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BÜYÜK HACil\!DA SUSPANSE HÜCRE 

KÜLTURLERiNiN STOKLANMASI 

ÜZERİNDE UYGULAl\'IALAR 

S. ismet GÜRHA~ (1) Aysun ÖZTÜRKMEN (2) Tamer ERGÜC (3) 

GiRiŞ 

Farklı organlardan orijinini alan hücrelerin invivo üretimleri ve 
uzun süreli stoklanmaları için farklı kültür ortamiarına ihtiyaç vardır. 
Hücre kültürlerinin düşük ısı derecelerinde inkubasyonu, metabolik 
faaliyetleri dolayısı ile taze vasat takviye etmek veya subküJtür yap
mak ihtiyacını azaltır. Böylece hücrelerin muhafazası yoluna gidile
bi!ir. Hücrelerin oda dereceslnde ya da +4oC'de muhafazası kısa sü
reler için geçerli bir çözümdür. Uzun süreli muhafaza için eksi de
recelerin kullanıiması gerekir. 

Hücreler liyofilizasyona ve -25°C'nin üzerindeki donma derece
lerine dayanıklı değildirler. -140ec hatta -70°C'Ierde hücreler 6-12 
ay ~adar zarar görmeksizin muhafaza edilebilirler. Ortamdaki fiziko
l<irnyasal değişiklikler ancak -130°C'nin altındaki sıcaklıklarda ih
mal edilebilir düzeydedir. -1960C'de bu aktivite tamamen durur (1, 
2, 3). Bu nedenle hücre muhafazası için en uygun sıcaklık -196°C' 
dir. 

, Dondurulan hücre)erin hayatiyetlerini ve üreme aktivitelerini mu
hafaza etmeleri dondurma ve eritme süratine bağlıdır. Her ne kadar 
dondurma !ıızını ayarlayıcı cihazlar üretilmiş ise de birçok labora-
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tuvar bu sorunu, ampulleri kuru buz termosları içinde veya -70oC'de 
bir gece bekleterek çözümlemektedirler (5). 

Aynı şekilde donmuş hücrelerin kullanılacağı zaman çözdürül
me sürati de önemli bir -faktördür. Bu amaçla en uygun işlem, am
pulü 3rC'Iik su banyosunda hızla çözdürmektir. 

1975'de (Jensen, M. 1975), 100 ml hacımlı şişelerdeki hücre kül
türlerini -70°C'de 6 ay süre He muhafaza edilebildiğini bildirmiştir. 

Bazı laboratuvarlarda daha düşük ısı derecelerinde benzer stoklar 
üzerinde çalışmalar yapılmaktadır. 

Büyük hacimda stoklanan· hücre kültürleri ile ara pasajlara ge
rek kalmal<sızın 30 veya 100 litre kapasiteli suspanse kültür hazırla
mak mümkün olacaktır ki, böylece hücrenin pasaj adedi azalacağı 
gibi üretimdeki herhangi bir aksaklığın ardından normal düzeye ulaş
mak için gereken zaman da · kısaltılınış olacaktır. 

MATERYAL ve METOT 

Matelyal: 

Hücre : BHK21 C _13 süspanse hücre kültürleri kullanıldı . 

Vasat : Hücre :üretme vasatı olarak % 10 sığır serum!u 6M, hüc
re stoklama vasatı olarak % 20-30 sığır serumlu ve % 10 DMSO'Iu 
6M vasatı kullanıldı. 

Dimethy!sulfoxid (DMSO} : Merck, Art. · 2951 kullanıldı. 

Hücre Dondurma Kciplcırı : -156o'ye . kada( bozulmadan dayana
bilen, hücre kültürleri için nontoksik, 250 ml hacimli, polil<arbonat 
yapısında biberon tipi kaplar (Chicco, ARTSANA, cad. 60003), ağız
ları · biri ·paslanmaz çelik, diğeri siliken iki conta ile kapatılarak kul-. 
lanı ldı. 

Sıvı Azot Kabı : 300 litre total hacımlı, Union Carbide, sıvı azot 
kapları, biberonlar sıvıya değmeyecek şekilde modifiye edildikten ve 
seviye göstergesi ilave edildikten sonra kullanıldı. 

Metot: 

a - Hücre kültürlerinin konsantrasyonu ve dondurulması : 

30 ya da 150 litrelik fermentörlerdeki 24 saatlik hücre kültürleri 
5 litrelik steril cam kapiarcı alınarak 4°C'de bir gece sedimentasyona 
terk edildi. Bu süre sonunda her şişedeki süpernatant, hücre sayı -
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mı yapıldıktan sonra atıldı ve sedimente 40C'deki 100 ml muhafaza 
vasatı ilave edilerek homojenize edildikten sonra 250 ml kapasiteli 
santrifüj gadesine transfer edildi. 4nC'de · 5 dakika santrifüj ed: Idi. 
(1000 rpm) . Süpernotant atıldı, her godedeki hücre süspansiyonu bir 
biberona konularak donduruldu. 

Bu çalışmada ilk 6 ay içerisinde toplam 15 seri. hücre stoklama.
sı yapıldı. 

Burada sedimentasyon öncesi ortalama hücre konsantrasyonu 
2,5 x 106 hücre/ml, her. biberonda nihai hücre yoğunluğu ortalama 
1 x 10'0 hücre/ml idi. 

b - Dondurulan hücrelerle yeni kültürlerin hazırlanması . : . 

Üretme vasatı 3rC'ye kadar ısıtıldıktan sonra her .s · litre :vasdt 
için 1 biberon -130°C'den ekartılarak süratle, . 3rG su bahyosunda 
çözdürüldü ·ve sıcak (3rC) üretme .vasatına boşaltıldı. Burada ge-
çen süre ortalama 15 dakika idi. · · 

Taze vasat içerisindeki hücreler iyice homojenize edildikten .son
ra sayım için numune alındı ve mikroskobik oiarcik morfoiÖjik yapı 
incelendi. sayım yapıld ı. Daha sonra fermentöre ·trans-fer edilen hüc
relerin 48 saat sonundaki üreme ve canlılık durumları tekrar 'ölınaiı 
numuneler ile tespit edildi. 

BULGULAR 

a - Hücre sedimentasyonu : 4°C'de bir gece sedimentasyona 
terk ed(len hücre . kültürlerinin 'süpernatantından yapıli::ln sayımlarda 
halen sedimente olmamış ortalama 1.5x105 hücre/ml bulunduğu tes
pit edilmiştir. Başlangıçtaki hücre konsantrasyonunun 2,6 x 106 ' htıc
re/ ml civarında olduğu gözönüne alınırsa. yaklaşık o;; 6 oranında 
hücre kaybının olduğu ortaya çıkmaktadır. 

b - Dondur:ulan hücrelerle yeni .kültürlerin hazırlanması : . bon
durulan hücrelerin çözdürülmesi işlemi her biberon için .15 dak.ika 
kadar bir zamana ihtiyaç göstermiştir . Çözdürülen ve 3rC'deki. üret
me vasatında süspanse edilen hücrelerin yeni ortamdan alınan nu
munelerinde ölüm oranının % 10 civarında olduğu tespit edilmiştir. 

Ancak 48 saat inl<ubasyon sonrası ölü oranında azalmanın yanında 
üremenin de norıııal düzeye ulaştığı gözlenmiştir (Tablo 1) . 
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TARTIŞMA 

Hücre kültürlerinin düşük ısı derec::elerinde dondurularak muha
fazası uzun yıllardan beri bilinen bir yöntemdir. Bu amaçla genelde 
:...:....7o·c ve -196° derin donduruculardan yaraıcinılmaktadır. -7o·c 
de hücrelerin en fazla 6 ay muhafaza edilebileceği bildirilmektedir 
(1). 

- Gerçekte bizim gözlemlerimize göre ise -700C'de hücreler bir 
yıldan daha uzun süre muhafaza edilebilmektedir. Ancak burada 
önemli olan, derin, dondurucunun ısısının sabit tutulabilmesidir. En 
uzun süreli ve güvenli hücre muhafazası -196°C sıvı azot içerisinde 
gerçekleş~irilebil.ir. Su ısıya dayanıklı ampuller ticarette en fazla 5 
_ml . hacıma ,kçıdar üretilmel<tedir. Oysa polikarbonat yapı$ındaki kap
lar -15o·c·ye kadar bozı..ilmaçlan ka!abilmektedir. Hücre kültürleri
nin en az 1 yıl süre ile ve güvenle muhafaza edile.bilmesi için bu ça
lışrı:ıada 250 ml hacımlı polikarbonat k,aplar kullanılarak -13o·c s ı vı 
azot buharında stoklanması denenmiştir. 

Dondurr:na. işlemi sırasında ısının düşüş hıı:ının olumsuz· etki!eii 
.hücre türüne göre değişmektedir (7). Fibroblastik hücreler için or
talama en uygun ısı düşme hızı 1° - 3oC/dak. olarak bildirilmektedir 
(3, 5). Tablo 1 incelendiğinde görülen % 10 oranındaki hücre ölüm
lerinin nedenlerinden biri hücre hacmının 100 ml gibi büyük bir mik
tarda ve dolayıs ı ile ceperlerdeki soğuma hızı ile orta kısımdaki so
ğuma hızının farklı olmasıdır. 

Hücre ~aybının ikinci nedeni de . kullanılacağı zaman hücrenin 
.cözdürüimesi icin geçen sürenin 15 dakika olmasıdır. Hücre stok
lanmasın~a bqşarıda en önemli faktörlerden birisi donmuş hücrenin 
süratle (1-5 dakika) inkıbasyon için gerekli optimal ısı derecesine 
ulaşmasıdır. Süre uzadıkca ortamda bulunan kriyoprotektan mad
delerin etkileri. görülmey~ başlar ki bu da membranda kısmen onarı
labilir tahribat ve hücre ölümleri i!e sonuclanır (3). 

Bu . çalışmanın amacının ana hücre stoku yapmak değil üretimi 
destekleyici hücre stoku yapmak olduğu dikkate alınınca görülen 
% 10 ölümün sonuca fazla olumsuz bir etki yapmayacağı ortaya çı

kacaktır. Gene de ilerideki çalışmalarda bu oranın düşürülmesine yö
nelik önlemler alınmalıdır. 
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Hücre muhafazası işleminde kaybı önlemek için, hücre üretme 
vasatının mebran koruyucu maddeler ile takviye edilmesi önerilmek
tedir (3). Laboratuvarımızda ise gene aynı amaçla, rutin hücre stok
lamalarında, dondurma vasatındaki serum miktarı arttırılmış (% 9.0) 
ve böylece hücre kaybı % 10'a indirgenmiştir. Küçük ampullere uy
gulanan bu yöntem büyük hacımdaki stoklara da uygulanabilir. 

ÖZET 

Büyük hacımdaki hücrelerin uzun süreli muhafazası için -. 1so·c 
nih altındaki sıcaklıklara ihtiyaç vardır. -196.C'ye dayanıklı hücre 
dondurma ampullerinin maksimum kapasitesi 5 ml'dir. 100 ml hacım
daki hücre:erin dondurularak muhafazası için ticarette sad~ce pali
karbonat ampuller bulunmaktadır ki bunlar da ancak -15o·c·ye ka
dar bozulmadan kalabilmektedirler. Bu nedenle denemeler sıvı azot 
gazında hücre muhafazası konusunda yoğunlaştırılmıştır. 

Bu çalışmada 15 seri hücre kültürü 100 ml hacımda dondurul
muştur. Bu hücrelerin çözdürüldükten sonraki üreyebilirlik oranının 
ortalama % 90 olduğu tespit edilmiştir. 

SUMM .ARY 

For- long term storage of so large quantities of eells i~, ls ne
cessary to keep them below minus 1so·c. Tlıe maximum capacity 
of the ompaules which are not demaged in minus 196·c is limited 
with 5 ml' To freeze the cells in at least 100 ml volume only poly
carbonate ompaules are commercially available. Those are resistant 
to steam sterilisation and freezing untill minus 156·c. For that rea
son the experiment is realised in the gas phase of liquid nitrogen. 
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TAB.LÇı 1 Stoktan çıkartılan . . hiicr~leı-in ilk süspcnse kültüründe ·o ve 4S;inci 
saaflerindeki canlı ve ö!ü hücre konsantrasyonları (hücre/ ml 
olarak). 

O saat 48 saat 
Kültür Canlı Ölü Canlı Ölü 

No. hücre hücre hücre hücre 

1 1x1Q6 1 x1 os · 2,8x1os 
2 sx1os 7,8xi04 2,3x1 os 4x1Q4 

: 3 9x1'05 1 ,2x1os 2,4x1.QS 5x'Jo4 
4 1 X1 05. 9x10'~ . 3x1os 5x1'04 

5 7-.5xıos 5x104 2x1os 
6 1 x1os 1;1 x1Q5 2,8xlos 1x104 
7 1 ,2x1 os· 1x105 2,9xlos 
8 6xlQS 5x104 1 ,axıos 2x104 
9 1,1x1os 7x1D4 2,9x1os 

10 Sx1Q5 · 9x10~ .. 2;3x1os 1x104 

11 1 ,3·x1'05 1xı-o ·ı kontamine 
12 1x106 9,qx104. 2,7x1;0s 2x104 
13 9,5x1.QS 8x1 -::4 2,5x106 2x104 

14- 8,8x1 os . 9x1Q4 2,4x1 os 4xl04 

15 1,1x1'os 1x1Q5 2,8xl:JS 
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