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Nicin Hucre Kultura-Avantaj

» Kontrol edilebilir

» Tekrarlanabilir

» Karakterizasyonu kontrol edilebilir
» Ekonomik

» Calisma programlanabilir



Nicin Hucre Kultura-Dezavantaj

» Aseptik kosullarin saglanmasi

» Deneyimli olmak

» Kalite ve kantite

» Maliyet

» Hucrelerin karakterizasyonlarinin degismesi

» Kromozomal anomalilerin olmasi



Huicre Kualtara

» Histiyotipik kulturler
» Ayni hucre tipinden olusmus
kulturler

» Organotipik kulturler

» Farkli hucre tiplerinin bir arada
yapildigi kilturler

» Monolayer kulturler

» Destek materyale ihtiyaci olan
kulturler

» Suspanse kulturler

» Destek materyaline ihtiyag
duymayan kulturler




Laboratuvar Nasil Olmali

» Asepsiye dikkat edilmels

» Steril alan

» Tozdan uzak olmali

» Kalabalik olmamali



Laboratuvar Alani

Havalandirma
Insan sayIsl
Oda buyuklugu

Ceker ocak

Inkiibasyon
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» Aseptik alan
4

4

» Hazirhk alani
4

Saklama



» Kultirin esas yapildigi alan
» Biyoguvenlik kabini
» Hucre sayim cihazlari
» Sentrifuj
» Inkiibatorler
» Mikroskop
» Kultur kaplari

» Kultur vasatlari
» Hazirhk ve yikama alani
» Depo

» Inkiibasyon



Co, Inklbatorler - Laminar Flow
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Pencere

» Tercih edilmez
» UV isinin girmesi
» Sicak hava girisi

» Hava akimi olmasi



Temiz Oda

» Standart icin
» Amerikan standartlari, 209 denilen federal standart
» Alman standartlari, DIN 1946/4,VDI 2167, 2080,2083
» Avrupa standardi, ISO 14644
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Temiz Oda

» Belirli bir hacim igerisinde hangi tanecik buyuklugiliniin ne
kadar oldugu onemlidir.

» HEPA filtreler 0,3-0,5 mikron gozenege sahip olup, bazi
buyuk bakterileri tutabilecek filtreleme 6zelligine sahiptir,
ancak virusleri ve kucuk bakterileri tutamaz.




Filtrasyon Spektrumu

Mikrofiltrasyon

70 um/50 um/20 um  Gorilebilen Partikiller
8 um/5 pm/3 pm Hiicre
1 um/0.8 um/0.65 um I\Iilg}/a

0.45 um/0.2 um Bakteriler
Mycoplasma

Kolloid
Virus
Protein
Lipozom Ultrafiltrasyon

10 KD
Pyrogen 5 KD\
Peptid

Ters Ozmoz




Temiz Oda Kriterleri

» Sicaklik 20°C ile 24°C arasinda ayarlanabilmeli

» Bagil nem %50 - %60 arasinda olmali (ozel sartlar
belirtiimedigi durumlarda)

» Laminar akista HEPA filtre tuzerindeki hava hizi 0,45m/s
+%20 olmali

» Oda icine %10-%15 fazla hava vererek pozitif basing
saglanmali

» Kapi, duvar ve tavanlarda sizdirmazlik saglanmali

» Sicakligin, nemin, akis hizlarinin, toleranslariyla birlikte
belirli sinirlar icinde kalmal

» Kapi ve duvar tabanlarinin sizdirmaz olmali



Temiz Oda

» Hava akisi laminar, turbulansh yada karisik sekilde olabilir.
» Turbulansl akista temiz ve kirli hava karisabilir.
» Pahali odalar
» Belli bir alan yapilabilir.
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Temiz Odanin Kontrolti

Sicakhk
Bagil nem (% RH)

Saatteki hava degisim sayisi

Canli ve cansiz parcacik sayisi

4
4
4
» Hava hizi (laminar air flow)
4
» Ses ve gurultu

4

Basing farklari




Havalandirma

» Calisma alaninda pozitif basing

» EQer insan ornegi kullaniliyor ise ornek etrafinda negatif basing
olmasi gereklidir.

» Biyoguvenlik Kabinleri



MASA USTU HAVA AKIS KABINI

» STERILE MR
» ENTERNAL MR




DIKEY HAVA AKIS KABINI

» Mikrobiyoloji, Hucre Kulturu, Steril i§lemler

» STERILE AIR
—) EXTERNAL AIR




DIKEY HAVA AKIS KABINI

» HEPA Filtreli

» Hucre Kulturu, zararsiz biyolojik materyal

» STERILE AIR
—) EXTERNAL AIR

RECIRCULATING AIR




» Paslanmaz celikten yapilmistir

» Hava akimi igeride olup ¢alisma
alanini gecip filtre ile bina
havalandirilmasina veya disariyz

atihr. g

» Havanin tekrar sirkulasyonu
yoktur.

» Icerisinde bulunan filtre 1-5
mikron buyukligindeki
partikulleri uzaklastirabilir. , L

» Calisani koruyuculugu zayiftir.




Klas II

» Negatif ve pozitif basinglarin olusturuldugu laminar hava
akiml havalandirma sistemi, eksoz, radyal fan, Hepa filtre,
aydinlatma sitemi ve UV lambasi igerir.

» Hepa filtreler sayesinde 0.12/0.30 mikronluk partikulleri
tutabilme ozelligine sahip olmalidir.

» Kullanilan alanlar
» Onkoloji

Mikrobiyoloji

Biyoteknoloji

<
)
» Molekuler genetik
» Viroloiji

)

DNA analiz laboraturlari igin uygun tiptir.



Klas II

» Ulusal Saglk Koruma kurulusunun standartlarina uygun
olarak tip A ve B olmak uzere iki tipi vardir.

» Klas tip 1I-A

» Hava on acikliktan iceri girer ve dikey hava alkimi ile
on hava alici 1zgaraya gecger.

» Hava yukarida HEPA filtresi ile temizlenir.

» Temizlenen hava asagiya iner, galisma yuzeyinde ikiye
ayrilarak yarisi on hava alici 1zgaralara, diger yarisi
besleyici hava cikarici 1zgaralara girerek infeksiyoz
partikullerin on agikhktaki koruyucu hava perdesi ve
atimdaki HEPA filtreleri yardimi ile laboratuar
ortamina kagis engellenmis olur.




CLASS II-B1  CLASS II A-B3

1] Room air

. Contaminated
air

[C] HEPA-filered
air




Klas II-B

» Her bir kabinde, laboratuvardan
giren hava, Tip Bl harig, ondeki hava

alici izgaradan gegerken HEPA [ TN S
filtreleri calisma sahasinin altina 4
yerlestirilmistir. % @
» Hava, ufleyici fani,hava akim plakasi “ e
ve ust plakayi dolasmadan once o Wﬁ ] .
HEPA filtresinden gecer ve 30% it ¢ &
tekrar sirkulasyona girerken 70% .
dis atilis filtresine gonderilir.
» Ufleyici motor, havalandirma ve ‘ .
havalandirma icindeki plakalar canli = |
partikiiller icermez. s 3

» “Yuzey hizi” tip A kabinlerinde 75
fpm iken tip B de 100 fpm dir.

Fpm: Feet Per Minute



Klas II-B2

» Tip B2 kabini tam bir dis atilim
kabinidir. -
abinidir. [ =5 t

» Hava, kabinin ustunden girer .

» ve galisma sahasindaki HEPA % @
flitresine girmeden once bir on -
filtreden gecer. o ;ﬂiﬁﬁwm ] .

» Filtre edilmis hava kabin boyunca M Iy
bir gecis yapip dis atim HEPA
filtresinden atilir. . .

» Tekrar sirkilasyonun olmadigindan ,

bu sistem toksik kimyasallar ve |~ Tl 53—
radyonukleotidlerle islenmis
biyolojik ajanlar igin kullanilabilir.




Klas II-B3

» Tip B3 kabini aslinda bir tip
A kabinidir.

» Asagiya dogru tekrar sirkule
olan havanin hizi yaklasik
olarak 75 fpm’si olmasina
ragmen hava HEPA
filtresinden bir kanala atilir.

» Yuzey hizi 75’ ten 100
fpm’ye yukseltilmistir.

» Tip B3 kabini atilan havanin
uzaklastiriimasi igin ayri bir
dis ufleyici gerektirmektedir.



Klas Tip III

» Ondi kapali, paslanmaz gelikten yapilmis, kendinden
havalandirmali kabinler olup negatif basing altinda ¢alisarak
laboratuvar ortaminda bulasici materyallere karsi kesin
koruyucudur.

» Kol uzunlugunda
eldivenler icerir ve
hava HEPA
filtrelerinden girip seri
sekilde yerlesmis 2 1
HEPA filtresinden veya
tek HEPA filtresinin bir e
dis baglantsi ile disar1 277
atilir.

(’




Inktibatorler

» Ihtiyaca gore

» CO, ihtiyaci

» Nemli ortam




Inverted Mikroskop




CO, Tanklan

» Inkiibatorlere CO, saglanmasi igin tanklar ulagilabilir
yerde, olabilirse hucre kulturu odasinin disinda olmalidir.
Tanklar tzerindeki basing ve icerigin miktari hergun
kontrol edilmesi gerekmektedir.




Santrifjler

» Hucre kulturu sirasinda hucre a¢imi, pasajlanmasi vb.
islemler sirasinda kultir vasatinin atilmasi ve hucrelerin
pelet seklinde eldesi icin |5 ml ve 50 ml’lik santrifu;
tupleri icin santrifuj gereklidir.




Santrif(j

Kapaklar sikica kapatilmal
Dengeli sekilde konmal
Fazla doldurulmamal

Kapagi kapandigindan emin
olunmali

» Maksimum donme hizindan
fazla calistirilmamali

» Santrifuj yapilirken basindan
ayrilmamali

Sogutmali Santrif(j

» Tamamen durmadan agilmamali

» Enfekte orneklerde santrifujden
sonra 10 dk beklenmelidir.



Hucre depolama kaplari
Elektrikli Elektriksiz

» -86°C’ ye kadar soQutan derin
donduruculardir.

» En onemli dezavantajlari,
hiicrelerin saghkli saklanma
surelerinin maksimum 5 yil
olmasi ve elektrige bagimli
olmalaridir.

SiviAzot Tanklari
En onemli riskleri kontaminasyon




Kriyotupler

E
External Thread Internal Thread External Thread
Cryogenic Vial Cryogenic Vial Cryogenic Vial




Diger Malzemeler

» Sicak Su Banyosu

——————————————————————————————————————————————————————————



Diger Malzemeler




Filtreler

Membran Filtre

» Belirlenmis buyuklikte gézenek caplarina sahip olan
filtrelerdir.

» Gozenek capindan buyuk partiktl ve mikroorganizmalari
hicbir kosulda gecirmeyen mutlak (absolute) filtrelerdir.

» En onemli 6zelligi ise test edilebilmeleridir.
» Gozenek buyuklikleri 0.1 mikron’dan baslayarak 10 mikrona

kadardir.
oo o

o B A



Filtreler

Membran Filtrelerin Kullanim Alanlari

> Sivilarin bakterilerden arindirilmasinda
> Swvilarin purifikasyonunda
> Steril hava filtrasyonunda



Filtreler

Membran Filtrelerin Yapilari

1. Hidrofilik (Su ile gecimli)
Su bazli sivilarin filtrasyonunda kullanilir.

2. Hidrofobik (Su ile gecimsiz)

Hava ve gazlarin filtrasyonunda kullanilir. Su ile
temas ettiklerinde 1slanmazlar.



Filtreler

Hidrofilik/Hidrofobik
@ Hidrofilik: ~ F€E2RTLITR

S O { A O R
aqueous
F YIS L2 Aninda su ile islanabilen.
F".\“‘ vl Sivilanin filtrasyonunda kullanilirlar.
Hidrofobik :
> pecearea(
aqueous

Suile hicbir zaman islanmayan.

(£4 2.'\‘(! &"I Hava ve gazlarin filtrasyonunda kullanilirlar.
Air Ancak alkol ile islatilarak agresif sollisyonlarin filtrasyonunda da

kullanilabilirler.




Filtreler

Derinlik (Depth) Filtreleri

» Suzme islemi, membran filtrelerde oldugu
gibi filtrenin yuzeyinde degil, filtrenin
derinliklerinde olusur. ‘

| —

o 0

» Filtre gbzenek yerine lif katmanlarindan Sy
olusur,

» GOzenek buyukligl yerine tutma orantile
ifade edilirler.

» Partikiil filtrasyonu ve membran filitrelerin
cabuk tikanmasini 6nlemek icin prefilitre
olarak kullanilirlar.

» Polipropilen, Glass fiber ve seliiloz gibi
materyallerden olusurlar.




Cesitli Membran Filtre Turleri

1. Siringa Ucu Filtre







3. Kapslil Filtre




Kartus Filtre




Sheets &
5. Lentikuler filtre | Modules

Maxicaps

g

Capsules

0.1-1.0 litres 1-100 liter >100 liter
Capsule 5”,10” et 20” *12” Module (1,8m?)
25cm? 0.11m?to0 0.33m? * 16” Module (3,6m?)

Retention rates: 0,1 to 8um



Membran Filtre ve Derinlik Filtre Cesitleri

SASEIS AR,

Membran Filtre

e B RS

. Derinlik Filtresi Katmanlari
Melt Blown Onfilitre

Derinlik Filtresi



Cesitli Ultra Filtre Tipleri

. Ultrafiltrasyon amacli disposable iiriinler (0,5-20 ml)

=




2. Ultrafiltrasyon amacli Disposable uiriinler (70-
250 ml)




Filtreler

Filtrasyonu Etkileyen Paremetreler

» Sicakhk » Basing

» Toplam Kapasite (debi) ~ » Kimyasal Uyumluluk
» Akis Hizi » Sivi Kompozisyonu
» Tutma Hizi » pH

» Sivi viskozitesi » Membran Yapis|

» Partikiil YUk » Mikrobiyal Yuk

» Partikil Cesiti » lyon Yiikil



Biyoguvenlik

» Laboratuarda yiyecek ve icecek olmamaldir
» Yeme ve icme olmamalidir.

» Giyilen laboratuar onligu ayri olmalidir ve sadece hiicre
kulturu laboratuarinda giyilmelidir.

» Diger laboratuarda kullanilan onlikler ile hicre kiiltiiri
laboratuarina girilmemelidir.

» Laboratuvara giriimeden once galos giyilmelidir.



Biyoguvenlik

» Acilan malzemeler ve stoklanan malzemeler mutlaka
etiketlenmelidir (agilma tarihi, agan kisi vb.)

» Calisilan hucre kultirunin ozelligine dikkat edilmelidir.

» Hayvan, insan, enfekte vb.

» Uygulanan yontemlerin ozelligi bilinmelidir.

» Transfeksiyon, ilag uygulanmasi, vb.



Kayit Tutma

» Gunluk yapilan tum isler
Hazirlanan vasatlar
Kullanilan malzemeler
Karsilasilan problemler

Stoklanan hucreler

Kisiye ozel
9
Laboratuvara ozel

4

4

4

4

» Acilan hucreler
4

4

» Bolume ozel

4

Arsivleme



Deney Duzenlenmesi

» Hucre kulturunde yapilan ¢alismalar 3 kez
tekrarlanmalidir.

» Hucre buylme egrisi ¢ikartilmalidir (bilinmiyor ise)

» Kultur vasati icin kullanilan malzemeler ayni katalog ve
ayni partide uretilmis olmalidr.

» Uygun kontroller olmalidir.



Dikkatle...

» Tasarruf
» Zaman
» Malzeme
» Kaynak

Biyolojik atiklarin uygun atilmasi
Radyolojik atiklarin uygun atilmasi
Cihazlarin kullanim kilavuzunun okunmasi

Bilinmiyor ise SORULMASI

Laboratuvardan ¢cikmadan once tum aletler kontrol
edilmesi gerekmektedir

4
<
4
» Aletlerin kullanimin ogrenilmesi
<
4



Dikkatle...

» Ellerde kesik var ise, band yapistiriimali
» Laboratuvarda ani hareket yapilmamali

» Kultur yere dokiildugiinde uzerine dezenfektan (%10
hipoklorit) dokulerek 15-30 dk beklenmeli, daha sonra
temizlenmel

» Sorumluya haber verilmeli



Besi Yeri ve Icerigi




Besi Yeri Icerigi

» Hucre kultird ortaminda canliigin devam ettirilmesi ve
buyume icin gerekli kosullar gelistirilmis ozel inkubatorler
ve kullanilan besi yeri bilesimi araciligi ile saglanmaktadir.

Gerekli bu kosullar iki ana baslik altinda toplanabilir:

» |- Fizyolojik Parametreler

» - Sicakhk

» -pH

» - Bikarbonat ve Karbondioksit konsantrasyonu
» - Nem

» - Isiktan korunma

» 2- Besi Yeri Icerigi



Besi Yeri Icerigi

» Besi yeri kultir ortamlarinin en onemli bileseni
konumunda olup, hucrelere besin, buyume faktorleri,
hormonlar gibi buylmeyi uyaran ajanlarin saglanmasinin
yani sira kultur ortaminin pH’ini ve ozmotik basincinin

regllasyonunu da saglar.

» Ug ana grup besi yeri vardir. Bunlar:

» - Bazal Besi Yeri (Basal Media),

» - Diisiik Serum Icerikli Besi Yeri (Reduced-Serum
Media),

» - Serumsuz Besi Yeri (Serum-Free Media) dir.



Bazal Besi Yeri

» Bazal besi yeri iceriginde amino asitleri, vitaminleri,
inorganik tuzlari, karbon kaynagi olarak glukozu iceren ve
genellikle hacimsel olarak %10 oraninda serum ile
desteklenen besi yerleridir.

» Hucre kulturlerinde olmasi gereken temel aminoasit
karisimi (MEM) Eagle tarafindan 1955°de tanimlanmistir.

» Dulbecco tarafindan modifiye edilen MEM solusyonu
(DMEM) somatik hucre kulturlerinde en sik kullanilan besi
yeri bilesenidir.



» Bazal besi yeri icerisinde yer alarak:

» Buyume ve adezyon faktorlerinin,hormonlarin, lipitlerin ve
minerallerin ana kaynagidir,

» Huicre membran gegirgenligini de kontrol eder ve lipidlerin,
enzimlerin, mikrogidalarin ve eser elementlerin hucre igerisine
tasinmasinda tasiyici rol ustlenir,

» Toksinleri baglayarak tamponlayan bilesenleri igerir,
» Tripsin ve proteaz gibi enzimleri noturleme yetisine sahiptir,

» Hucre-hucre ve hucre-ortam etkilesimlerini yonlendirir.



» Doku ve hucre kulturlerinde en ¢ok hayvan orijinli serumlar
kullantlir.

» Yapisinda

» Proteinler
albumin,
globulin (Ig),
fibrinojen,
a-2 makro globulin (tripsin inhibe edici faktor),
fotin,
transferin
» Buyume Faktorleri
Platelet kaynakli biyume faktoriu (PDGF),
Epidermal buyume faktoru (EGF),
insulin benzeri biiyiime faktorii (ILF)],
Hormonlar, nutrient ve metabolitler, mineraller,

Cesitli inhibitorler (hucrelerin buyumesini engelleyen bakteriyel toksinler,
kontaminantlar) bulunur.



» DUSUK SERUM ICERIKLI BESI YERI

» Dusuk serum igerikli besi yeri, bazal besi yeri formulasyonlarindaki
serum iceriginin azaltilarak yerine besin ve hayvan kaynakl
faktorlerin ilave edildigi bilesimlerdir. Boylelikle serum kaynakli bazi
istenmeyen etkiler en aza indirgenmeye galisiimaktadir.

» SERUMSUZ BESIYERI

» Serumsuz besi yeri, bazal besi yeri icerisindeki tim serum igeriginin
yerini uygun besin ve hormonal faktorlerden olusan bir
formulasyonun aldigi bilesimlerdir. Bu tir besi yerlerinin en onemli
avantaji besi yeri formulunu uygun buyume faktorleri vb. ile istenilen
hucre tipi igin secici olarak ayarlayabilme imkanidir. Dolayisi ile her
hucre tipine ozel besi yeri uretimi soz konusu olabilmektedir.



Serumsuz besi yeri kullaniminin avantaj ve dezavantajlari

Avantajlari Dezavantajlan

-Icerik yoniinden tam tanimlanmustir | -Hiicre tipine 06zel formiilasyon
gerektirir

-Performans tutarliligi ve siirekliligi | -Kullanilan  1ceriklerin  safliginin

vardir yiikksek olmas1 gerekir

-Piirifikasyonu ve kullanimu kolaydir | -Hiicre biiylimes1 genellikle daha
yavastir

-Hiicre fonksiyonlarinin tam

analizine 1zin verir

-Uretkenligi arttirir

-Fizyolojik  cevabin  kontroliinii

kolaylastirir

-Hiicresel  uyaranlarin  analizini

kolaylastirir




Kultive edilmis htuicrelerin sentezleyemedigi
esansiyel nutrientler

- Inorganik iyonlar
- Aminoasitler
-Vitaminler

- Enerji kaynaklar



Antibiyotikler

penisilin 100 1U/ml
streptomisin 50 pg/ml
amfoterisin B 25 pg/ml
nistatin 25 pg/ml
gentamisin 50 pg/ml



Enerji kaynaklari

D-glukoz.................. 5-20 mM
L-glutamin................ 0.7-5 mM

Fazla miktarda glukoz kullanildiginda:

glukoz — (glikolizis) — laktat — pH(|)
— uremenin inhibisyonu



Karbonhidratlar

Besi ortaminda enerji kaynagi sekerlerden saglanir ve en siklikla bu amag igin
glukoz ve galaktoz kullanilir.

Hucrenin gereksinimine gore maltoz ve fruktoz ilaveleride yapilabilinir.

Farkh bir karbonhidrat kullanimi.

glutamin.......... 0.7-5.0 mM
fruktoz...........2.0-20.0mM
galaktoz.......... 2.0-20.0mM



Tampon sistemleri

» Hucre ici hemostazin saglanmasi agisindan kultir
ortamlarina tampon sistemleri ilavesi gerekebilmektedir.

» HEPES ve/veya bikarbonat-CO2 tampon sistemleri en sik
kullanilanlardir.

» Bununla beraber tampon saglayicilarin pH araliginin
kontrolu agisindan kultur ortamlarina fenol kirmizisi gibi
pH indikatorleri ilavesi gerekir.

» Bazi kultur sistemlerinde fenol kirmizisinin toksik etkileri
olabilecegide goz onunde bulundurulmaldir.



Vitaminler

» Besi ortamina ilave edilen serum ile vitamin destegi
saglanmis olmasina ragmen bazi hiicrelerin ekstradan
vitamin ihtiyaci olabilecegide unutulmamalidir.

» Vitaminler bilindigi lizere hiicre ici birgok olayin
kofaktorun onculu olarak gorev yaparlar ve ozellikle en
siklikla B grubu vitaminlerin varligi hiicre biiylimesi ve
proliferasyonu agisindan onemlidir.

» Biotin, folik asit, nikotinamid, piridoksin

» Riboflavin, tiamin, kolin, inositol



pH indikatorleri

FENOL RED:
3-55 uM

Bazi hucrelere ve serumsuz sistemlere toksik.



