/

J

MANISA

CELAL BAYAR

UNIVERSITY

HUCRE COZME, DONDURMA VE
PASAJLAMA

Doc. Dr. Feyzan OZDAL KURT

Celal Bayar Universitesi Fen-Edebiyat Fakultesi
Biyoloji Bolimi MANISA

YAKIN DOGU UNIVERSITESI DENEYSEL SAGLIK BILIMLERI ARASTIRMA MERKEZI
UYGULAMALI HUCRE KULTURU KURSU 03-04/06/2016



NALGENE®Y

B e e I

1 Hiicreler kiltiir koleksiyonundan
alindiginda ureyen kultur seklinde veya
donmus haldedir.

1 Donmus haldeki hucrelerin kullanilabilmesi
icin cozdurme islemi yapilmalidir.
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1 Donmus olarak saklanmis hucrelerden
arastirma ya da uretim amaciyla yeni
kulturler hazirlanabillir.

1 Cozdurme islemi, en az hucrelerin
dondurulma asamasi kadar onemlidir ve
ozen gerektirir.

1 Donma sirasinda gelisen olaylar, cozulme
sirasinda tersine olusur.
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1 Dondurulmus hucreler tekrar isitilirken iki onemli sorun
hucre harabiyetine yol acmaktadir.

1 Birincisi 1sinma sirasinda hucre icinde kristal olusumu
yeniden baslar

hucrede mekanik hasara yol acar.

1 |kincisi donma sirasinda gelisen olaylarin tam tersinin
cozunme sirasinda gercekleserek ekstraselluler alanin
hipotonik karakter kazanmasidir.

Ekstraselluler ortam intraselluler ortamdan once ¢ozulur
ve ani olarak serbest sivi salinir.

Hucrenin siserek patlamasina yol acar.

1 Ozellikle bu olay kuvvetli penetran kryoprezervatiflerin
varliginda daha belirgindir.
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Cozum

1 Cozunmenin, dondurmanin aksine ¢ok
hizla yapilmasi

1 Hucreleri cozunme sirasindaki osmotik
soktan koruyabilmenin bir yolu

1 Nonpenetran (HES gibi)
kryoprezervatiflerin kullaniimasi

1 Penetran olsa dahi, (DMSO gibi) hizli
diffuzyon yetenegi olan bir kryoprezervatif
ajanin kullaniimasi
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Cozdurme

LN,
\ J
37 C
\ J
+Serum
\ J
santrifugasyon
\ J
+besi ortami
\ J
inkubasyon
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Hucre Cozdurme Protokolu

1 Hucreler dondurma vasati icersinde -80 veya -196°C’deki ortamlarda uzun sure
saklanabilir.

1 Hucre ¢ozdurulmesi ve kulturu icin laboratuar uygun sekilde hazirlandiktan sonra
stok hucre alinarak 37°C’deki su banyosunda kapak kismindan tutularak sallanarak
¢ozulmesi beklenir (yaklagik 1-2 dk).

1 Buislem yapilmadan once i1sinmis olan kultar vasatindan 5 ml santriftij tiptne konur.

1 Tamamen ¢ozunmus stok hucre viali alkol ile silindikten sonra hava akigli kabin
icerisine alinir.

1 Sol el ile vial sabitlenerek, sag el ile kapak dikkatli bir sekilde acilarak kapak ters
olarak kabin icersine konur.

1 Sol eldeki vial igerisinden igerisinde 2ml kultlr vasati olan pipet ile hicre alinir ve
santriflj tpune aktarilir.

1 Pipetaj yapilarak hucre ile kultur vasatinin karismasi saglanir.

1 Hucreler 1000 rpm’ de 5 dk santrifuj edilir. TUpun igindeki supernatant pipetle
cekilerek atilir.

1 Tupun icine 1 ml vasat konularak pipetaj yapilir ve direkt kilttr kabi icine hicreler
konur.

1 Kultur kabi uzerine hucrenin adi, agilma tarihi ve donduruldugu tarihteki pasaj sayisi
yazilarak hucreler inkubatore kaldirilir.
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ONLEMLER

1 Derin dondurucu veya sivi azot
kaplarinin kullanimi sirasinda soguk
yaniklarindan ve hasarli ampullerden
korunmak i¢in koruyucu gozluk ve * - .
yalitimli eldiven kullanmalidir. = B s o —
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olmalidir. Ani 1si degisimi ampullerin
patlamasina neden olabilir.

1 Koruyucu gozluk ve yalitimli eldiven
kullanmalidir.

1 Eger stoklanan biyolojik materyal
tehlikeli ise (patojenleri, kanserojenleri
ya da benzeri zararlilari iceriyorsa)
dondurma oncesi ampulu koruyucu bir
tup icerisine yerlestirilmelidir.
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Canlilik Tayini

Live Cells Exclude Dye

Dye Permeates Dead Cells

1 Hucrelerin boyanarak incelenmesi, hucre
morfolojisini gozlemlemek ve hucreleri identifiye
etmek icin kullanilan en kolay ve en direkt
tekniklerdendir.
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Hucre kulturlerinde hucre morfolojisini ve canliliginin
saptanmasinda yaygin olarak kullanilan boyalar;

. tripan maViSi Live-Cell Imaging with Fluorescent Proteins and DIC
1 kristal viyole bW i | i
1 Giemsa
1 metilen mavisi
1 alsiyan mavisi
1 Coomassie mavisi
1 Kongo kirmizisi
1 safranin
1 eosin
1 eritrosin
1 notral kirmizisi

1 MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium

bromide)
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Tripan Mavisi ile Canli Hucre
Sayisinin Belirlenmesi

Before

1 Canlilik tayininde veya hicre sayiminda membran butunlGgunun korunmasi
esasina gore olu hucreler boya alirlar. Bu amac igin eritrosin-B, tripan mavisi
vb. boyalar kullanilir.

a OlU hucreler icersine boya girdiginden dolayi sitoplazlamalari boyanmis
olarak gorulur.

1 Canli hicreler ise boyayl almadigindan dolayi parlak sari renkte ayirt edilir.
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Thoma Lami ile Hucre Sayimi

1 Thoma laminin esasi, 0,1
mm?3 hacimde sayim
yapillmasidir.

1 Thoma laminin Uzerinde
cukur bir kisim vardir.
Hucreler buraya aktarilir
uzerine lamel
kapatildiginda bu gukurda
0,1 mm yuksekliginde bir
sivl kalmaktadir.

1 Sayim yapilacak alan cam
yuzeyindeki cizgilerle
belirlenmistir.
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Thoma Lami ile
Hucre Sayimi

Hucre suspansiyonu 1000 RPM’
de 5 dakika santriflj edilir ve
supernatant uzaklastirilir.

Hucre peleti 1 ml kultur vasati ile
homojenize edilir

Bir kisim % 0.4 tripan mauvisi ile

bir kisim hucre suspansiyonu
karistirilir ve oda sicakliginda 3
dakika inkube edilir.

Bir damla tripan mavisi-hucre
karisimi thoma sayma lamina
konur ve mikroskopta incelenir.
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Boyanmamis (canli) ve boyali (cansiz) hucreler sayilir. Canli hucrelerin
mililitredeki toplam sayisini elde etmek icin canli hicrelerin sayisi 2 (tripan
mawvisi i¢in dilisyon faktora) ile gcarpilir.

Canli hicrelerin yluzdesini hesaplamak igin:

Canli hucre (%)= Canl hucrelerin mililitredeki toplam sayisi X 100
Tum hdcrelerin mililitredeki toplam sayisi
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HUCRELERIN
PASAJLANMASI VE
DONDURULMASI



Hucre Kulturlerinde Pasaj

ey

Filtre .
centrifuge

1 Kulturlerde ¢ogalan hucreler icinde bulunduklari besi
ortamindaki nutrientleri buyuk olgude tukettikten ya da
ureme yuzeyinin tamamini kullandiktan sonra cogalma

hizlari duser ve zamanla tamamen durur.

1 Bu donemde kulturun bolunmesi yapilmasi gerekli en
dogru islemdir.

1 Bu isleme “subkultur” ya da “pasaj” adi verilir.
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Hucreler orijinlerine bagli olarak
yuzeye bagimli ya da AT
sispansiyon halinde buyuyebilirle

1 Monolayer Kulturler:

Monolayer hucreler bir yuzeye
bagimli olarak ureyen hucrelerdir

1 Suspanse Kulturler:

Suspanse hucreler herhangi bir
yuzeye gereksinim duymadan
besi ortaminda askida
ureyebilirler.
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1 Suspanse kulttrlerde bu islem, kulturn hacmine bagli olarak,
ya uygun hacimlere ayrilan kulturde hucrelerin kullaniimis besi
ortamindan santrifugasyonla ayrilmasi ve taze besi ortami
ilavesiyle ya da kulturin uygun hucre konsantrasyonu (or.
5x10° htcre/ml) olusturulabilecek oranda seyreltiimesi ile
gerceklestirilir.
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1 Monolayer kulturlerde ise oncelikle, hucrelerin
kKultur kabi yuzeyinden ve birbirlerinden

ayrilmalari gerekir.

1 Bu da ya calkalama veya bir hucre kaziyici ile
mekanik olarak veya enzimatik ve kimyasal
Islemlerle mumkundur.
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Kullanilan kimyasallar

1 Dispaz

1 Pronaz

1 Elastaz

1 Tripsin

1 Kollagenaz

i Hiyaluronidaz
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1 Hucrelerin birbirine ve substrata tutunmasinda
hiicre ylUzey glikoproteinlerinin ve Ca?* ve Mg?*
lyonlarin onemli rolu vardir.

1 Pasaj sirasinda bu faktorlerin ortadan kaldiriimasi
gerekKir.

1 Bu da besi ortaminin uzaklastiriilmasinin ardindan
bazi proteolitik enzimler ve kimyasallar yardimiyla
mumkundur.

1 Hucrelerin yuzeyden ayrilmasindan sonra en kisa
surede kullanilan enzim ve kimyasallar ortamdan
uzaklastirilir veya yeni besi ortami ile seyreltilirler.

Burada kullanilan enzim ve kimyasal ajanlar
hucrenin ozelligine gore belirlenir.
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Subkultur
Ne zaman?

*hicreler tim ylzeyi kapladiginda
*hucre yogunlugu besi ortaminin kapasitesini
astiginda

Ne yapmali?
*besi ortaminin degisim sikligini arttir
*kulturu bol (subkultur)
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Pasaj oran

sinirlt dmarld hiicreler| 72, 74, 1/8, 1/16....

devamli hucreler ve

sinirli omurlu 1-5 X 104 hilcre/cm?
fibroblastlar

zor ureyen hucreler |~ 10° hiicre/cm?

suspanse hucre 0.5-5 X 10° htcre/ml
kulturd
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HUCRE PASAJLANMASI

Tripsinizasyon
\4
1 Suspanse hale gelen hucreler icerisine

daha once ilave edilen tripsin/EDTA
miktari kadar kultur vasati ilave edilir.

\4

Santrifugasyon

\4

Kalan hucre peleti uzerine 1:3 oraninda
pasajlanmak uzere 3 ml kultur vasati
ilave edilir ve pipetaj yapilarak
homojenizasyonu saglanir

\4

1 Her bir pasajlanan kultur kabinin tGzerine

O gunun tarihi, pasaj sayisi ve hucre adi
yazilir.
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Hucre Kulturlerinin Korunmasi
ve Saklanmasi
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<*Hucre hatlarinin kultur ortaminda sonsuza
dek devam ettirilmesi mumkun degildir; in
vitro kultivasyon nedeniyle ozelliklerinde
bazi degisiklikler olusur.

<*Hucre kulturu calismalarini etkileyen ve
cogunlukla geri donusumu olmayan bu
degisiklikler ve bozunmalarla karsilasmamak
icin hucrelerin kisa ve uzun surel
stoklanmasi gerekir.
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Hucre Kulturlerinin
Stoklanmasinin Yararlari

<+*Degerli hucre hatlarinin korunabilmesi,

<+»Pasaj sayisinin ilerlemesine bagli fenotipik
degisimlerin onlenmesi,

< Calismalar sirasinda geriye donebilme olasiligl,
< Ayni pasaj seviyesindeki hucre topluluklari ile degisik

zamanlarda calisabilme olanagi
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SEINEIERCORET

Oda sicakligl (monolayer....................... 1 hafta
(SUSPANSE)....ceveeeeneeennnnn 1-2 saat
4-10 C (monolayer)................... 24 saat
(suspanse)....................1 hafta
-70-86 C....ovviieeienn 6 ay-5 yil
<-150 C....o oo V|
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»Hucre kulturlerinin stoklanmasinda
dondurarak saklama yontemi
kullaniimaktadir.

<*Hucre kulturlerinin saglikli bir sekilde
saklanabilmesi icin hucre ici metabolik
aktivitenin oldukga yavaslamasi ve hatta
durmasi gerexir.

<+Sogutma hizinin termal soka neden
olmayacak sekilde ayarlanmasi onemilidir.
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<+*Metabolik aktivite -79°C’ nin altindaki
sicakliklarda yavaslar, -196°C’ de
minimum duzeydedir.

<Hucre ici ve disi sivilarda dengesiz
kristallesme, hucre membranina ve
hucre ici cisimciklere zarar verir.
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Donma sureci

<*Hucreler hizla donduruldugunda ortamdaki tuz
konsantrasyonu aniden artar. Hucreler, ozmotik
basingtaki artis sonucu buzusur ve olur.

<+»Soguma sirasinda ortamdaki tuz, soguma hizi ile
ters orantili olarak gevresine IsI yaymaya baslar ve
bu I1sI hucrelere zarar verir (termal hasar).

< Tuz iceren ortam hizla sogutuldugunda ise hucre
Icl sivida kristallesme gorulur, hucre parcalanir ve
olur.
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Kriyoprotektan

Su molekulerini baglayarak, su kristalizasyonunu
yavaslatmak ve solutlerle es zamanli donmasini
saglamak

Bu amacla gliserol veya DMSO gibi kolligatif ajanlar
kullanmak

Penetran bir kryoprotektif ajan, donma islemi esnasinda
hucre igine gecerek internal kristalizasyonun onune
gececektir.

Kriyoprotektan denilen baglayici ajanlarin kullaniimasiyla
Kristalizasyon hizi yavaslar, ani ozmotik basing artisi
engellenir ve tuz ¢ozeltisi dusuk Isilarda da izotonik kalir.
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Kriyoprotektanlar

Dondurma ve cozundurme uygulamalari
sirasinda hucrelerde olusabilecek zararlari
onlemek amaciyla kullanilan kimyasal
maddeler
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+Kriyoprotektanlar hucre membranindan
nufuz edilebilme ozelliklerine gore iki grupta
incelenir.

1.Hucre membranindan gecebilen (hucre icerisine
nufuz edebilen = permeating)

2.Hucre membranindan gecemeyen (hucre
icerisine nufuz edemeyen = non-permeating)
kriyoprotektanlar.
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1.Hucre membranindan gecgebilen 2.Hucre membranindan

(hucre icerisine nufuz edebilen = gecemeyen
permeating): (hucre igerisine nufuz edemeyen
=non-permeating):
glikoz
dimetilsulfoksit (DMSO) suikroz
gliserol trehaloz
etilen glikol (EG) rafinoz

1.2 propanediol galaktoz ve diger bazi

sekerler

2.3 butanediol
polivinil alkol (PVA)

ropilen glikol
propiien g polivinil pirrolidon (PVP)

diger bazi alkoller diger bazi polimerler
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Hucre Membranindan Gecgebilen
Kriyoprotektanlar

<dusuk molekuler agirliga sahiptirler

<»donmanin gerceklesmesinden once, ozmotik
basing farkindan dolayi, hucre icerisindeki sivi,
Kriyoprotektan maddeler ile yer degistirir ve
boylece hem hucre hacmindeki degisiklikler
azaltilarak hem de hucre icerisindeki buz
Kristallerinin olusumu minimum duzeye
iIndirilerek dondurma islemi sirasinda
hucrelerin cok az zarar gormesi saglanir.
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<*Hucre icerisine girebilen maddeler, suya
baglanabilme ozellikleriyle ve diger bilesenlerin
yuksek konsantrasyonlarindan kaynaklanan
toksik etkileri azaltarak koruyucu etkilerini
gosterirler.

<Bu gruptaki kriyoprotektanlarin cogu yuksek
oranda suda ¢ozunebilme yetenegine ve Isi
etkisine sahiptir.

<*Bu nedenle bu niteliklere sahip
Kriyoprotektanlar suyun hidrojen baglarini
kopararak, suyun yapisini degistirirler.
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<*Bu grupta yer alan kriyoprotektanlar su
molekulleri ile hidrojen baglari
olusturabilmektedirler.

«Orn.; gliserol kendi hidroksil grubu ile su
molekullindeki mevcut oksijen arasinda
hidrojen bagi sekillendirmektedir.

+DMSO’in oksijeni ise, suyun protonlari ile
birlesmekte ve bunun sonucunda da IsI agiga
cikmaktadir.

<*Bunun yani sira, kriyoprotektanlar hucreler
yuksek konsantrasyonda tuz ile cevrildiginde
hucreleri yogun dehidrasyonun sekillendigi
donemde korumaktadirlar.
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Hucre Membranindan Gegemeyen
Kriyoprotektanlar

Bu grup kriyoprotektanlar kendi aralarinda iki
ayri gruba ayrilirlar:

1. Dusuk molekul agirhkh (glikoz, sukroz, trehaloz,
rafinoz, galaktoz ve diger bazi sekerler)
kriyoprotektanlar,

2. Yuksek molekul agirlikli (polivinil alkol; PVA,
polivinil pirrolidon; PVP ve diger bazi polimerler)
Kriyoprotektanlar.
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<*Hucre icine gecemeyen dusuk molekul
aqgirlikli kriyoprotektanlar donma islemi
suresince sekillenen buz kristalleri
olusumunu azaltan etkilerini, sogutmadan
once hucreleri dehidre ederek gosterirler.

<*Hucre icine gecemeyen yuksek molekul
agirlikli kriyoprotektanlar ise, hucrelerin
dondurulmasi ve cozundurulmesi sirasinda
olusan buz kristallerinin sekil ve
buyukluklerini zararsiz olacak bigcimde
degistirerek etkilerini gosterirler.
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Bunlardan baska,

ss*albumin,
»*Ficoll
< antifriz protein (AFP)

gibi bazi proteinler de hucre igerisine
gecemeyen yuksek molekul agirlikli
Kriyoprotektanlar icerisinde yer
almaktadirlar.
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1 Ancak bu ajanlarin penetrasyon ozelligi
hucreler dondurulduktan sonra
cozunurken bir dilusyon sokuna neden
olabilmektedir.

1 Bu nedenle tek bir kryoprotektif ajanin
kullanilmasindan cok, birden fazla
Kryoprotektanin uygun karisimlari daha iy
sonuclar verir.
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1 1983’e kadar Kkryoprezervasyonda
kullanilan altin standart %10 DMSO ve
%20 otolog plazma karisimi idi.

1 Intraselluler ve ekstraselluler
kKryoprotektanlarin beraber kullanimi
gundeme girdi
— Stiff et al. Cryobiology 1983:20:17-24.
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%5 DMSO ve %6 HES'In beraber
kullaniimasi halinde hucre
engraftmaninin %10 DMSO'e gore
daha 1yl oldugu rapor edilmistir.

7th Annual meeting of ISHAGE, June 14-17, 2001,
Qabec City, Canada
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1 Benzer olarak Kang ve ark. ayni
kombinasyonun daha iyl hucre canliligl ve

recovery'sini sagladigini rapor etmislerdir.
— Blood.2002:99:850-5

1 Hatta HES varliginda DMSO oraninin
%3,5°a cekilebilecegi, bu kombinasyonda
tekrarlanan dondurma ve cozmelerden
sonra dahi hucrelerin proliferatif etkilerini

devam ettirebildikleri gosteriimistir.
— Halle P et al. Transfusion.2001:41667-73
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If the freezing process is too slow, the
cell will lose too much water and its
volume will become too small, it will
suffer from severe "Solution Injury”
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If the freezing is too fast, the cell will lose
too little water and the water kept in the
cell will become ice, its volume may not
change or even become bigger, it will suffer
from severe “Intracellular Ice Injury”
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If the freezing is not too slow and too fast, it
will lose enough water while still keep some
water, its volume become smaller but not too
small, it will suffer from minor "Solution
Injury” and "Intracellular Ice Injury”.
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Hucre Kulturlerinin Dondurulmasi
Sirasinda Gegirdigi Evreler

Likit Faz:

Isleme baslanmasi ile donma isleminin
basladigl zaman arasindaki surectir.

Hucrelerin ici ve dis ortamlarinin
dengelenmesi bu fazda gerceklesir.
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Faz Gecis Zamani:

Donma isleminin basladigi andan, donmanin
tamamlandigi ana kadar olan surectir.

Dondurma igsleminin en kritik periyodudur.

Su, sivi durumundan kati duruma gecerken isi yayar.
Eger dondurma sirasinda buna dikkat edilmez ise gecis
fazinda bir uzama meydana gelir ki, bunun hucre
canlihigi uzerine cok olumsuz etkileri olur.

Rome AW and Rinfred AP: Blood 20:636, 1962.

Bu donemde yapilmasi gereken sogutma hizini
arttirmaktir.

Bu i1sinin hucreye zarar vermesi, ortam isisinin -20°C’
ye ulasincaya kadar -15°C ile -20°C/dk olacak sekilde
duzenlenmesiyle onlenebilir.
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Donma Sonrasi Sogutma Fazi:

Donmanin gerceklestigi noktadan,
saklama isisina ulasilincaya kadar gecen
surectir.

Bu donemde -50°C’ ye kadar 5°C/dak,

-80°C’ den sonra 1-3°C/dak olmasi
uygundur.

Bu islemden sonra hucreler sivi azot
icerisine transfer edilebilir.
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Depolama Fazi:

Bu fazda onemli bir hucre hasari olusmaz.

Hucre turune ve saklama isisina bagl olarak
bazi degisiklikler gorulebilir.

En az hasar sivi azot icerisindedir (-196°C).

Hucreler bu ortamda teorik olarak sonsuza
kadar saklanabilir.
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Dondurma
Tripsinizasyon
v
Santrifugasyon
v
Dondurma ortami ilavesi (+4°C)
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Hucre Depolama Kaplari

<+ Genellikle
elektrikli ve
elektriksiz olmak
uzere 2 farkl
ozellikte kap
kullanilir.
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Elektrikli depolama kaplari:

< -86°C’ ye kadar sogutan derin
donduruculardir.

<+En onemli dezavantajlari:

*hucrelerin saglikli saklanma
surelerinin maksimum 5 yil

*elektrige bagimli
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Elektriksiz depolama kaplari:
< buhar veya sivi azot iceren ozel depolama sistemleridir.
En onemli riskleri:
*kontaminasyon

Ampuller ikinci bir koruyucu kap i¢gine alinmali.
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