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Laboratuvar Calisma Teknikleri

C. SACKESEN*, E. BIRBEN*
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Bu sayidan itibaren sizlere laboratuvarda
sikca kullanilan bazi yontemleri basit bir dille,
sekiller tizerinden anlatmayi hedefledik. Bili-
yoruz ki ¢ok sayida genc arastirmaci allerjik
hastaliklarla ilgili laboratuvar arastirmalar:
yapmay1 planliyor, ama isin neresinden basla-
yacagini bilemedigi i¢in, bir tirli gerekli cesa-
reti toplayarak girisimde bulunamiyor. Bu say-
falardaki bilgilere sizler de internetten, kitap-
lardan veya makalelerden kolayca ulasabilirsi-
niz. Hedefimiz, teknikleri ¢cok basit dille anla-
tarak anlasilirligini kolaylastirmak, bu konu-
larda arastirma projeleri yazmay:1 planlayan
kisilere ne gibi malzemelere gereksinimleri ol-
dugunu gostermek ve laboratuvarda hangi de-
mirbaglarin mutlaka bulunmas gerektigini an-
latmak. Bu sayida tam kandan mononiikleer
hiicre ayirma teknigi anlatilacaktir. Daha son-
raki sayilarda polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), PCR-RFLP, RT-PCR, RNA izolasyonu,
klonlama, DNA sekansi, ELISA, akim sitomet-
ri hakkinda bilgi verilecektir.

PERIFERIK KANDAN MONONUKLEER
HUCRE IZOLASYONU

-* Venoz kan heparinize bir tiip veya enjek-
tor icine alinmir.

Yazisma Adresi: D». C. SACKESEN

-* 50 mL1lik falkon i¢ine heparinize kan bo-
saltilir, tizerine ayn1 voltimde “phosphate buf-
fer solution (PBS)” veya RPMI eklenir.

-* PBS ile sulandirilan kan pipet ile tic-dort
kez (cekip-verme) karigtirilir.

-* Uzerine kan ile ayn1 voliimde olmak tize-
re ficoll (Sigma 1077) tiiplin yan duvarindan
cok yavasca sizdirilarak birakilir. Yogunlugu
yiksek bir s1vi oldugu icin hemen dipte birikir.

Ornegin; 15 cc heparinize kan + 15 cc PBS
ve sonra 15 cc ficoll ilave edilir.

- Tipler hi¢ karistirmadan ve sarsmadan
santrifiije konur (20 dakika, 2300 rpm, 4°C).

- Santriflij sonrasinda en altta eritrositler
coker, eritrositlerin lizerinde yogunlugu ytiksek
olan ficoll ve en yukarida PBS ve plazma var-
dir. Ficoll ve PBS birlesim yerinde bir bulut
seklinde monontikleer hiicreler yer almaktadir.
Pastor pipeti ile sivinin icine girilerek mono-
niikleer hiicreler toplanir.

- Toplanan mononiikleer hiicreler yeni bir
50 mL1ik falkonda toplanir (yaklagik 10-15 cc),
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tizerine PBS doldurulur ve 10 dakika 2000 rpm
4-8°C’de santrifij edilir.

- Mononiikleer hiicreler falkonun dibine ¢6-
ker, tizerindeki PBS dokiildikten sonra falko-
nun dibindeki hiicreler tiupe hafifce vurarak
kaldirilir. I¢inde kalmis olasi eritrositleri lizis
etmek tlizere 500-1000 pL distile su konur,
1000°’lik pipet ile hiicreler (cekme-verme ile)
karistirilir. Otuz saniye distile su ile inkiibe
edildikten sonra hiicrelerin tizerine tekrar PBS
konur ve bes dakika 1300 rpm 4-8°C’de santri-
fij edilir.

- Santrifiij sonrasinda hiicreler falkonun di-
binde cokmiistiir. Uzerindeki PBS dokiiliir, 10
cc (fetal bovine serum ve antibiyotik iceren
RPMI) tam medium ile hiicreler sulandirilir ve
Trypan blue boyasi ile (1 hacim boya + 1 hacim
hiicre) boyanir. Mikroskopta Neubaheuer lam-
da hiticreler sayilir. Toplam hiicre= Sayilan hiic-
re x Diltisyon faktori x Toplam hacim x 10.000
(lam faktori).

- Trypan blue boyasinmi alan hiicreler mavi
renkte ve 6lu hiicrelerdir, mikroskopta boya al-
mayan canli hiicreler sayilir.

Ornegin; hiicreler 10 mL tam mediumda su-
landirildi, boyamada 1 hacim Trypan blue ve 1
hacim hiicre kondu ve mikroskopta 450 hiicre
sayildi.

Toplam hiicre sayis1 = 450 x 10 x 2 x 10.000
=90 x 106

Hiicre kultiir deneyleri icin kosullar hazir-
lanirken hiicreler buzda bekletilir.

Tum hiicre izolasyon ve kiltiir deneyleri
steril kosullar1 saglamak amaciyla laminar
akimda yapilmalidir. Ayrica, hiicre kiltiir pla-
gina yerlestirilen hiicreler 37°C, %5 CO, ve
%95 nem ortami veren inkiibatérde deney ko-
sullar1 boyunca saklanmaktadir.

1k ti¢c basamakta yildiz ile isaretlenen is-
lemler 6zel filtreli tuplerde yapildig1 takdirde
hiicre toplama islemine gereksinim olmaz. Se-
kil 1’de filtreli 16koseparasyon tiipt kullanila-
rak yapilan islem gosterilmistir.

Eger elinizde bu tiiplerden varsa, izleme-
niz gereken yol asagida belirtildigi sekilde ol-
malidir:

- Once tiipe 15 mL ficoll konur, bir dakika
1200 rpm’de santrifiij edilir, boylece ficoll filt-
renin altina gecer.

- 15 mL kan + 15 mL PBS karisimi tiiptin
icine konur ve 20 dakika 2300 rpm 4°C’de sant-
rifij edilir.

- Santriftij sonras1 eritrositler membranin
altina gecger, tstte ise ficoll, PBS ve mononik-
leer hicreler vardir. Tip bos bir falkona ters
yuz edildiginde sadece tist kisim bosalir, eritro-
sitler ise tiipte kalir. Boylece ficoll yayma ve
hiicre toplama islemlerini yapmaniza gerek
kalmaz.

Laboratuvarda calismaya hevesli arkadags-
lara kolay gelsin.

Santrifiij oncesi

PBS + tam kan

Membran

Ficoll

Santrifiij sonrasi

> Plazma

PBMC
> (toplanacak kisim)

Ficoll
Membran

Eritrositler

Sekil 1. Filtreli l6koseparasyon tiipii kullanilarak yapilan islem.
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