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ÖZET
Amaç: Çalışmamızda; dondurma-çözme işleminin ar-
dından direkt kültürü yapılmış ve santrifüj işlemi uygu-
landıktan sonra kültüre edilmiş HepG2 hücrelerinin in 
vitro ortamda karşılaştırmalı değerlendirilerek hücre 
çözme işlemi için en uygun yöntemin belirlenmesi 
amaçlanmıştır.
Gereç ve Yöntem: %10 DMSO (Dimethylsulfoxide) 
ve %1 FBS (Fetal Bovine Serum) içeren DMEM (Dulbec-
co’s Modified Eagle’s Medium) den oluşan dondurma 
medyumu içerisinde dondurulmuş HepG2 hücreleri, 
37°C su banyosu içerisinde çözüldükten sonra iki gruba 
ayrıldı. I. Gruptaki hücreler direkt kültür metodu uygu-
lanarak; II. Grup hücreler ise 3000 rpm de 3 dak. san-
trifüj edilmelerinin ardından hücre pelleti ayrıştırılarak 
eşit oranda besi yeri içerisinde kültüre edildi. Tüm 
örnekler; Zeiss PrimoVert invert mikroskobunda hergün 
karşılaştırmalı değerlendirildi. Ardından 7. Gün fikse 
edilerek Hematoksilen-Eozin ve Tripan Mavisi ile boy-
andı. 
Bulgular: İki grup hücrenin morfolojik özellikleri 
arasında belirgin bir farklılık gözlenmedi. Ancak sant-
rifüj uygulanan hücrelerin bulunduğu kültür kaplarında 
kültürün her döneminde ölü hücre sayısının daha yük-
sek olduğu dikkati çekti.
Sonuçlar: Çalışmamız; karaciğer kanser hücreleri-
nin morfolojisi üzerinde dondurma-çözme işlemleri 
sonrasında uygulanan santrifüj işleminin belirgin bir 
farklılığa yol açmadığını göstermektedir. Ancak santrifüj 
sonrası yapılan kültürlerde, ölü hücre sayısının daha fa-
zla olduğu gözlemlenmiştir. Özellikle hücre sayısının 
az olduğu çalışmalarda çözme sonrası direkt kültürün 
yapılmasının daha uygun olacağı kanaatine varılmıştır. 
Anahtar Kelimeler: HepG2, dondurma-çözme, sant-
rifüj, direkt kültür, dimetilsülfoksit

ABSTRACT
Aim: The study aims to examine the effects of centrifuging 
of HepG2 cells after freezing-thawing process and to clarify 
the best way for thawing he cells for in vitro culture.
Materials And Methods: HepG2 cells were frozen in 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)  containing 
10 %DMSO (Dimethylsulfoxide) and 1% FBS (Fetal Bovine 
Serum) . They were thawed in 37°C water-bath immediately 
and then seperated into two experimental groups: Group I:  
Cells were cultured directly. Group II: The thawed cell pellet 
were cultured in the same conditions after centrifuging in 
3000 rpm for 3 minutes. All specimens were comparatively 
examined under Zeiss PrimoVert invert microscope. Subse-
quently; the cells were fixed on 7th day and stained with 
Hematoxylene& Eosin and Trypan Blue.
Results: There were no significant morphological difference 
between two groups. However; the dead cell number on 
daily examinations were strikingly more in the culture of the 
thawed / centrifuged group.
Conclusions: The study demonstrates that centrifuge after 
thawing has no significant effect on the morphology of liver 
cancer cells. However, cells undergoesdying process increa-
se after centrifuge.   Those results show that direct culture 
method should be preferred if the cell number is limited in 
a study.
Keywords: HepG2, freeze-thaw, centrifuge, dimethylsulf-
oxide
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GİRİŞ
İn vitro hücre kültürü çalışmaları kanser araştırmalarında 
önemli yer tutmaktadır. Kanserli hastalardan alınan dokular-
dan  hücreler üretilmekte, incelenmekte ve sonraki çalışma-
larda kullanılmak üzere  dondurulmaktadır. Dondurup 
çözme sonrası bu hücrelerin en uygun şekilde kültürlerinin 
yapılmasının bilimsel araştırmaların başarısı açısından önemi 
büyüktür. Bu işlemler hücre için önemli bir stres kaynağıdır. 
Çözme işleminin ardından hücrelerin oldukça kırılgan olduğu 
bildirilmiştir. Kriyoprezervasyon işlemi gerçekleşirken çevresel 
soğumanın sebep olduğu hücresel hasarların çoğuna don-
ma sırasında dehidrasyon, çözme esnasında ise rehidrasyon 
neden olmaktadır. Hem dehidrasyon hem de rehidrasyon 
biyomoleküller ve hücresel zarlara mekanik stres oluştur-
maktadır. Bunun sonucunda da hücrede oluşan donma ve 
çözme tahribatıyla ilişkililendirilen pek çok problemler ortaya 
çıkmaktadır (1, 2). Son zamanlarda hücre ve dokuların kriyo-
prezervasyonunun sağlanabilmesi için, çok farklı dondurma 
metodları ve amaca göre değişen kriyoprotektif ajanlar kul-
lanılmaktadır. Bu kriyoprotektif ajanlardan en sık kullanılanları 
DMSO (dimethylsulfoxide) ve gliseroldür. Gliserol DMSO ile 
kıyaslandığında hücreler için daha düşük toksik etkiye sahip-
tir. Fakat yapılan çalışmalarda DMSO daha sık kullanılmak-
tadır. DMSO hücre içine daha çabuk diffüze olur bu nedenle 
de kriyoprotektif oranı daha yüksektir (3, 2, 4). Bu yüzden 
gliserole göre daha avantajlıdır. 
DMSO’nun hücreler için toksik olabileceği saptanmıştır. Bu 
nedenle bazı bilim adamları, çözme işleminin hemen ardın-
dan hücreleri santrifüj ederek, dondurma medyumunun 
içerisindeki DMSO’ya maruz kalma süresini minimuma in-
dirmek gerektiğini savunmaktadır. Bazı araştırmacılar ise; za-
ten çözme sonrası kırılgan hale gelen hücrelere santrifüj ile 
yeni bir mekanik stres uygulamanın doğru olmadığını, don-
durma medyumunun besi yeri ile seyreltilerek DMSO’nun 
toksik etkilerinin minimuma indirilebileceğini düşünmekte-
dirler.  
Mekanik stres hücrelerin gelişiminde merak edilen çevre-
sel bir faktördür. Bu gücün hücreler üzerindeki etkisinin iyi 
bir şekilde aydınlatılması in vivo ve in vitro hücre gelişimini 
daha yakından tanımamızı sağlayacaktır. Uygulanan stres 
hücreler üzerinde deformasyon, migrasyon, proliferasyon ve 
farklılaşma açısından önemli bir role sahiptir. Mekanik stresin 
hücreler üzerinde etkisini gösteren farklı çalışmalar mevcut-
tur (5-13, 14). Santrifüjün farklı hücre tipleri üzerine etkileri 
konusunda ise oldukça kısıtlı sayıda araştırma mevcuttur.   
 Çalışmamızda hepatosellüler karsinoma tanısı konulmuş 
bir hastadan izole edilen HepG2 hücrelerinin bu işlemlerden 
nasıl etkilendiğini incelemeyi ve çözme işlemi için en uygun 
yöntemi belirlemeyi hedefledik.
GEREÇ VE YÖNTEM

%10 DMSO (Dimethylsulfoxide) ve %1 Fetal Bovine Serum 
(FBS) (Capricorn Scientific) içeren Dulbecco’s Modified Ea-

gle’s Medium (DMEM) (Pan Biotech)  den oluşan dondurma 
medyumu içerisinde dondurulmuş HepG2 hücreleri 37°C su 
banyosu içerisinde çözüldükten sonra iki gruba ayrıldı. 
I. Gruptaki hücreler direkt kültür metodu uygulanarak; II. 
Grup hücreler ise 3000 rpm de 3 dakika santrifüj edilmeler-
inin ardından hücre pelleti ayrıştırılarak eşit oranda besi yeri 
(10% FBS ve 1% Streptomisin ve Penisilin (Multicell)  içeren 
89% DMEM)  içerisinde kültürleri yapıldı. İki gruptaki hücrel-
er de; 37 °C’de 5% CO2 içeren inkübatörlerde (Panasonic, 
İstanbul) kültüre edildi. Tüm gruplara ait hücreler aynı saatte 
gün aşırı beslenerek bir hafta süre ile gözlemlendi. Hücre-
lerin PrimoVert Invert faz kontrast (Zeiss) mikroskobu ile 
farklı büyütmelerde canlı görüntüleri kaydedildi. Bir haftalık 
kültürün ardından hücreler fikse edildi. Hematoksilen-Eo-
zin ve Tripan Mavisi ile boyandı. Gruplardaki tüm örnekler 
karşılaştırmalı olarak değerlendirildi.

BULGULAR
Hücrelerin günlük faz kontrast mikroskobu altındaki takipleri 
sırasında; birinci ve ikinci grup hücrelerinin morfolojik özel-
likleri karşılaştırmalı değerlendirildi. Her iki grupta da; HepG2 
hücrelerinin bilinen morfolojik özelliklerini taşıyan poligonal, 
gruplar halinde çoğalmaya eğilimli, kültür yüzeyine yapışmış, 
merkezi çekirdeklere sahip hücreler gözlemlendi. 
Ancak; santrifüjün ardından kültüre edilen hücreler arasında 
ölü hücre sayısının çokluğu dikkati çekti. Bir hafta boyunca 
günlük takipler sırasında elde edilen canlı hücre görüntüleri 
incelendiğinde; santrifüj sonrası kültürlerde her gün ölü 
hücre sayısının dikkati çeken bir oranda daha fazla olduğu 
saptandı (Resim 1 a,b, c., Resim 2 a, b, c, Resim 3 a, b., Resim 
4 a, b)

Resim 1 a, b, c. Çözülmelerinin ardından santrifüj uygula-
narak kültüre edilen HepG2 hücrelerinin 24., 48., 72. saat-
lerde faz kontrast mikroskop altında çekilen fotoğrafları.
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Resim 2 a, b, c.Çözülmelerinin ardından direkt kültüre 
edilen HepG2 hücrelerinin,  24., 48., 72. saatlerde faz kon-
trast mikroskop altında çekilen fotoğrafları.

Resim 3 a, b. Santrifüj uygulanarak kültüre edilen HepG2 
hücrelerinin faz kontrast mikroskop altında çekilen fotoğrafları.

Resim 4 a, b. Direkt kültüre edilen HepG2 hücrelerinin faz 
kontrast mikroskop altında çekilen fotoğrafları.
Bir haftalık kültürün ardından fikse edilen hücreler Hematoksi-
len ve Eozin ile boyandı. Karşılıklı değerlendirildiklerinde; sito-
plazmik yapılarının çok benzer olduğu görüldü. Hücre hacim-
lerinde, uzantılarında, çekirdek yapılarında hücreler üzerinde 
stresin arttığını gösterecek belirgin bir farklılık yoktu. Sitoplaz-
maların benzer şekilde boyanmış olması; sitoplazmik orga-
neller ve sitozol içeriğinin de benzer olduğunu düşündürdü.  
Canlı incelemelerde karşılaşılan çok sayıdaki ölü hücre mik-
tarının boyama sürecinde ortamdan temizlenmiş olduğu 
dikkati çekti (Resim 5a, b).  Tripan mavisi ile yapılan boyama-
larda da; hücrelerde çekirdek / sitoplazma oranı, çekirdeğin 
ve sitoplazmanın boyanma özellikleri, hücre şekilleri arasında 
belirgin bir farklılık gözlenmedi (Resim 6 a, b).

Resim 5  a)Santrifüj uygulanarak kültüre edilen HepG2 
hücrelerinin Hematoksilen ve Eozin ile boyanmış görüntüleri.
b)Direkt kültüre edilen HepG2 hücrelerinin Hematoksilen ve 
Eozin ile boyanmış görüntüleri.

Resim 6 a) Santrifüj uygulanarak kültüre edilen HepG2 
hücrelerinin Tripan maisi ile boyanmış görüntüleri.
b) Direkt kültüre edilen HepG2 hücrelerinin Tripan mavisi ile 
boyanmış görüntüleri.
TARTIŞMA
Mekanik etkiler; hücrelerin büyüme, gelişme ve farklılaşmasın-
da önemli role sahip olmakta iskelet yapının gelişimini de aktif 
olarak etkilemektedirler. Lee ve ark.’ları MC3T3-E1 fare oste-
oblast hücrelerinin santrifüj sonrası DNA sentezini, ALP aktiv-
itesini ve osteokalsin üretimini araştırmışlardır. Hücreler önce 
%10’luk, 24 saat sonra %0, 1 ve 10’luk FBS içeren α-MEM’de 
kültüre edilmişlerdir. HM-2 micro titer rotorda günde 3 kere 
10 dakika boyunca 400g’de santrifüj edilmişlerdir. Bunun 
sonucunda DNA sentezi ve ALP aktivitesi en yüksek santrifüj 
uygulanan ve %1’lik FBS içeren hücre grubunda bulunmuş-
tur. %0 FBS içeren grupta santrifüjün DNA ve ALP üzerine 
anlamlı bir etkisi bulunamamıştır. Ayrıca santrifüjün serum 
konsantrasyonlarından bağımsız olarak osteokalsin üretimini 
etkilemediği belirtilmiştir (15).Mekanik güçlerin etkilerinin 
araştırıldığı bir diğer hücre grubu; adipoz kök hücrelerdir. Yağ 
hücre purifikasyonunda santrifüj hızlarının ve zamanlarının 
farklı sonuçlar ortaya çıkardığı belirtilmiştir. Coleman ve ark. 
(16) 3000 rpm de 3 dakika önerirken,Boschert ve ark. (17) 
100g üzerindeki tüm kuvvetlerin hücre hasarına yol açacağını 
belirtmiş ve 50g de 2 dakika önermişlerdir. 2 dakikada 500g 
uygulanan yağ hücrelerinde santrifüj uygulanmayanlara 
kıyasla istatistiksel açıdan anlamlı bir fark bulunmamaktadır 
(18).
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Yapılan son çalışmalar histolojik açıdan 100g üzerindeki kuv-
vetlerin adiposit hasarına yol açtığını açıkça gösterememekte 
ve 1200g uygun değer olarak önerilmektedir (19). 
Mekanik stres hücre çalışmalarında yaygın olarak maruz 
kalınan bir faktör olmaktadır. Özellikle yardımla üreme 
tekniklerinde kaliteli sperm elde edilmesinde kullanılan 
metodlardan biri de santrifüjdür. Yapılan çalışmalarda sant-
rifüjün insan spermatozoa hücrelerinde ömrü kısalttığı ve 
motiliteyi azalttığı (20), DNA bütünlüğünü etkilediği (21, 22 
) belirtilmiştir.
Santrifüj stresine karşı yüksek duyarlılığı bilinen kemirgen 
epididimal spermatozoalarda santrifüj kuvvetinin progresif 
hareketlilik ve yüksek mitokondriyal zar potansiyeline sahip 
spermatozoa sayısı ile ters orantılı olduğu gösterilmiştir (23, 
24).
Mekanik stres hücrelerin gelişiminde merak edilen çevresel 
bir faktördür. Bu gücün hücreler üzerindeki etkisinin iyi bir 
şekilde aydınlatılması in vivo ve in vitro hücre gelişimini daha 
yakından tanımamızı sağlayacaktır. Mekanik stres hücreler 
üzerinde deformasyon, migrasyon, proliferasyon ve farklılaş-
ma açısından önemli bir role sahiptir. Mekanik stresin hücrel-
er üzerinde etkisini göstermek amacıyla pek çok yöntem kul-
lanılmıştır.
Çalışmamızda;  bir hafta boyunca günlük takipler sırasında 
elde edilen canlı hücre görüntüleri incelendiğinde; her iki 
deney grubunda HepG2 hücrelerinin morfolojik özelliklerinin 
değişmediği, her iki grupta da benzer olduğu gözlemlendi. 
Ancak; santrifüjün ardından kültüre edilen hücrelerde her 
gün ölü hücre sayısının arttığı saptandı.
Bir haftalık kültürün ardından fikse edilen hücrelerde he-
matoksilen eozin boyama sonrasında, karşılıklı değerlendir-
melerde; hücrelerin sitoplazmik yapılarının çok benzer old-
uğu görüldü. Hücre hacimlerinde, uzantılarında, çekirdek 
yapılarında hücreler üzerinde stresin arttığını gösterecek 
belirgin bir farklılık yoktu. Metilen mavisi ile yapılan boyama-
larda da; hücrelerde çekirdek / sitoplazma oranı, çekirdeğin 
ve sitoplazmanın boyanma özellikleri, hücre şekilleri arasın-
da belirgin bir farklılık gözlenmedi.  Santrifüj edilen grupta; 
kültürün her aşamasında ölü hücrelrin çokluğu; santrifü-
jün ortaya çıkardığı mekanik stresin hücrelerin programlı 
ölümünü stimüle etmiş olduğunu düşündürdü. 

SONUÇLAR
Çalışmamız; karaciğer kanser hücrelerinin morfolojisi ve 
fonksiyonları üzerinde dondurma-çözme işlemleri sonrasın-
da uygulanan santrifüj işleminin morfolojik açıdan belirgin 
bir farklılığa yol açmadığını göstermektedir. Ancak santrifüj 
sonrası yapılan kültürlerde, kültürün her aşamasında ölüme 
giden hücre sayısının arttığı saptanmıştır. Sonuçlarımız; 
hücre sayısının az olduğu çalışmalarda çözme sonrası direkt 
kültürün yapılmasının daha uygun olacağını düşündürmek-
tedir. 
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