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BUYUK HACIMDA SUSPANSE HUCRE
KULTURLERININ STOKLANMASI
UZERINDE UYGULAMALAR

S. ismet GURHAN (1) Aysun OZTURKMEN (2) Tamer ERGUC (3)

GiRIS

Farkh organiardan orijinini alan hiicrelerin invivo Uretimleri ve
uzun slreli stoklanmalar icin farkh kiltir ortamlarina ihtiya¢ vardir.
Hucre kdlturlerinin distk 1si derecelerinde inkubasyonu, metabolik
faaliyetleri dolayisi ile taze vasat takviye etmek veya subkiiitiir yap-
mak ihtiyacini azaitir. Boylece hiicrelerin muhafazasi yoluna gidile-
bilir. Hiicrelerin oda derecesinde ya da 4+4°C’de muhafazasi kisa si-
reler icin gecerli bir ¢oziimdir. Uzun sireli muhafaza icin eksi de-
recelerin kullaniimasi gerekir.

Huicreler liyofilizasyona ve —25°C’nin Uzerindeki donma derece-
lerine dayanikli degildirler. —140°C hatta —70°C’lerde hucreler 6-12
ay kadar zarar gérmeksizin muhafaza edilebilirler. Ortamdaki fiziko -
kimyasal degisiklikler ancak —130°C'nin altindaki sicakliklarda ih-
mal edilebilir diizeydedir. —196°C’de bu aktivite tamamen durur (1,
2, 3). Bu nedenle hiicre muhafazasi igin en uygun sicaklik —196°C’
dir. ’

Dondurulan hiicrelerin hayatiyetlerini ve reme aktivitelerini mu-
hafaza etmeleri dondurma ve eritme siiratine baghdir. Her ne kadar
dondurma hizint ayarlayici cihazlar Uretilmis ise de birgok labora-
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iuvar bu sorunu, ampulleri kuru buz termoslari icinde veya —70°C’de
bir gece bekleterek ¢éziimlemektedirier (5).

Ayni sekilde donmus hiicrelerin kullanilacagi zaman ¢dzduril-
me surati de 6nemli- bir faktdrdir. Bu amacla en uygun islem, am-
pult 37°C’lik su banyosunda hizla ¢ézdiirmektir.

1975'de (Jensen, M. 1975), 100 ml hacimh siselerdeki hticre kil-
tdrlerini —70°C’de 6 ay sire ile muhafaza edilebildigini bildirmistir,
Bozi laboratuvarlarda daha distk 1s1 derecelerinde benzer stoklar
tzerinde calismalar yapiimaktadir.

Biylk hacimda stoklanan hiicre kiltiirleri ile ara pasajlara ge-
rek kalmaksizin 30 veya 100 litre kapasiteli suspanse kiilttir hazirla-
mak mimkin olacaktir ki, béylece hicrenin pasaj adedi azalacagi
gibi tretimdeki herhangi bir aksakhidin ardindan normal diizeye ulas-
mak icin gereken zaman da kisaltilmis olacaktir.

MATERYAL ve METOT

Matelyal :
- Hiicre : BHK21 C 13 slispanse hucre kiltrleri kullaniidi.
Vasat : Hiicre {Uretme vasatl olarak % 10 sidir serumliu 6M, hiic-

re stoklama vasati olarak % 20-30 sigir serumlu ve % 10 DMSO'{u
6M vasati kullaniidi.

Dimethylsulfoxid (DMSO) : Merck, Art." 2951 kullanildi,

Hiicre Donduyma Kaplari : —156”ye kadar bozulmadan dayana-
bilen, hicre kiltlrieri icin nontoksik, 250 ml hacimli, polikarbongat
yapisinda biberon tipi kaplar (Chicco, ARTSANA, cod. 60003), agiz-
lar1 biri paslanmaz ¢elik, digeri silikon iki conta ile kapatilarak kul-
lanildi. '

Swi Azot Kabi : 300 litre total hacimli, Union Carbide, sivi azot
kaplari, biberonlar siviya degmeyecek sekilde modifiye edildikten ve
seviye gostergesi ilave ediidikten sonra kullanildi.

Metot :

a — Hiicre kiiltirlerinin konscantrasyonu ve dondurulmasi :

30 ya da 150 litrelik fermentorlerdeki 24 saatlik hiicre kiltiirleri
5 litrelik steril cam kaplara alinarak 4°C’de bir gece sedimentasyona
terk edildi. Bu siire sonunda her sisedeki siipernatant, hilicre sayi-
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mi yapildiktan sonra atildi ve sedimente 4°C’deki 100 ml muhafaza
vasatl ilave edilerek homojenize edildikten sonra 250 ml kapasiteli
santriflif godesine iransfer edildi. 4°C’de 5 dakika santrifiij ed:ldi.
(1000 rpm). Supernatant atildi, her godedeki hiicre slispansiyenu bir
biberona konularak donduruldu.

Bu calismada iik 6 ay igerisinde toplam 15 seri hiicre- stoklama-
st yapildi.

Burada sedimentasyon oncesi ortalama hicre konsantrasyonu
2,5 x 10° hicre/ml, her biberonda nihai hiicre yogunlugu ortalama
1x 10 hiicre/ml idi.

b — Dondurulan hiicrelerle .yeni kiiltirlerin hazirlanmasi :

Uretme vasati 37°C'ye kadar isitildiktan sonra her 8 litre vasat
icin 1 biberon —130°C’den ckartilarak stiratle,” 37°C su banyosunda
¢Ozduraldi ve sicak (37°C) lretme .vasatina bosaltildi. Burada ge-
cen slre ortalama 15 dakika idi. W

Taze vasat icerisindeki hiicreler iyice homojenize edildikten son-
ra sayim icin numune alindi ve mikroskobik olarak morfolojik yapi
incelendi, sayim yapildi. Daha sonra fermentére transfer edilen hiic-
relerin 48 saat sonundaki lireme ve canhlik durumlan tekrar alinan
numuneler ile tespit edildi. :

BULGULAR

a — Hiicre sedimentasyonu : 4°C’de bir gece sedimentasyona
terk edilen hiicre kilturlerinin stpernatantindan yapilan sayimlarda
halen sedimente olmamis ortalama 1.5x10% hiicre/ml bulundugu tes-
pit edilmistir. Baslangictaki hiicre konsantrasyonunun 2,6 x 10¢ 'hiic-
re/ml civarinda oldugu goézdnine alinirsa, yaklasik % 6 oraninda
hiicre kaybinin oldugu ortaya cikmaktadir. '

b — Dondurulan hiicrelerle yeni kiiltirlerin hazirlanmasi : Don-
durulan hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi islemi her biberon icin 15 dakika
kadar bir zamana ihtiya¢ gostermistir. Cozdiriilen ve 37°C’deki Uret-
me vasatinda stspanse edilen hiicrelerin yeni ortamdan alinan nu-
munelerinde 6lim oraninin % 10 civarinda oldugu tespit edilmistir.
Ancaok 48 saat inkubasyon sonrasr 6li oraninda azalmanin yaninda
tremenin de normal dizeye ulastiyt gézlenmistir (Tablo 1).
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TARTISMA

Hicre kiltarlerinin dusuk 1si derecelerinde dondurularak muha-
fazasi uzun yillardan beri bilinen bir yontemdir. Bu amagla genelde
—70°C ve —196° derin donduruculardan yaralaniimaktadir. —70°C
de hicrelerin en fazla 6 ay muhafaza edilebilecedi bildirilmektedir

(1).

- Gercekte bizim goézlemlerimize gore ise —70°C’de hiicreler bir
yildan daha uzun slre muhafaza edilebilmektedir. Ancak burada
6nemli olan, derin dondurucunun isisinin sabit tutulabilmesidir. En
uzun sureli ve givenli hiicre muhafazasi —196°C sivi azot icerisinde
gerceklestirilebilir. Bu isiya dayanikli ampuller ticarette en fazla 5
mi_hacima kadar Uretilmektedir. Oysa polikarbonat yapisindaki kap-
lar —150°C’ye kadar bozulmadan kalabilmektedir. Hicre kultirleri-
nin en az 1 yil sire ile ve glvenle muhafaza edilebilmesi i¢cin bu ca-
smada 250 mi hacimh polikarbonat kaplar kullanilarak ——130°C sivi
azot buharinda stoklanmasi denenmistir.

Dondurma iglemi sirasinda isinin disis hizinin olumsuz etkileri
hicre tlriine gore degismektedir (7). Fibroblastik hiicreler igin or-
talama en uygun 1si disme hizi 1°-3°C/dak. olarak bildirilmektedir
(8, 5). Tablo 1 incelendiginde goriilen % 10 oranindaki hiicre Alim-
lerinin nedenlerinden biri hiicre hacminin 100 ml gibi buyik bir mik-
tarda ve dolayisi ile ceperlerdeki soguma hizi ile orta kisimdaki so-
guma hizinin farkli olmasidir.

Hucre kaybmin ikinci nedeni de kullanilacagi zaman hiicrenin
¢cozdurlimesi icin gecen sirenin 15 dakika olmasidir. Hiicre stok-
lanmasinda basarida en 6nemli faktorlerden birisi donmus hicrenin
stratle (1-56 dakika) inkibasyon igin gerekli optimal i1s1 derecesine
ulasmasidir. Siire uzadikca ortamda bulunan kriyoprotekian mad-
delerin etkileri gbriilmeye baslar ki bu da membranda kismen onari-
labilir tahribat ve hicre o6liimleri ile sonuclanir (3).

Bu calismanin amacinin ana hiicre stoku yapmak degil tretimi
destekleyici hiicre stoku yapmak oldugu dikkate alininca goriilen
% 10 olumiin sonuca fazla olumsuz bir etki yapmayacag! ortaya ¢i-
kacaktir. Gene de ilerideki calismalarda bu oranin distriiimesine yo-
nelik dnlemler chnmaldir.
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Hiicre muhafazasi isleminde kaybi dnlemek igin, hilicre lretme
vasatinin mebran koruyucu maddeler ile takviye edilmesi onerilmek-
tedir (3). Laboratuvarimizda ise gene ayni amagcla, rutin hiicre stok-
lamalarinda, dondurma vasatindaki serum miktart arttiriimis (% 90)
ve boylece hiicre kaybi % 10'a indirgenmistir. Kiiciik ampullere uy-
gulanan bu yéntem biyilik hacimdaki stoklara da uygulanabilir.

OZET

Bliylik hacimdaki hiicrelerin uzun siireli muhafazasi igin —130°C
nin altindaki sicakliklara ihtiyag¢ vardir. —196°C’ye dayanikli hiicre
dondurma ampullerinin maksimum kapasitesi 5 ml’dir. 100 ml hacim-
daki hicreierin dondurularak muhafazasi igin ticarette sadece poli-
karbonat ampuller bulunmaktadir ki bunlar da ancak —150°C’ye ka-
dar bozulmadan kalabilmektedirler. Bu nedenle denemeler sivi azot
gazinda hiicre muhafazasi konusunda yogunlastiriimistir.

Bu calismada 15 seri hiicre kiltiiri 100 ml hacimda dondurul-
mustur, Bu hiicrelerin ¢ozdiriildiikten sonraki ireyebilirlik oraninin
ortalama % 90 oldugu tespit edilmistir.

SUMMARY

For long term storage of so large quantities of cells it is ne-
cessary to keep them below minus 130°C. The maximum capacity
of the ampoules 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 ampoules 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.

TESEKKUR

Bizlere bu calismayl yapma firsatini veren Bakanlik Arastirma
Dairesi'ne ve Sap Enstitist Mudurligi'ne tesekkiir ederiz.
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'TABLQ 1 : Stoktan cikartilan hiicrelerin ilk siispanse kiilkiiriinde ¢ ve 48'inci
saatlerindeki canh ve 8lii hiicre konsuntrusyon!un (hucre/ml

olarak).
0 saat - 48 saat

Kitiir Canhi Olii "~ canh Olix
No. hiicre ) hiicre hiicre hiicre

1. X105 7 1x105 2,8x105 , e
2 8x105  7,8x10¢4 2,3x108 4x10¢
3 9x105 1,2x105 2,4x10° 5x104
4 1x108 9x10* 3x195 5x104

5 7,5%105 5x104 2x710°% —_—
6 1x108 . 1,1x105 2,9x10% 1x104

7 1,2x10% 1x105 2,9x10% —_
8 6x103° 5x104 1,8x185 2x104

9 1,1x10% 7x104 2,9x10°% —_—
10 9x105 ox104 - 2;3x108 1x10¢4

11 1,3x10% 1x10* kontamine

12 1x105  9,5x104 2,7x105 _ 2x10¢
13 9,5x103 8x154 2,5x108 2x104
14 8,8x103 9x104 2,4x105 T 4x104

15 1,1x108 1x105 2,9x105 —
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