiik-
tiir. Baz1 arastirmacilar vasatlara % 10 dana serumu, % 0,5 Lak-
talbuminhydrolysat ve ortalama % 10 oraninda konserve edici
madde (DMSO veya gliserin) katilmasimi tavsiye etmektedirler.

Dondurulacak thiicre kiiltiirlerinde hiicre konsantrasyonunun
1-4 milyon hiicre/ml. olarak tesbiti hiicrelerin yeniden iireme san-
sim yiikseltmektedir.

Eritilen hiicrelerin dondurmadan ¢ok cabuk cikarilarak eritil-
mesi gereklidir. Boylece hiicre icindeki kristallesmeler 6nlenmis
olur. Kristalizasyon ozmotik basincta degisiklik yaparak hiicrelerin
tahribine sebep olur. Bu bakimdan hiicrelerin bulundugu ampuller
dondurucudan almir alinmaz (437°C’lik) benmari konur ve ha-
fif calkalama ile swv1 eritilir (1,5 dakika). Sonra hiicre siispansiyo-
nu kiiltiir vasatinda sulandirilarak ekim yapilir, hiicrelerin yapis-
masindan sonra (ortalama 4-8 saat) vasat degistirilir ve boylece
konserve edici madde hiicre kiiltiirlerinden uzaklastirilmis olur.
Virus laboratuvarlarinda ¢abuk metod permanent hiicre kiiltiirleri
icin daha uygun bulunmaktadir.

Hiicrelerin derin dondurucularda kenserve ‘edilmesi teknidi :

Materyal : 1,2 ml., - 1,5 ml. steril ampuller, sanrifiij tiipleri,
10 ml.'lik enjektorler ve igneleri, hiicre sayimina 6ze] lamlar, PBS,
kiiltiir vasati, steril Dimethylsulfoxid (DMSO), (acik otoklav 30
dakika sterilize edilmis olmalidir.), % 0.1'lik trypan mavisi. Hiic-
re sayimi yapildiktan sonra iiretme vasatina % 10 DMSO katilir
ve 1-2x 10° hiicre/ml.'ye ayarlanir.

Sonra hiicre siispansiyonundan siringa ile ampullere 0,8 - 1 ml.
konduktan sonra ampuller alevde kapatilir. Ampullerin iyice ka-
pali olup olmadiklar: kontrol edilir. Dondurulan ampuller 4-6 saat
+4°C'de buzdolabinda tutulur sonra —80°C’de dondurulur. 2-3 giin
sonra ampuller bir kap icinde sivi azot gazi icinde depolanir.
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Hiicreler eritilecegi zaman 1 veya 2 ampul alinir iginde + 37°C
lik su bulunan bir kaba birakilir ve hafifce calkalanirlar. Hiicre
siispansiyonu tamamen eridiginde ampuliin boynu alkolle dezen-
fekte edildikten sonra kesilir ve hiicre siispansiyonu steril bir si-
ringa ile alimarak 3-5 ml. iiretme vasat:i icinde siispanse edilir ve
kiiltiir kaplarina ekilir. 4-6 saat sonra kiiltiir vasat1 degistirilerek
konserve edici maddeler uzaklastirilmis olur,

Yukaridakj bu teknik permanent hiicre kiiltiirlerinin muhafa-
zas1 icin cok uygun bir metoddur. Primer hiicre kiiltiirlerinin kon-
servesi veya tripsinize edilmis hiicrelerin muhafazas: icin bu ma-
teryaller yavas yavas dondurulmalidir.

Hiicre kiltiirlerinin nakli : Bu zamanda hiicre kiiltiirleri cok
uzak mesafelerde bulunan bir laboratuvardan diger laboratuvara
hava yolu ile 2-3 giin icerisinde rahatlikla ulastirilmaktadir. Yalmz
bu transport aninda minimal sartlarin yerine getirilmesi gerekli-
dir. Hiicrelerin naklinde en biiyiik giigliik ekstrem etkenlerin o6r-
negin cok sicak veya soguk isilarin varhgim dikkate almak gerek-
lidir. Bu bakimdan 1s1y1 gecirmeyen izole kaplar kullanilmalidir.

Hiicreler siispansiyon halinde veya monolayer kiiltiirler halin-
de sevk edilebilir. Siispansiyonlarda beher milimetre kiiltiir vasa-
tinda 1 x 10° hiicre bulunmalidir, Buna mukabil monolayer kiiltiir-
lerin sevkinde ise kiiltiir siseleri vasatla tamamen agzina kadar
doldurulup steril sartlarda kapatilmalidir. Boylece hiicrelerin cal-
kalanma suretiyle kiiltiir kaplarindan kopmalar: onlenmis olur.
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