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DOKU KULTURLERIYLE ILGILI GENEL KAVRAMLAR

Nadir Giray* Canan Akbay"*

Biyolojik anlamda «kultlir» terimi, hiicrelerin, dokularin ve organ-
larin «in vitro», yirmidort saatten daha uzun stre korunmalarini,
beslenmelerini ve biiytimelerini igine almaktadir (9). Glintimiizde kiil-
turler, baslica dort bashk altinda toplanabilirler :

1 — Hiicre kulturleri : Dogal orijinlerinde organize olmayan hiic-
relerin in vitro yasatilma ve biyltilmeleridir.

2 — Doku kulturleri : Orijinal ve karakteristik doku mimarisin-
de bulunmayan doku parcalarmmin yasatilmalaridir.

3 — Organ kiltirleri : Organ taslaklarnnin veya bir organin ta-
mami veya kisimlarmin in vitro olarak yasatilmalari ve buyitilme-
leridir. Bu yapmin orijinal mimarisi ve/veya fonksiyonunu koruyabil-

mesi veya diferansiasyonuna imkan olmalidir.

4 — Subhicre kultiirleri : Homojenize hiicrelerin bir veya daha
gok subhiicresel komponentlerinin in vitro yasatilmasidir (3).

Doku kulturleri’ konusunda en ¢ok kullanilan terimleri tanimla-
mak gerekmektedir :

Eksplant : Normal gevresinden ayrilan ve biiylimesi icin suni bir
ortama aktarilan dokuya denir.

. Eldeki derleme kiiltiirlerin tarumlanmasina genel bir giris yap-
ma, amacina yoéneldiginden, yukarida bahsedilen kiiltir tiplerinin ay-
r1 ayr1 s6zkonusu edilmesi yerine, bundan sonraki bélimlerde, «do-
ku kulttrleri» teriminden, hiicre, doku ve organlar anlatilmak iste-
necektir.

*A.U. Tip Fakiiltesi Hist. ve Emb. Bilim Dali Aragtirma Gorevlisl
** AU. Tip Fakiiltesi Hist. ve Emb. Bilim Dali Profesorii
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Primer kiltr : Bir organizmadan dogrudan alinan hiicre, doku
yada organin olusturdugu kultiirdur. Bir kultir, ilk defa pasaj isle-
mine ugrayana kadar primer kabul edilir, sonra <hiicre dizisi» adim
alr.

Pasaj : Bu terim «subkultir» kelimesiyle esanlamhdir. Hiicrelerin
bir kiltir damarindan digerine transplantasyonu anlamina gelir.

Hiicre dizisi (cell line) : [k pasaj islemine ugramis primer eks-
plant’a denir. Bir hiicre dizisinde, primer kiiltirde bulunan degisik
jenerasyonlardan hticreler olabilir.

Monolayer : Bir substrat tizerinde, ona yapigarak biyliyen tek bir
hiicre tabakasidir.

Siispansiyon kiltiirleri (suspension cultures) : Hucrelerin bir inert
ylizeye yapismadan gogaldiklari kultir tipidir.

Hiicre zinciri (cell strain) : Bir primer kiiltiirden yada hiicre di-
zisinden tiireyip, spesifik ozelliklere yada isaretleyicilere (marker) sa-
hip olan hiicrelerdir.

Poptilasyon veya hiicre yogunlugu : Kultiir damarmin herbir bi-
rim alan yada hacmine diigsen hiicre sayisidir.

KULTURLERIN KULLANILDIGI ALANLAR :

Bir kiltir isleminde kullamlacak materyal, ¢ogunlukla biyopsi
ile olmak iizere, bu amag i¢in dondurularak saklanmis dokulardan
da saglanabilir. Kiiltir islemi ile su yapisal ve fonksiyonel veriler el-
de edilebilir : Cesitli embryonal alanlarin potansiyelleri ve organ
kalintilar: hakkinda bilgi edinebilir; degisik hucre tiplerinin beslenme
gereksinimleri ve «kimyasal olarak tanimlanabilen» ortamlarda bu-
lunmas1 gereken maddelerin yapilar: (7); mitotik mekanizmalar; hiic-
re hareketinin yapisy; hiicreler tizerinde radyasyon, 1s1, yergekimi ve
manyetizma gibi fiziksel kuvvetlerin etkileri (10); kiltlrlerin bazi
hastalhiklarm teshisinde kullamilmalar: (5); dokularin greftleme igin
hazirlanmasi; kan ve kan hastaliklarimin kékeninin saptanmasi (1);
hiicrelerin toksik maddelere reaksiyonlary; bakteriyel enfeksiyonlara
ve parazitlere hiicrelerin cevaplarimn saptanmasy; bagigikhig sagla~
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yan bazi maddelerin kokenlerinin bulunmasy; hiicrelerin karsilastir-
mal1 biyokimyalarmin c¢alisiimas;; hormonlarm ve diger hiicresel
tirtinlerin ince yapilarinin ve davraniglarinn agiklanmasy; antiseptik-
ler, antibiyotikler, narkotikler ve benzeri diger medikal maddelerin
hiicreler tizerindeki etkilerinin saptanmas); virtis gogalmasimin kine-
tiginin saptanmas1 (4); virus mutasyonlarinin in vitro incelenmesi;
hiicresel transformasyonlarm detayl kinetiginin calgilmasi; klonal
poplilasyon hucrelerine kultar isleminin etkillerinin incelenmesi (8);
normal ve malign hiicreleraras1 benzerlik ve ayricaliklari incelen-
mesi; in vitro fertilizasyon (2)...

KULTUR ICIN GEREKLI KOSULLAR :

Laboratuar, kullanilacak arag - gerecler ve temizleme ve sterili-
zasyon kosullarmi icermektedir.

Doku Kiiltiir Laboratuvary; Kiltir tniteleri de denen glivenlik
kabini ile steril oda ve kultur isleminde kullanilacak kahc1 materya-
lin bulundugu serbest sahalari-ki bunlara biyokimyasal, sitolojik ve
fotograf islemlerinde kullanilanlar, yikama ve sterilizasyon madde-

leri dahil degildir-kapsar. Kultlir Uniteleri, her gesit konfiglirasyon-
da-tim oda Unitesinden, laboratuarn belli bir kismina yerlegebilen
tinitelere kadar-ticari olarak bulunur. Bir¢ok hiicre kultiri islemleri
ise temiz, yogun trafige maruz kalmayan yerdeki basit bir tezgah tlize-
rinde gerceklestirilebilir. Daha detayll veya zararli ajanlarn kulla.-
nilacag1 ¢alismalarda ise bu kosullar yeterli olmayabilir. Giivenlik
kabini igindeki ¢alisma sahas: ve bu sahadaki germisidal lamba, gaz,
vakum, ve elektrik donamm gibi materyalin uygun olmasi gerekir. Ca-
Lisma sahasi paslanmaz celik ya da formika olmaldir, ¢iinkia bu yu-
zeyler tozu minimal diizeyde toplar ve dezenfektanlar ile defalarca y1-
kanabilirler. Laboratuar, laminar hava akimi ile havalandirilmahdir.
Bu amagla «yuksek verimli partikil filtreleri» (high efficiency par-
ticle filters-HEPA) kullanilir. Bu sistemde oda iginde hava déniigimi
tabandan tavana dogrudur, tavandan alinan hava filtreden gegtikten
sonra laminar hava akim kabinesinden disariya verilir. Bu sekilde ga-
hisan kiginin soludugu hava ile gevre havasi, ters akim nedeniyle oda
icerisine giremez. Laboratuarda, odalar kayan-kapilar ile donatilma-
lidar, yerler, duvarlar ve tavanlar yikanabilir olmahdir. Yikama giinde
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iki kez, (sabah-aksam) capraz kontaminasyonu oénleyecek gekilde ol-
malidir. Ozel hicre kiltir prosesleri uygulanacagl zaman, kullanila-
cak malzemeler isleme baglamadan on-onbes dakika 6nce, kiltir tini-
tesine konmus olmalidir. Hernekadar bu aletlerin sterilizasyon ve de-
zenfeksiyonlar: énceden yapilmis ise de, getirecekleri partikiller boy-
lece on-onbes dakikalik siire icinde laminar hava akimi ile ortamdan
‘temizlenir.

Kiltir odalarinda sabit 37°C'lik sicaklik saglanmalidir. Kultir is-
leminde kullanilacak arag-gereclerin depo edildigi oda, laboratuar i¢in-
de olmalidir. Temel doku kiiltiird operasyonlarinda gerekli arag-gereg-
ler, baslica inkubatdr, mikroskop, hiicrelerin dinlenmelerini saglayan
materyal ve hiicrelerin iginde buyudagu kultir damarlarn olarak sa-
yilabilir. Inkiibator, 1s1y1 regiile eden basit tiplerden, 1s1, nem vé CO,
dizeylerini ayarlayabilen tiplere kadar herhangi birisi olabilir. Her-
hangi bir elektrik kesilmesinde devre kapanmamalidir. Eger kullani-
lacak doku kiiltiiri ortami, tamponlama igin CO, dengesi gerektiriyor-
sa, o zaman CO, inkiibatorii gerekir. Inkiibatér esit 1s1 dagilim sag-
lamalhdir, bu amagcla horizontal hava akimli olanlar hem 1s1, hem de
CO;, agisindan esit dagilim saglamaktadwrlar. Mikroskop, kiltirlerin
morfolojik ve biuylime hizlarmin ginlik incelenmeleri i¢in ¢ok énem-
lidir. Bu mikroskop ters (inverted) ve faz-kontrast olmalidir. Bunlarmn
dismda bir diseksiyon, bir de bilesik mikroskoba sahip olmak, arasti-
riciya avantaj saglar. Mikroskopla glinlik kiiltir gézlemine énem ver-
meyen merkezler, kiltiirlerin yabanct hiicrelerle istilasina maruz ka-
Tirlar. Bu kontaminasyona en stk HeLa hiicre dizisi ile rastlanmakta;
hizl1 buyiume ve ¢ogalma yetenegindeki bu hiicreler, kiiltiirde bir an-
da dominant hilicre olmaktadirlar.

Bugiin ¢ogu kultirler, sivi nitrojenin verdigi imkanlarla yillarca
dondurulabilmektedir. Saklanabilmeleri igin 6zel plastik kryotiipler-
de veya 0zel plastik torbalarda tutulur ve bu halde dondurulup, kriyo-

jenik depolarda saklanirlar. Kiiltiir damarlarindan, polisitren plastik
ve soda camindan imal edilenler, ucuz ve atilabilir olup borosilikattan
yapilanlar isiya, daha dayanikli ancak atilabilir degildir. Bunlarin
ste’r:ilizasyonlarlm mukemmel yapma zorunlulugu, ¢gogu kilttircuyu ilk
gruptan imal edilenleri kullanmaya yoneltmistir. Cesitli boyuttaki pet-
ri plaklan, kultir flasklar:, plastik tlipler ve ¢cok kuyulu* (multiwell)

* : Terim yazarlar taralindan kullanilmigtir.
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plaklar bunlara drnek sayilabilir. Kullamlacak sistem ve materyal,
{iretilecek hiicrelerin (ya da dokunun) ozelliklerine gore -ki bu ozel-
liklerden ileride bahsedilecektir- kiltiiri yapan kisinin se¢imine kal-
mistir. Sonug olarak 10° hiicre/ml, hiicre yogunluguna ulasilabilir.
Kullanilacak materyalin sterilizasyonu da ok dnemlidir. Tecrubeler
gostermistir ki, ilk defa kullanilan cam malzemeye hiuicreler yapis-
makta daha durgun kalmaktadir. Hatta Rappaportun bu nedenle, kul-
lanacagl cam materyali énceden hiicre igermeyen media ile inkiibe et-
tigi, bundan sonra kultur isleminde kullandigi bilinmektedir. Bu is-
lem, hiicrelerin yeteri kadar hidrolize olup, yapisma igin gerekli ne-
gatif yikin saglanmasina neden olur (3).

Kiltirde kullanilan cam malzemenin temizligi; ultrasonik veya
diger yollarla yapilir. Diger yollar kapsamina alkaliler ile kaynatma,
daha hafif alkali deterjanlar kullanma, veya sicakokside edici asitler
ijle muamele girer. Yikamadan sonraki son calkalama mutlaka saf

su ile yapilmahdir. Temizlenmis cam malzemelere asla elle dokunma-
mak gerekir, ¢inki bu ylzeylerin derinin yagmi almalarina neden
olur. Bu amagla lastik eldivenler giyilmelidir. Cam yuzeylerdeki en
ufak bir polar olmayan kisim bile hiicrelerin yapismalarma ve do-
layisiyla yayilma ve gogalmalarina engel olabilir. Bu asamadan sonra
' sterilizasyon safhasma gelinmis olur. Kurutma masalan veya kurut-
ma firmlar ile kurutulan cam materyal ya kagit yada alimiinyum
folye ile kaplanmali ve pipetlerin igi pamukla doldurulduktan sonra,
temiz bir kapall ortamda depo edilmelidir. Sterilizasyon islemi ya kuru
151 ile firimda veya nemli 1s1 ile otoklavda yada herikisi ile birden ya-
pilabilir. Bugin kullanim kolayligl nedeniyle otoklavlar ile sterili-
‘zasyon tercih edilmektedir. Otoklavda da dikkat edilmesi gereken
fazla buhar kullanilarak, ortami yeniden kontamine etmemektir. Bu
amagla igerideki buhan filtre eden otoklavlar tercih edilmelidir.

KULTUR ORTAMI (MEDIA) :

Hiicre ve dokularin media'ya alinmasmdan 6nce, dengeli tuz so-
lissyonlar1 (BSS) kullanilir. BSS'’in islevleri, doku ve hiicreleri yikama,
ve sulandirma (dilue etme) ve bu sirada hiicre tonuslerini koruma,
tampon gorevini yapma ve fizyolojik pH sinirim ve osmotik basmcl
koruma, normal hiicre metabolizmasi igin gerekli olan su ve inorganik



500 Nadir Ciray - Canan Akbay

iyon ihtiyacim gidermektir. BSS'ler piyasada steril soliisyonlar veya
toz halinde mevcuttur (9). BSS segiminde gézoéniine alinmasi gereken
noktalardan. ilki, soliisyonun bikarbonat icerip igermeyecegidir. Asa-
malar atmosfer kosullarinda yapilacaksa, bikarbonat tamponuna ge-
rek yoktur, ¢inki aksi halde CO;’nin kayhb: ile soltisyon ¢ok alkali ha-
le gelecektir. CQO, igceren atmosfer kosullarinda cahsilacaksa, erimis
COy'nin ortam1 ¢ok asitlestirmemesi igin, bikarbonat tamponlu bir
BSS kullanmak gerekecektir (3). Ortam pH’sinin kontrolii agisindan,
BSS fenol kirmizisim1 visual indikator olarak igerebilir. Se¢imde goz-
6ntne alimmagsi gereken bir baska nokta, gliikozun BSS’'de olup olma-
yacagidir. Dokunun ekstirpe edilmesi ile bliyiime ortamina konmas
arasinda gegen slre diisintlerek tercihin yapilmasi gerekir. Eger siire
uzunsa, BSS gliikoz igermelidir. Divalan katyonlar olan kalsiyum ve
magnezyumun, soliisyonda bulunup bulunmayacag: da gézéntine alin-
malhdir. Bu katyonlarin intraselltiler matriksin stabilitesine yol actig:
ve bu nedenle de hiicreler ile ortam arasindaki madde alisverisine
ters etkidigi ispatlanmistir. Buglin kullamilmakta olan gogu media,
bahsedilen BSS'lere serum (at, dana, buzagl, insan; 2-20 %) ilavesiyle
elde edilmistir (1). Tip ve yapilarina bakmadan, neler eklendigi géz-
6nine alinmadan su soylenebilir ki, media gesitli besinlerin, hormon-
larin veya biliytiime faktorlerinin BSS’e eklenmis halidir, Genel olarak
BSS’ler, doku ayrilmalarmin ara safhalarinda ve hiicrelerin biytime
media’sina konmadan 6nceki son g¢alkalanmasinda kullamlmaktadir-

lar.

Doku kilturia cahsmalarimi daha iyi anlayabilmek igin, hiicreler
asagidaki kriterlere gore smiflandirilirlar;

a) Karyotip : Hiicreler diploid mi ,andploid mi?

b) Cogalma potansiyelleri : Hiicrelerin siirh bir gogalma potan-
siyelleri mi var, yoksa devamli mi ¢ogaliyorlar?

¢) Qogalmanin yogunluga bagh inhibisyonu : Kiiltiirler ¢ok kala-
baliklasinca, hicreler sikluslarim G: veya G: fazinda durduruyorlar
mi1, yoksa ¢ogalmaya devam edip, birbirlerini tizerinde kimeler yapi-
yorlar mm?
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d) Demir atmaya bagmmhilik® (anchorage dependence) : Hiicreler
gogalmak igin bir substrata yapisma ihtiyaci gosteriyorlar mi, yoksa
slispansiyon kiiltiirlerinde mi gogalabiliyorlar?

e) Malignite : Hiicreler malign mi, benign mi?

f) Diferansiyasyon : Hicreler kiiltirlerde, dokulardaki spesifik
dzelliklerini gosteriyorlar m? ‘

Bu kriterleri gozéniine alarak hiicreler, tam olarak normal hicre-
lerden (fully normal cell) klasik kalict hiicre dizisine (classical per-
menant cell line) kadar genis bir spektrum gosterirler. «Tam olarak
normal hiicre» diploiddir, sonlu bir hayati vardir, demir atmaya ba-
gimhdir, yogunluga bagh olarak gogalmasi inhibe olur ve malign de-
gildir. «Klasik kalici hucre dizisi» ise andploiddir, sonsuz gogalma ye-
tenegi gosterir, demir atmaya bagimh degildir, yogunlukla gogalmasi
inhibe olmaz ve maligndir. Ancak her hiicre bu sabit smiflandirmaya
uymayabilir. Or. : Kondrositler ve bazi kanla ilgili hicreler, normal
kabul edilmelerine ragmen, demir atmaya bagmh degildirler, kerati-
nositler ise yogunluga bagh cogalma inhibisyonu gostermezler. Bazi
kalic1 hiicre dizileri ise (or : 3T3) anoploid ve sonsuz gogalma yetenek-
leri olmasina ragmen, demir atmaya bagmmlhidirlar, yogunlukla ¢o-
galmalar1 inhibe olur ve cogu testlerle malign degildirler .Bu tip htic-
relerin ozellikleri, onkojenik virtsler kullanilarak transforme edilebi-
lir. Bu nedenle bunlara transforme edilirlerse, «transforme kalic hiic-
re dizileri», transforme edilmemislerse de «nontransforme kahcy di-
ziler» denir. Ideal olarak «normal» terimi, sadece hiicrelerin yukarida
sayilan tim ozelliklere uydugu hallerde kullamhir. «Nontransforme»
terimi ise, normal hiicrelerden bahsedilen kriterlerin bir yada ikisine
uymayan hicrelere uygulandig: gibi, kahc hiicre dizilerinden, trans-
formasyon kriterlerinden bir yada birkacmi godstermeyenlerine de uy-

gulanmalktadir.

Bu smiflandirmanin oénemi, hiicrelerin bulunduklar smifa gore,
degisik biyume maddelerine ihtiyag gostermeleri, yani degisik me-
dia’da yasatilma gereksinimleridir. Or : tam olarak transforme edil-
mis bir kalici hiicre dizisi, «kimyasal olarak tanimlanmig media~da
yagatilabilinen tek hiicre dizisidir. Buna karsin, normal hiicreler ve

* . Torim yazarler tarafindan kullamlmigtir,
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nontransforme diziler, ginumiizde hala tam olarak icerigi aciklana-
mayan serum, serum proteinleri yada diger birgok biyolojik materya-
lin bulundugu media’da yasatilabilmektedir. Media, hiicrelerin bliyt-
me gereksinimlerinin karsilanabilmesi i¢in su ana baghklar1 igeriyor
olmalidr;

1 — Tum gerekli besin maddelerini icermelidir. Bunlar enerji me-
tabolizmasi icin gerekli substratlar, vitaminler, eser elementler, iyon-
lar vb.dir.

2 — Fizyolojik parametreler; 1s1, pH, osmolalite, redoks potansi-
yelleri kabul edilebilir simirlarda olmalidir.

3 — Kultur sistemleri toksik ve inhibitér etkili maddeler igerme-
melidir, bunlara gerekli komponentlerin asir1 miktarlar: da dahildir.

4 — Kultlur sisteminin igerikleri arasinda bir denge olmalidir.

5 — Serum, baz1 sistemlerde gereklidir. Bu konu detayli olarak
tartisilacaktir.

Su nokta unutulmamalidir ki, hicreler bu sayilan kriterlerden,
«hepsinin birden» yerine getirildigi durumlarda, ¢ogalirlar. Yakin za-
mana kadar, hayvan hucrelerinin in vitro kullanilan media, igerigi,
hemen tamaminin organizmadan elde edildigi maddelerdi. Bunlar,
kan plazmasi, serum, diger viicut sivilari ve eksudalar: ile doku ve
organlarm ekstratlaridir. Doku kiltiirlerinin amaglarindan biri hiic-
relerin blyilime ve yagatilmalar: igin ihtiyaglar olan besin maddeleri-
nin saptanmasi ve ortamdaki bazi1 maddelerin hiicreler uzerindeki et-
kilerinin incelenmesi oldugundan, bu tip media icerikleri, dogal besin-
lerin karmagiklig: nedeniyle, bu amaca uygun sayllmazlar. Bu icerik-
ler besin maddeleri oldugu kadar, diger bazi partikiiller de olabilir.
Bu amaca uyan, yani iceriklerinin tam olarak bilindigi ve hiicrelerin
blylme ve yasatilabilmelerine bu igeriklerin etkilesimlerinin ve hiic-
reler iizerinde ne degisiklikler vaptigmin aciklanabildigi maddeleri
igeren media'ya <kimyasal olarak tanimlanabilen media» (chemi-
cally defined media) denir. Kimyasal olarak tanimlanabilen media,
asi bir hiicre gogalmasimin gerekli olmadig1 durumlarda yada boy-
le bir gogalmaya ihtiya¢ duy uluyorsa, protein eklenmek suretiyle kul-
lanilir.
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Giintimiizde hala «tanimlanmig» ideal bir media yoktur, bir¢ok
kontaminantlarin bu gibi media'ya karisabilmesi, bu terimi kullanir-
ken, otérleri dustindirmektedir. Bahsedilen anlemda kimyasal olarak
tammlanmis media’daki, glintimuizde yapilan diferansiye timor seri-
leri calismalar: hakkinda ¢ok az yayin vardir. Bunun gibi stispansiyon
kilturleri icin kullanilanlarin ¢ogu serum destegine ihtiyag duymakta
oldugundan pek genig kullanim alam bulamamistir. Bugiin kullanil-
makta olan kimyasal olarak tammlanmis media’lar;

=== Dengeli tuz soliisyonlarma glikoz ve antibiyotiklerin, enzi-
matik hidrolazlarin, maya ekstrelerinin, peptonlarin, kan-serum frak-
siyonlarmin ve diger materyallerin eklenmesiyle elde edilen media

1,7.

2 — Kimyasal olarak tanimlanabilen media'ya bir yada birkag
¢esit proteinlerin eklenmesiyle elde edilen media.

3 — Bazilar1 da geleneksel kan plazmasi, embryo doku ekstreleri
ve dengeli tuz solisyonlarinin t¢li karisimlarini igeren mediayl kul-
lanmaktadirlar (2).

Plazmanin giniimiizde hala kullamlma nedenlerinden bir tane-
si, hiicresel gogalma igin gerekli olan peptid hormonlari veya hormon
benzeri biyime faktérleri ve diger proteinleri saglamasidir. Moleki-
ler rekombinant DNA teknigi ile yapilar aciklanan bu peptid bliyume
faktorleri (epidermal buyume faktord, eritropoetin, interlékin -3,-6,
fibroblast biiyiime faktorii vb.) giniimiizde ticari olarak da elde edil-
meye baglanmis ve doku kultirlerinde kullanilmaktadir. Yapilan ca-
hismalar, bunlarm karakterlerini ve saflastiriilmalarini da igermekte-
dir. Normal diploid hiicrelerin kimyasal tanimlanabilen media’daki,
bu gibi purifiye makromolektler faktorlerin nanogram/ml dtizeyler-
de eklenmesi ile yasatilabilmesi artik mimkindur. Media’'da bu sa-
yilan ihtiyaglardan bagka, 1s1, pH, CO; ve O, nemlilik vb fiziksel ge-
reksinimler de vardir.

«Klonal hiicre», ayr1 6zellikleri tasiyan tek bir ata hiicreden olusmus,
yani klonal biiytime sonrast gelismig bir klona ait hiicrelerdir. «Klon-
lama» terimi, sadece bir tek hiicrenin torunlarindan, yeni bir kulti-
riin yaratilmasini anlatmak igin kullanilmalidir. Tek bir hiicreden ko-
lonilerin olusturulmasinm da igeren tiim diger deneyler «klonal biyii-
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me» olarak adlandirilir. Klonlama ve klonal biyimeyi de igeren tim
deneyler, ya bir sivi medium'un altindaki solid substrata yapigmig
yada yumusak agar gibi yarisolid media’da siispansiyona ugratilmis
hiicrelerle yapilir. Bir substrata yapismis hticrelerden olugmus yogun
kiltiirlere siklikla «monolayer kiiltiirler» denir. Monolayer kiiltirler-
deki hiicre tarlasi, sadece hiicrelerin tizerinde buyudigu ylizeyden
ibarettir. Siispansiyon kilturleri, hiicrelerin bir substrata yapisma-
digr kiltir damarnin surekli galkalanmasi yada karigtirilmasinin
saglandig1 sistemlerle yapilir. Bu sistemlerin buytklikleri ¢ok degi-

sik boyutlardadir. Stispansiyon kiltirlerinin avantajlari, monolayer-
lara oranla ¢ok daha fazla hiicre igerebilmeleri ve hiicrelerin monola-
yer’larda oldugu gibi harmanlanmak igin enzimlere ihtiya¢ gdsterme-
meleridir. Baz1 spesifik huicre tipleri ise, yapismamak igin karstiril-
mea ve calkalama gibi tekniklere ihtiya¢ duymazlar. Hiicre populas-
yon yogunlugu ve yapisma yada stspansiyonda biylime, hiicrelerin
bliytime ihtiyaglarna etki eden en 6nemli faktorlerdir. Ayrica stis-
pansiyon kultiirlerinde, kiiltlir stresi icinde mediumu degistirme ve
ekleme olanag vardir.

Cogu hiicre tipleri, belli bir popiilasyonda ¢ogalmalarimi durdurur
yada yavaslatirlar. Buna «yogunluga bagh inhibisyon» denir. Bu 6zel-
lik nontransforme hiicrelerde malign transformasyona gitmislere go-
re daha belirgindir. Yogunluga bagh inhibisyonun mekanizmas: he-
niiz tam olarak ac¢iklanamamakla birlikte, hiicre temasi, lokal yada
genel olarak besin maddeleri veya makromolekiiler biiytime faktor-
lerinin azalmalari, hiicre kokenli inhibitérlerin artmasi gibi neden-
ler sayilabilir. Hilicre poptilasyon yogunlugu besin maddelerinin azal-
mas1 ve artiklarin cogalmasi gibi problemleri beraberinde getirir. Klo-
nal biiytimede bu énemli bir sorun olmasa da, kalabalik monolayer ve
siispansiyon kultirleri igin énemlidir. Bu tip kiiltirlerde glikoz ve
aminoasitler gibi besin maddelerinin diizeylerinin &l¢iimii, yada asit-
ler gibi baz1 hiicre artiklarmin miktarlarinin saptanmasi, bitytimenin
daha fazla inhibe edilmeden gerekli énlemlerin alnabilmesini miim-
kiin kilar. Bunlardan da daha basit bir test, taze media eklenmesidir.
Hicrelerin kultir damarlarina yapismalar,, media’da diisiik kalsi-
yum seviyesi bulundurarak saglanabilir. Siispansiyon kiiltiirleri kal-
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siyumdan fakir, monolayer’lar ise zengin kilturlerdir. Divalan kat-
yonlar, hiicre yapismalarini arttirirlar. Yapismann oldugu kiltir-
lerde goriilen bir ozellik, hiicrelerin genis bir yuzeye «yatmalarma»
bagh olarak besin aliminda daha verimli olmalidir.

Memeli hiicrelerinin in vitro olarak gesitli fazlarnin galisllmasin-
da bakteri, maya ve mantar kontaminasyonlarn ¢ok zararhdir. Bu ne-
denle media icerikleri arasmda antibiyotik ve antimikotikler yer alir.
Pratikte en cok kullamilanlar penisilin G, dihidrostreptomisin, genta-
misin, tylosin ve Amphotericin B'dir.

OZET

Bu derlemede amag¢ doku kultiirlerine, kullanilan terimler, arag
ve gerecler, laboratuar ile, media’nin. aciklanmasi yoluyla genel bir
giris yapmak olmustur. Doku kultiru tekniklerinin ve bunlarda kul-
lanilmas: gereken media’min segiminde gbzoéniine alinmas1 gereken
faktorler, ikinci bir ¢ahismada sunulacaktir.

SUMMARY

An Introduction to Tissue Cultures

In this paper, we tried to make an introduction to tissue cultures
by explaining the terminology, materials and methods, laboratory and
media. Information about techniques and the selection factors consi-
dered while chosing the media will be given on a second paper.
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