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Gökçen DİNÇ 1 

BÖLÜM 4
KÖK HÜCRE KÜLTÜR LABORATUVARI: TEMEL PRENSIPLER

GİRİŞ

Hücre kültürü, ökaryotik veya prokaryotik hüc-
relerin in vitro koşullarda yaşaması ve çoğalma-
sını sağlayan laboratuvar yöntemlerini ifade eder. 
Hücre kültür çalışmalarının geçmişi doku kültü-
rü, virüs biyolojisi ve aşı geliştirilmesi, hastalık ve 
sağlıkta genlerin rolü ve biyofarmasötik üretmek 
için büyük ölçekli hibrit hücre hatlarının kulla-
nımı üzerine çalışmalar yapılması ile birlikte 20. 
yüzyılın başlarına dayanmaktadır. Yaklaşık 100 yıl 
kadar önce, hayvan hücrelerinin in vivo sistemik 
varyasyonlardan bağımsız olarak davranışlarını 
incelemek için in vitro doku kültürü yöntemleri 
geliştirilmiştir. 1-3 Doku kültürü yöntemleri, o dö-
nemde tek kaynak olan birincil eksplantları içe-
ren uygulamalarla sınırlı kalmış, 1916’da dokula-
rın enzimatik ayrışması Rous & Jones4 tarafından 
gösterilmiş ve hücre çoğaltılması metodolojisi 
mümkün hale gelmiştir. Hücre kültürü çalışma-
larında bir diğer önemli adım ise ilk insan hüc-
re hattının serviks adenokarsinomundan (HeLa) 
izole edilmesidir. Bu gelişme kanser ve poliomye-
litler gibi diğer hastalıklarda deneysel çalışmala-
rın yapılmasına olanak sağlamıştır. Son yıllarda 
ise araştırmacılar hücre kültürü prosedürlerinin 
odağını değiştirmiştir. Viral davranış ve farma-

kolojik ajanlara yönelik hücre çalışmalarına ek 
olarak mevcut hedef ex-vivo hücre ekspansiyonu 
olmuştur. Bu yaklaşım da, klinik tedavilerde hüc-
relerin kullanılmasına olanak sağlamıştır.5

Hücre kültür çalışmaları alanında kök hücre-
ler, çeşitli doku ve sistemlerde gösterdikleri trans-
diferansiyasyon, kendini yenileme ve parakrin et-
kileri nedeniyle ilgi odağı haline gelmiştir. Ancak, 
uygun kök hücreler, organları ve hasarlı dokuları 
onarmaya yetecek miktarda mevcut değildir. Do-
layısı ile kök hücreleri terapötik kullanım için ye-
terli miktarda elde etmek amacıyla sınırlı sayıda 
hücreyi çoğaltmanın yöntemleri üzerinde çalışıl-
mıştır. Bu çalışmalardan elde edilen ilerlemeler, 
rejeneratif tedavilerin geliştirilmesine katkıda bu-
lunmuştur.6 Fakat, yeni teknolojilerin karmaşıklı-
ğı klinik uygulamaları zorlaştırmaktadır. Çünkü 
bu teknolojiler yeterli tesisleri, kalifiye persone-
li, hücre kalitesini değerlendirme tekniklerini ve 
hücre üretimi için iyi tanımlanmış protokolleri 
gerektirir. İlgili alanlarda yeterliliğin sağlanma-
sına yönelik kurallar “İyi Üretim Uygulamala-
rı’ na (Good Manufacturing Practices, GMP) 
ilişkin ulusal ve uluslararası standartlara dayan-
maktadır. GMP altyapısının kurulması ise büyük 
yatırımlar yapılmasını gerektirmektedir. Özellikle 
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lanmasıdır. Kriyoprotektif maddeler besiyerinin 
donma noktasını yükseltir ve ayrıca daha yavaş 
bir soğuma hızına izin vererek hücrelere zarar 
verebilecek ve hücre ölümüne neden olabilecek 
buz kristali oluşumu riskini büyük ölçüde azaltır. 
Hücreler yüksek konsantrasyonda (örneğin %90 
konfluenste) ve mümkün olan en erken pasaj sa-
yısında dondurularak saklanmalıdır.24,31

Kısaca, kriyoprezervasyon, hücrelerin yıkan-
masını ve peletlenmesini, bunların DMSO (örn. 
%5 DMSO) ile tam besiyeri içinde yeniden süs-
panse edilmesini ve hücre süspansiyonunun 1 mL 
steril kriyoviyallere aktarılmasını içerir. Kriyovi-
yaller, hücrelerin kontrollü bir şekilde dondu-
rulması gerektiğinden özel bir kriyo-dondurucu 
konteynıra yerleştirilir. Bu kriyo-dondurucu kon-
teynır -50 ila -80 °C’de 24 saat süreyle saklanır ve 
ardından kriyoviyaller buradan alınarak sıvı nit-
rojen/azot tankına aktarılır.24,31,32

Sıvı nitrojen tankındaki hücre hatlarını yeni-
den canlandırmak için kriyoviyaller, taşınabilir 
bir sıvı nitrojen kabı veya kuru buz içerisinde hüc-
re kültür işleminin yapılacağı alana taşınır. Kriyo-
viyallerdeki DMSO, çözüldükten sonra hücreler 
için toksiktir, bu nedenle yüksek hücre canlılığını 
sağlamak için hücrelerin 37 °C’lik bir su banyo-
sunda hızla çözülmesi ve hemen aynı sıcaklık de-
recesine getirilmiş besiyeri içeren bir kültür kabı-
na aktarılması gerekir. Besiyeri, DMSO’yu dilüe 
eder ve böylece DMSO toksik konsantrasyonda 
olmaz. Çözülmüş hücreler çoğaldıktan ve iki kez 
pasajlandıktan sonra çalışmalarda kullanılabilir-
ler. 32,33
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