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OZET

Cesitli dokulardan izole edilen hucreler ile hazirla-
nan hicre kultlrleri mUsterek bazi &ézellikler gésterir.
Kaltdrdeki hicreler 6nce buytume fazi denilen hizl bir
bolinme surecine girerler. Daha sonra birbirine yak-
lasarak temas eden hicreler bolinmeyi yavaslatir ve
alindiklari dokunun karakteristik 6zelliklerini kazanmak
Uzere farklilasma surecine girerler. Ornegin, bobrek
veya barsak epitel hicreleri aralarinda baglantilar olus-
turarak birbirleriyle iliski kurarlar ve iyonlarin bir hicre-
den digerine tasinmasini saglarlar; kalp kasi hucreleri
kendi kendilerine kasilmaya baslarlar. Néronlar icin du-
rum oldukca farklidir. Embriyonik beyinden elde edilen
sinir hicreleri kilttre edildiginde, bolinmeyi tamamen
durdururlar. Bu hucreler noritlerini uzatip birbirleri ile
temas eder ve sinaps olustururlar boylece elektriksel
olarak aktif duruma gecerler. Bu 6zellikler néron kal-
tartnd diger hucre kaltdrlerinden farkh kilar. Bu htcre-
lerden koken alan hiicre soylari néron ¢zelliklerini tam
olarak gosteremezler. Bu ylzden 6zellikle nérodejene-
rasyon mekanizmalarinin arastirilmasinda primer néron
kaltdrlerinin kullanilmasi 6nem tasimaktadir. Biz bu ya-
zimizda primer noéron kultlrt hazirlanmasi konusunda
bilgi ve deneyimlerimizi aktararak benzer konularda
noron kaltdrleri ile calismak isteyen arastirmacilara kat-
kida bulunmayi amaclamaktayiz.

Anahtar kelimeler: primer kdlttr, néron kulturd,
korteks, hippokampus, nérodejenerasyon

ABSTRACT

Cell cultures that are prepared from the isolated cel-
Is of different tissues share common features. Cultured
cells first enter a fast proliferation process that is called
growth phase. Later, the cells that contact each other
slow down the proliferation and enter differantiation
process inorder to gain the characteristic features of
the tissue that they were harvested. For example kidney
or intestine epitelial cells comunicate with connections
and allow ion transportation; heart muscle cells contra-
ct by themselves. The stiuation is different for neurons.
The neurons that gathered from embriyonic brain
completely stop proliferating when they are cultured.
These neurons contact to each other by the neurites
that they grow, form synapses and become electrically
active. These properties distinguish neuronal cultures
from other cell cultures. The cell lines that are origina-
ted from these cultures do not show the characteristic
features of the neurons completely. Thus it is important
to use primary neronal cultures while investigating the
mechanisms of neurodegeneration. In this article our
aim is to contribute to the researchers that are interes-
ted in similar subjects by sharing our knowledge and
experience about preparing primary neuronal cultures.

Key words: primary cultures,neuronal cultures,
cortex, hippocampus, neurodegeneration




Primer Hiicre Kiilttirleri

Bir deney hayvanindan vaya herhangi bir canli or-
ganizmada alinan hucre veya dokulardan hazirlanan
kaltGrlere “primer kultGr” denir. KultGrdeki hdcreler
alindigi dokunun &zelligine gére bolunur veya bolln-
mez, farkhlasir ve Ollrler. Bir sonraki deney icin ihtiyac
duyulan dokunun yeniden alinmasi ve yeni bir kultar
olusturulmasi gerekir.

Bollnen hicrelerden hazirlanan kalttrler pasajlanip
tekrar blylme fazina girmeleri saglanarak sayilari artti-
rilabilir. Fakat zamanla bu kulturlerdeki farkhlagsmis htic-
re sayisi artar, bolinme hizi yavaslar ve sonucta hticreler
Olurler. Glia hucreleri en azindan bir kac jenerasyona
kadar pasajlanabilirken, néronlar gibi bolinmeyen
postmitotik hiicreler icin bu s6z konusu degildir.

Sonsuz sayida pasajlanabilen ve sabit bir fenotip
gosteren hucreler ise “devamli hicre soylarn” olarak
isimlendirilirler. Bu hucre soylar pasajlama sirasinda
kendiliginden olusan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar-
ken, bir cogu da timor hiicrelerinin kilttre edilmesi ile
elde edilir. Devamli hicre soylar 6limsiz olmalarinin
yanisira, normal hucrelerden farkli bazi 6zelliklere de
sahiptir: cok hizli bélundrler, normal hicrelerde gori-
len kontakt inhibisyon 6zelliklerini kaybetmislerdir ve
alindiklari hayvana geri verilirlerse timor olustururlar.
Bu tip hucreler "dénlismus (transforme) hicreler” ola-
rak da isimlendirilirler. Devamli hiicre soylarinin bir cok
avantajlari vardir. Bu hdcreler uzun stre sivi nitrojende
dondurularak saklanabilir ve bu sayede farkli tlkelerde-
ki laboratuvarlar arasinda nakledilebilir ve paylasilabi-
lirler. Uygun kosullarda saklandiklarinda yillarca kulla-
nilabilirler.

Norobiyolojik arastirmalarda kullanilmak Uzere ge-
listirilen devamli hiicre soylarinin kullaniimasinda orta-
ya cikan bir problem ise, bu hucrelerin néronal farkli-
lasmanin bazi temel olaylarini gerceklestirememesidir.
Bunlar farklilasmis néronlarin karakteristik 6zelligi olan
norotransmitterleri, iyon kanallarini, reseptorleri ve
noronlara 6zgl proteinleri sentezleyen hiicre soylari
olmalarina ragmen, 6zgln bir néron fenotipi Uzerin-
de calismak icin iyi bir model degildirler. Farklilasmis bir
sinir hiicresine en yakin olan PC12 hicre soyu bile diiz-
gln akson ve dendritler olusturamaz ve sinaptik bag-
lantilar kuramaz. Bu ylUzden halen bilinen htcre soylari
merkezi sinir sistemi (MSS) Uzerindeki calismalar icin
sinirh 6lctde kaynak saglar (1).

Primer Noron Kiltirinin Hazirlanmasi
Omurgall veya omurgasiz organizmalarin, periferik
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veya merkezi sinir sisteminin, néron veya glia hicrele-
rinden primer hicre kiltird hazirlamak icin bazi ¢zel
asamalar vardir (1,2):

1-ilgilenilen néron veya glia hicrelerinin bulundugu
dokunun elde edilmesi. 2-Hucrelerin uygun bir substrat
Uzerine ekilmesi. 3-Hucrelerin uygun bir kiltdr medyu-
mu icerisinde yasatilmasi. 4-Steril kosullarin saglanma-
sl.

Primer néron kultiria hazirlamak icin kullani-
lan canli turleri

Sican ve fare gibi memeli tdrleri néron kalturd igin
gerekli dokulari saglamak Gzere en cok kullanilan labo-
ratuvar hayvanlaridir. Noéron kdlturleri embriyonik veya
neonatal dokulardan elde edildiginden, hizla Greyen
sican ve fareler, néron kultdrd icin vazgecilmez bir kay-
nak olusturur. Ayrica memeli olmalari nedeniyle insana
yakin olan genetik ¢zellikleri ile bakim ve Uretimlerinin
ucuz olmasi onlari avantajl hale getirmistir.

Bunun disinda diger memeliler, memeli olmayan
omurgalilar, omurgasizlar, tavuk embriyolari, Drozofila,
kisacas! sinir hicresi iceren tim canlilar néron kaltdra
yapmak icin kullanilabilir (1).

Primer noéron kiltlrinin hazirlanacagi canli
tirdnidn yasi

Noéronlar hentiz perikaryonlart kiclk, akson ve
dendritleri yeterince gelismemis oldugu erken evrelerde
hasara karsi daha dayaniklidirlar. Ayrica erken evrelerde
trofik faktorlere de fazla bagimli degildirler. Bu ytzden,
noron ve glia kulturleri genellikle embriyonik veya erken
postnatal hayvan dokularindan hazirlanir.

Primer noéron kulttrd hazirlarken énemli olan husus,
s6z konusu noronlarin postmitotik evreye girerek olus-
tugu gelisim déneminin bilinmesidir. Ornegin serebel-
lumun Purkinje hicreleri dogumdan hemen énce, gra-
nuler hicreleri ise dogumdan iki hafta sonra olusurlar.
Bu ylzden Purkinje hicre kultirt embriyonik hayvan-
lardan, granuler hiicre kiltUru ise postnatal hayvanlar-
dan hazirlanmaktadir.

Serebral kortekse ait néron kultdrd 15. veya 16.
embriyonik glinde (E15-16) alinan serebral korteks-
den, hippokampusa ait néron kaltirt ise E18-19'da
alinan hipokampusden yapilir. Hippokampal kultdr ca-
lismalari, bu néronlarin E15'te olusmaya basladigini ve
E18-19'da go¢ ederek hippokampusu olusturduklar ve
postmitotik evreye gectiklerini gdstermistir (1-3). Hip-
pokampal néronlar E19'da, kortikal néronlar E16'da
alindiginda basarili ve saglikli néron kultdrleri elde edil-
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Sekil 1: Embriyodan elde edilen total beynin (A) ve hippokampusun (B) stereo mikroskop altindaki gorintiisi.

Ok, hippokampusu géstermektedir

mektedir (4-8).

Embriyonik gln tayini icin ciftlesmeye birakilan disi
sicanlardan vajinal yayma preparati hazirlanarak fekon-
dasyon kontroll yapilir. Yayma preparatinda sperm bu-
lunan disi sicanlar hamileligin 0. gtntnde kabul edilir
(0. embriyonik giin; EO) (6).

Disseksiyon

Primer kultdr hazirlanmasinin ilk adimi gerekli doku-
nun disseksiyonla cikarilmasidir. Dogru embriyonik veya
neonatal giinde disseksiyon yapilmasi dnemlidir (Sekil
1). Disseksiyon biyolojik gtvenlik kabini altinda yapilir
ve doku aseptik kosullarda cikarilir. islemler sirasinda
doku soguk ortamda ve tuz ile dengelenmis bir solus-
yon icinde tutulur (2,3). Disseksiyon islemi genelde ste-
reo mikroskop altinda gerceklestirilir. Kultlre edilecek
noronlari iceren dokularin meningeal membranlardan
temizlenmis olmasi istenmeyen glia ¢cogalmasini énle-
mek Uzere dnemlidir (3).

Dokunun hiicreler halinde ayrilmasi

Disseksiyondan sonra doku tek tek hticreler halinde
ayrilir. GUclu hiicre-hlicre baglantilari ve cok sayidaki si-
naps bu isi zorlastirir. Sinapslar doku homojenize edildi-
ginde bile genellikle bozulmaz. Bu ylizden olgun beyin

Sekil 2: Hemositometreye yiiklenen hiicrelerin in-
vert mikroskop altindaki goruntiisi

dokusundan primer kultir yapmak oldukca zordur. Ge-
nellikle dokular kalsiyum veya magnezyum icermeyen
tuz ile dengelenmis solusyonlar icinde parcalanir. Bazi
durumlarda mekanik parcalama yeterli olurken hic-
re-hlicre baglantilarini ve sinapslari ortadan kaldirmak
icin genellikle proteazlar kullanilir. Kullanilan proteazlar
hicre ylzey proteinlerini ve ekstraselller matriks pro-
teinlerini hucrelere fazla zarar vermeden parcalarlar.
Fakat bu islem sirasinda diger hicre ylzey reseptorleri
de etkilenebilir. Ornegin, tripsin uygulamasi nérotrans-
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Sekil 3: 3 gtinliik primer hippokampal (A) ve kortikal (B) noronlarin faz-kontrast mikroskobu ile goéranusu,

buyutme 20x

mitter reseptorlerinin bazilarini yok eder, bu reseptorler
ancak kaltartn birinci giintinden sonra tekrar olusabi-
lir (1). Bu yuzden 0Ozellikle RNA ve protein izolasyonlari
yapilacaksa hucreleri yapistiklari ylzeyden enzim yerine
kaziyicl aletler kullanarak kaldirmak gayet basarili so-
nuglar vermektedir (4-8).

Kaltiri yapilacak 6zel hiicre populasyonlari-
nin eldesi

Dokunun parcalanmasindan sonraki asama, kultdrd
yapilmak istenilen hcre tipinin yasatiimasi, istenilme-
yenlerin ise yok edilmesidir. En basit ydontemlerden biri
farkli adezyon o&zelliklerine gore hdcreleri ayirmaktir.,
Noronlar ve bazi glia hiicre tipleri herhangi bir substrat
uygulanmamis olan cam veya plastik ylzeye oldukca

zayif bir sekilde baglanirken, fibroblast gibi néron ol-
mayan bazi hicreler hizlica tutunurlar. Bu sekilde karisik
bir hiicre stspansiyonu substrat uygulanmamis petrile-
re ekilip kisa bir stre beklenirse zemine baglanmamis
hicreler (néronlar) ortamdan alinip uygun bir substrat
Uzerine tekrar ekilebilir.

Hucrelerin ayrilmasi icin kullanilan diger bir ydontem
gradyan santrifiijlemesidir. Ornegin, metrizamide ile ya-
pilan santrifijleme embriyonik omurilikten hazirlanan
hicre stspansiyonundan motor noéronlarin ayrimini
saglar.

Bu yontemler hizli ve daha basit ayirimlar igin uy-
gundur. Fakat MSS’de oldukga fazla sayida ve farkli
tipte néron bulunur. Néronlarin tek bir tipi incelenmek
isteniyorsa immun yéntemlerle secim yapilmalidir. “Flo-

Sekil 4: 7 glinlik primer hippokampal (A) ve kortikal (B) néronlarin faz-kontrast mikroskobu ile gériintsu.

Buyutme 20x
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Sekil 5: 14 giinlik primer hippokampal néron

kaltara géralmektedir.

Yaslanmasina ve glia dremesine izin verilen 14 gunlik
primer hippokampal néron kaltird. Floresan izotiyosiyanat
(FITC) isaretli Pan Neuronal Marker, Teksas kirmizisi (TR) isaret-
Ii GFAP antikorlari ve 4’,6-diamidin-2-fenilindol (DAPI) ile Gcli
immdn boyama. Néronlar, Yesil (FITC),; glia hdcreleri, kirmizi
(TR), nukleuslar, mavi (DAPI). Blyttme 40x.

resan ile aktive olan hicre ayirma” yontemi spesifik
noronlarin elde edilmesini saglar. Bu yéntemde ayril-
mak istenen hdcre tipinin ylzey proteinleri, onlara 6zel
olan primer antikorlar kullanilarak floresan bir boya ta-
siyan sekonder antikorlar ile isaretlenir. Boylece istenilen
noron tipi elde edilebilir (1).

Canli htcrelerin belirlenmesi ve hiicre sayimi

Ekim yapilacak htcrelerin sayiimasi, kdlturdeki hic-
re yogunlugunu belirlemek, uygulanacak deneylerin
dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini saglamak agisindan
onemlidir. Hucre sayimi genellikle hemositometre kulla-
nilarak yapilir (Sekil 2). Tripsin mavisi, eritrozin, nigrasin
gibi boyalar kullanilarak canli ve 61U hlcreler ayirtedilir.
Bu boyalar canli hiicrelere giremezken hasarli hicrele-
rin igine girerler. Bu sekilde taninan canli hiicrelerin sayi-
mi yapilir ve her petride ayni sayida hlcre olacak sekilde
ekim gerceklestirilir (2,3).

Noéronlarin Ekimi

Noron kaltdrd icin en uygunu 35mm capinda ol-
makla beraber 6, 12 veya 24 kuyulu plakalar kullani-
labilir. Ekim yapilacak petriler poly-L-ornithine veya
poly-L-lysine ile kaplanarak hazirlanmalidir (4,6). Sayimi
takiben 6rnegin 35mm capindaki petrilere ekilen hiicre

sayisl 6x105 olmalidir.

Néronlarin kualtir ortaminda beslenmesi ve
yasatiimasi;

Kdaltir Medyumu

Kalttre edilen tim hucreler icin kullanilan temel kul-
tdr medyumlari serumdakine benzer konsantrasyonda
aminoasidler, vitaminler ve gerekli diger besinleri icerir.
En cok kullanilan kaltir medyumlari olan Eagle’in Mini-
mum Esansiyel Medyumu (MEM) 13 temel aminoasid
ve 8 vitamin; Ham'in F-12 medyumu ise temel olmayan
amino asidleri ve cesitli vitaminleri icerir. iki medyumu
yari yariya iceren MEM/F-12 en cok kullanilan medyum-
lardan biridir. Dulbecco tarafindan degistirilen MEM
(D-MEM) hizli buytyen hacreler icin gelistiriimistir ve
MEM’'de bulunan maddeleri 2 ila 4 kat daha yuksek
konsantrasyonda icerir.

Brewer ve arkadaslari 1993 yilinda primer néron-
lar icin yeni bir temel medyum gelistirmislerdir. Noro-
bazal medyum (NBM) olarak adlandirilan bu medyum
D-MEM degistirilerek olusturulmustur. Fakat D-MEM’e
gore ozmolaritesi dustktur ve temel olmayan bazi ami-
noasidleri ve B12 vitaminini icerir.

Serum

Hucreler sadece temel medyumlarin icinde yasamla-
rint strddremezler, bu ylizden %5-20 oraninda serum
ile desteklenmeleri gerekir. At serumu ve fetal buzadi
serumu en cok kullanilan serumlardir. Bu serumlar yik-
sek oranda mitojenik faktorler icerir. Cogalan hucreler,
hicre soylari, primer néron veya glia kilttrlerinde ge-
nellikle fetal buzagi serumu kullanilirken, postmitotik
néronlar icin at serumu, sinir dokularinin organotrofik
kaltdrlerinde ise insan plasental serumu kullanilir.

Serum icermeyen medyum

1979 yilinda Bottenstein ve Sato tarafindan noéro-
nal hiicrelerin serum destegdi olmadan yasayabilmelerini
saglayan N2 medyumu (9) ve 1993 yilinda Brewer ta-
rafindan N2'yi degistirerek olusturulan B27 medyum-
lart (10) gelistirilmistir. NBM ile birlikte kullanilan B27
medyumu hippokampus ve diger beyin bolgelerine ait
primer noronlarin uzun slre yasamalarina izin verir ve
noéron olmayan hdcrelerin bolinmesini yiksek oranda
engeller. Primer kortikal ve hippokampal néronlarin ilk
elde edildikleri ginden 18-24 saat sonrasina kadar Leo-
bovitz’'s 15 medyumunun icinde bekletilmesi, ardindan
B27 iceren NBM icerisine alinmasi oldukca basaril so-
nug veren yontemlerdendir (4-7).



Serum icermeyen medyum kullanilarak yasatilan pri-
mer néronlar, néron gelisimi, néronal sinyal yolaklari,
elektrofizyoloji, farmokoloji, plastisite, gen ifadesi ve
norotoksisite calismalari icin uygundur.

Sekil 6: Primer kortikal néron kiltiriine yapilan

beta amiloid 1-42 uygulamasi ile Alzheimer hastaligi
benzeri bir hastalik modelinin olusturulmasi.

Beta Amiloid
kaltarinan floresan mikroskopik gérintisa. Perikaryonlar ve

1-42 uygulanmis olan primer néron

ndéron uzantilari Gzerinde beta amiloid kiimeleri belirgin olar-
ak gorulmektedir. Ok: nukleus, ok ucu: beta amiloid birikimi,
Boyama: Kongo kirmizisi ve Mayer Hematoksilen, TX2 filtre,
Buydtme x20.

Antibiyotikler

Hicre kulturlerinde mikroorganizma kontaminas-
yonlarina karsi penisilin ve streptomisin antibiyotikleri
genellikle birarada kullanilir. Gentamicin ise dusUk se-
viyede kontaminasyon farkedildiginde tercih edilen bir
antibiyotiktir. Bu ajanlar kif ve mayalara karsi etkili de-
gildir.

Kiltarin korunmasi

Noronlar 37°C’'de %5 CO2 iceren bir ortamda ya-
satilir ve 3-4 glinde bir medyumlarinin yarisi veya l¢de
biri degistirilerek beslenirler. Tim medyumun degisti-
rilmesi diger tip hicrelerin aksine néronlarin Urettikle-
ri trofik faktorlerin ortamdan alinmasina ve hicrelerin
olimune sebep olmaktadir (3).

Noéronlarin olgunlasmasi
Primer hippokampal ve kortikal néron kaltiriinde-
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ki htcreler ekimden sonraki 7 gun icerisinde akson ve
dendritlerini uzatarak olgun noéronlar haline gelirler
(Sekil 3 ve 4).

Primer noéron kultdrlerinde sonraki uygulamalara
baslamadan 6nce kultdrdeki néron/glia oraninin belir-
lenmesi gerekir. Bunun igin néronlara ve glia hicrele-
rine 6zel fluoresan isaretli antikorlar kullanilir (Sekil 5).

Hazirlanan primer néron kultdrlerine cesitli kimyasal
ajanlar, hastalik iliskili 6zel peptidler uygulanarak, gen
transfeksiyonu veya susturucu RNA/lar (siRNA) kullani-
larak ©zel gen fonksiyonlari arastirilabilir, hastaliklarin
hicresel modeller olusturulabilir ya da tedavi uygula-
malari gerceklestirilebilir (Sekil 6). Néronlar diger bircok
hicreden farkli olarak kendilerinden kdken alan hicre
soylarinda ¢zelliklerini tam olarak gdsteremezler. Bu
ylzden Ozellikle norodejenerasyon mekanizmalarinin
calisiimasinda primer néron kulturleri degerli bilgiler
sunmaktadir.
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