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THE EFFECT OF STORAGE CONDITIONS ON ISOLATED LYMPHOCYTE VIABILITY
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Amag: Saklama kosullarimin izole lenfosit canliig iizerindeki etkisi, hiicrelerin uzun stireli
saklanabilmesi icin kritik bir faktordiir. Lenfositler, bagisiklik sisteminin dnemli hiicreleri olup,
cogunlukla kanser gibi kronik hastaliklarin degerlendirilmesi veya farkli arastirma konularinda
kullanilmak iizere laboratuvar ortaminda izole edilip saklamirlar. Bu saklama islemi, hiicrelerin
fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerini koruyabilmesi icin uygun kosullarda yaprimalidir.

Bu baglamda, saklama kosullarimin izole lenfositlerin canliligi iizerindeki etkileri belirlemek,
yvapulacak aragtirmalarda dogru sonug alabilmek igin ¢ok énemlidir.

Gerec ve Yontem: Bu makalede, insan lenfosit orneklerinde saklama kosullarinin DNA hasarim
etkileyip etkilemedigi arastirilmistir. Tam kan ve Izole lenfositler 1, 3, 6 ve 12 aylik siireler boyunca
2 farkly sicaklik (-20°C ve -80°C) altinda saklanmustir. Ayrica, her bir zaman araligi icin farkl
sicaklik kosullarinda saklanan lenfositlerin bir kismi %10 DMSO iceren kriyoprezervasyon
¢ozeltisinde, diger bir kismi ise dogrudan saklanmistir. Bu ¢alismayla, farkl siirelerde ve farkl
saklama kosullar: altinda lenfosit canliliklarim degerlendirerek insan biyoizleme ¢alismalary gibi
lenfositlerin kullamldigi farkli ¢alisma alanlarima elde ettigimiz veriler ile katkida bulunmak
amaclanmistir.

Sonug¢ ve Tartisma: Calismamizda elde edilen bulgulara gére lenfositlerin hayatta kalma oram -
80°C'deki saklama kosullarinda daha yiiksek bulunmugtur. Ayrica, lenfositlerin -80°C'de
kriyoprezervasyon ¢ozeltisi ile (%10 DMSO) saklanmasinin lenfosit biitiinliigiinii korumak igin daha
uygun bir strateji sagladigi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Canlilik, DNA hasari, lenfosit, saklama kosullari

ABSTRACT

Objective: The effect of storage conditions on isolated lymphocyte viability is a critical factor for
the long-term preservation of cells. Lymphocytes are essential cells of the immune system and are
often isolated and stored in laboratory environments for different research topics such as chronic
diseases, including cancer. This storage process must be conducted under suitable conditions to
preserve the cells' physiological and biochemical properties. In this context, determining the effects
of storage conditions on the viability of isolated lymphocytes is crucial for obtaining accurate results
in research.

Material and Method: This research investigates whether storage conditions affect DNA damage
in human lymphocyte samples. Whole blood and isolated lymphocytes were stored at two different
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temperatures (-20°C and -80°C) for 1, 3, 6, and 12 months. Additionally, for each time point, some
of the lymphocytes stored under different temperature conditions were preserved in a
cryopreservation solution containing 10% DMSO, while others were stored directly. The aim of this
study is to contribute to various research areas, such as human biomonitoring studies, where
lymphocytes are used, by evaluating lymphocyte viability under different storage conditions and
time periods.

Result and Discussion: According to the findings of our study, the survival rate of lymphocytes was
higher under storage conditions at -80°C. Additionally, it can be stated that storing lymphocytes at
-80°C with a cryopreservation solution (10% DMSO) provides a more suitable strategy for
preserving lymphocyte integrity.

Keywords: DNA damage, lymphocyte, storage conditions, viability

GIRIS

Kanser gibi kronik hastaliklarin toksikolojik yonden degerlendirilmesinde epidemiyolojik ve in
Vitro arastirmalar 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu arastirma tlirlerinde biyolojik Ornekler
kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan ve tercih edilen biyolojik 6rnek ise insan kanidir. insan kani venoz
kandan kolaylikla alinmakta ve tam kandan izole edilen lenfositler insan biyoizlem ¢alismalarinda
siklikla kullanilmaktadir. Biyoizlem c¢aligmalarinda organizmanin oksidatif stres diizeyinin
belirlenmesinde, enfeksiyonel hastaliklarda tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde, as1 gelistirme
calismalarinda lenfositlerin kullanilmasi, bu hiicrelerin saklama kosullar1 ve saklama siirecindeki ve
sonrasindaki adimlarin degerlendirilmesini, lenfositlerin kullanildig1 calismalardan elde edilen
sonuglarin dogru bir sekilde yorumlanmasu agisindan énemli hale getirmektedir [1,2].

Yapilacak olan ¢alismanin amacina gore katilimcilardan alinan kan; tam kan, serum, plazma ve
lenfosit seklinde oda sicakliginda, +4°C’de veya -80°C sicaklikta dondurularak saklanabilir [3]. Ancak
bu hiicrelerin ¢alismanin kapsamina gore ayni giin toplanmasi ve ayni giin igerisinde saklanmasi her
zaman miimkiin olmamaktadir [4].

Tam kandan izole edilen lenfositlerin saklanmalar1 laboratuvarlar arasi deneyler arasi farklihig
azaltmak i¢in tercih edilen bir prosediirdiir. Ancak bu yontem lenfositlerde yapisal ve/veya fonksiyonel
onemli degisikliklere neden olabilmektedir [5]. Lenfositler saklama siiresi boyunca apoptozis siirecine
girebilmekte ve bu durum saklama siiresine ve sicaklik kosullarina bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedir [3,4]. Lenfositlerin izolasyonundan itibaren baslayan saklama kosullar1 lenfosit
DNA biitiinliigiinde de olumsuz sonuglar olusturabilmektedir [1,6,7]. Saklama kosullarina bagli olarak
gelisebilecek etkiler DNA hasarmin degerlendirildigi c¢alismalarda, klinik arastirmalarda veya
biyoizleme ¢alismalarinda sonuglarin yanlis yorumlanmasina neden olmaktadir. Lenfositlerdeki DNA
hasarinin degerlendirilmesi organizmanin oksidatif stres diizeyi hakkinda 6nemli bilgi saglamaktadir.
Ancak lenfositleri saklama siirecindeki izolasyon, kriyoprezervasyon, saklama, saklama sonrasi
hiicreleri ¢6zme ve yikama iglemleri, saklama sonrasindaki DNA hasar seviyesinin saklama oncesindeki
DNA hasar seviyesini tam olarak temsil etmemesi ile sonu¢lanabilmektedir [1]. Ancak lenfositlerde
saklama kosullarinin DNA hasar1 {izerine etkisinin degerlendirilmesi ¢aligmamizin kapsami disinda
olup, DNA hasarinin 6ncesinde hiicre canliligimin belirlenmesi amaglanmustir.

Farkli saklama kosullarmin lenfositlerin hiicre canliligi ve proliferasyonu iizerine etkisi oldugu
bilinmektedir [3,8,9,10]. Ozellike uzun siireli saklama igin kullanilan kriyoprezervasyon yonteminde
hiicrelerin donmas1 sirasinda meydana gelen buz kristallerinin neden olabilecegi ekstra hiicre hasarini
onlemeye yonelik kullanilan dimetil siilfoksitin (DMSO) hiicrelerin ¢6ziinmesi sirasinda Sitotoksisiteye
neden olabilecegi belirtilmistir [11].

Tam kandan izole edilen lenfositlerin saklama kosullarmin hiicre sayis1 ve canliligi iizerine etkisi
kanser arastirmalari, biyoizlem c¢aligmalari, enfeksiyonel hastaliklarda tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi, as1 calismalar1 gibi Oonemli ve kapsamli arastirmalarda sonuglarin yanlis sekilde
degerlendirilmesine ve DNA hasarinin belirlendigi durumlarda da hiicrelerin 1Cso  (inhibitor
konsantrasyon) degerinin {lizerinde olmasi gerektigi géz oniinde bulundurularak calismamizda farkli
siirelerde ve saklama kosullar1 altinda lenfosit canliliklarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.
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GEREC VE YONTEM

34 yasinda saglikli ve ilag kullanmayan 1 kadin goniilliiden toplam 10 ml kan 6rmegi heparinli bir
tiipe alinarak caligmamiza baglanmistir. 10 ml kanin 5 ml’si ile LeucoSep (Greiner bio-one, 12 ml)
tiipler kullanilarak lenfosit izolasyonu yapilmistir. Hiicrelerin sayim igslemi TC20 Otomatik Hiicre

Sayim Cihaz1 (Bio-Rad TC20, Singapur) kullanilarak gergeklestirilmistir. Alinan kanin diger 5 ml’si
tam kan c¢alismasinda kullanilmistir.

Lenfosit izolasyonu ve Saklanmasi

Lenfositlerin izolasyon islemi Sekil 1’de gosterilmistir.

. Lenfosit Vorteks ] Ust faz atilir
LeucoSep 1000 g 30 sn i .akze, ",e.t 1000 g 10 dk '[‘E'E;, a"k“, ) Ust faz atilir 250 g'de 10 Lenfosit
tiplere fikol oda antikoagule oda azin adgka 250 g'de 10 dk oda
Uplere edilmis bir tipe dk od Pellet saklama
gozeltisinin sicakliginda sicakliginda i oca (zerine PBS sicakliginda islemi
eklenmesi santriflj kanin tlpe santrifij aktantmas sicakliginda santrifij ¥
4 aktanlmasi el ve lzerine santrif(j ilavesi | agamasina
PBS ilavesi gegilir

Sekil 1. Lenfosit izolasyon asamalart

Izole lenfositler 1, 3, 6 ve 12 aylik siireler boyunca 2 farkli sicaklik (-20°C ve -80°C) altinda
saklanmistir. Ayrica, her bir zaman aralig1 i¢in farkli sicaklik kosullarinda saklanan lenfositlerin bir
kismi1 %10 DMSO igeren kriyoprezervasyon ¢ozeltisinde, diger bir kismi ise kriyoprezervasyon ¢ozeltisi
olmadan dogrudan saklanmistir. Farkli kosullar1 altinda saklanan lenfositlerin canliligini
degerlendirmek i¢in izlenen siire¢ ve yontem Sekil 2’°de gosterilmistir.
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Sekil 2. Lenfosit canliliginin degerlendirilmesi i¢in izlenen yontem ve siire¢ (KC: %10 DMSO igeren
kriyoprezervasyon ¢ozeltisi). Saglikli goniilliiden alinan tam kandan lenfosit izolasyonu Sekil 1’e gore
gergeklestirilmistir. Lenfositlerin saklanmasinda farkli kosullar olarak stire (1, 3, 6 ve 12 ay), sicaklik
(-20°C ve -80°C) ve %10 DMSO igeren kriyoprezervasyon ¢ozeltisi ve dogrudan saklama lenfosit
canliligimin degerlendirilmesi i¢in secilen parametrelerdir

Hiicre Canlih@imin Belirlenmesi

Sitotoksisite test yontemlerinden biri olan boyama yontemi hiicre canliligini belirlemede
uygulama kolayligi ve hizli sonu¢ vermesi agisindan tercih edilen yontemlerden biridir. Bu yontem
icerisinde tripan mavisi ile hiicre canlilifinin belirlenmesi, bir azo boyasi olan tripan mavisinin hiicre
zar1 biitiinliigli korunan canli hiicrelerin zarindan gecememesi, zar biitiinliigiinii bozulan hiicreleri ise
boyamasi prensibine dayanmaktadir. Calismamizda lenfositlerin canliligini belirlenen siireler sonunda
degerlendirmek icin bir sitotoksisite test yontemi olan tripan mavisi ile boyama yontemi kullanilmastir.
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Tripan mavisi yonteminde, 20 pl lenfosit siispansiyonu 20 pl tripan mavisi ¢ozeltisi igerisine ilave
edilmistir. Hazirlanan tripan mavisi + lenfosit siispansiyonundan 10 pl alinarak hiicre sayim lami iizerine
yayilmistir. Hiicre sayim lami TC20 Otomatik Hiicre Sayim Cihazina yerlestirildikten sonra % canl
hiicre sayisi cihaz ekraninda okunan deger ile belirlenmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Tripan mavisi yontemi ile hiicre canliligimin belirlenmesi. TC20 otomatik hiicre sayim cihazi
ile, cihaza 6zgii hiicre sayim lamu yerlestirilerek hiicre stispansiyonsiyonu igerisindeki % canlilik
degerleri elde edilmistir. Sayim cihazinin ekraninda 1 ml’deki toplam hiicre sayisi, canli hiicre sayisi
ve % canlilik verileri gosterilmektedir

istatiksel Analiz

Calismamizda lenfositlerin canlilik degerleri bir sitotoksisite test yontemi olan tripan mavisi
yontemi ile belirlenmis ve istatiksel analizi IBM SPSS programi (SPSS programi (SPSS Windows
Release 22.0) t-test kullanilarak yapilmustir. Istatiksel olarak anlamlilik sinir1 p<0.05 kabul edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Tam kan ya da kan fraksiyonlar1 (serum, plazma, lenfosit) popiilasyon bazli farkli ¢alisma
amaglari icin siklikla kullanilan biyolojik bir materyaldir. Kan/fraksiyonlar1 yapilacak olan ¢alismanin
amacina gore farkli kosullar altinda saklanmaktadir. Uygun bir saklama ortam; analiz tiirli, amaci ve
siiresi gibi bircok faktdre baghdir [8]. Farkli saklama kosullar1 ve siireleri altinda lenfositlerin
canliligmin degerlendirilmesi ise planlanan ¢alismanin amacina uygun sonuglarin elde edilmesi ve
yorumlanmasi agisindan 6nem tagimaktadir. Ayrica, lenfosit canliliklarinin degerlendirilmesi 6zellikle
izole lenfositlerin bir yerden bir yere gonderilmesi ve saklanmasi ile ilgili prosediirlere katki saglamasi
acisindan 6nemlidir [6].

Farkli saklama kosullar ve siirelerinde lenfosit canliligini degerlendirdigimiz ¢calismamizdan elde
ettigimiz bulgulara gore, belirlenen her bir siirede lenfosit canliliginda azalma goriilmiis ve bu azalma -
20°C ve %10 DMSO igeren kriyoprezervasyon ¢ozeltisi ile saklanan lenfositlerde daha yiiksek
bulunmustur (Sekil 4). -20°C’de dogrudan saklanan lenfositlerin ayni1 sicaklikta Kriyoprezervasyon
¢Ozeltisi igerisinde saklanan lenfositlere gore hiicre canlilig: istatiksel olarak daha yiiksek bulunmustur
(p<0.05; t-test). Her iki saklama kosullar1 altinda 12. ayda lenfosit canliliginda azalma meydana
gelmistir (Sekil 4).

Sekil 4’te verilen zaman - % canlilik grafigine gore -80°C sicaklik altinda %10 DMSO igeren
kriyoprezervasyon ¢ozeltisinde saklanan ve ayni sicaklikta bir kriyoprezervasyon c¢ozeltisi olmadan
saklanan lenfositlerin canliliklar1 1. ve 3. ayda esit olarak bulunmustur. 6. ve 12. ayda ise
kriyoprezervasyon ¢ozeltisi igerisinde saklanan lenfositlerin canlilik yiizdesi daha yiiksek olarak tespit
edilmistir (p<0.05; t-test).
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Sekil 4. Aylara ve saklama kosullarina gére lenfosit canliligi grafigi. Mavi bar -20°C’de %10 DMSO
iceren kriyoprezervasyon ¢ozeltisinde saklanan lenfositleri, turuncu bar -20°C’de saklama ¢ozeltisi
olmadan dogrudan saklanan lenfositleri, gri bar -80°C’de %10 DMSO igeren kriyoprezervasyon
cozeltisinde saklanan lenfositleri, sar1 bar ise -80°C’de dogrudan saklanan lenfositlerin % canlilik
degerlerini gostermektedir. * % canlilik degerleri istatiksel olarak anlamli (p<0.05; t-test)

Konu ile iligkin literatiir ¢aligmalari tarandiginda Belloni ve arkadaslarinin (2008) gerceklestirdigi
bir ¢alismada artan sicaklik ve saklama siirelerinde lenfosit canliliginda azalma meydana gelmis ve
saklama siirecinde lenfostilerin apoptozise ugradiklar1 belirtilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada lenfosit
canliigmin ve proliferasyonun saklama kosullarina bagli oldugu gosterilmistir. Hiicrelerin
stimiilasyonunu saglayan fitohemagliitinin kullanilmasi ve 96 saat boyunca +4°C sicaklikta saklanmasi
lenfosit canliliginin korunmasi i¢in uygun bir kosul oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde, yapilan bir
calismada, izole lenfositlerin 24 saate kadar olan kisa siirelerde oda sicakliginda saklanabilecegini, daha
uzun siireli ¢aligmalar igin ise sogukta saklamananin tercih edilmesi gerektigi belirtilmistir [8].
Belirtilen calismalarda artan sicaklik ve saklama siirelerinde lenfosit canliliginda azalma meydana
gelmesi bizim de c¢alismamizdan elde ettigimiz sonug ile benzerlik gostermektedir. -20°C sicaklik
altinda kriyoprezervasyon cozeltisi olsun ya da olmasin saklanan lenfositlerin canliliklar1 -80°C'de
saklananlara gore daha diisiik bulunmustur. Bir bagka ¢aligmada lenfosit alt tiirlerinin (T-hiicreleri, B-
hiicreleri ve dogal katil hiicreler) canlilig1 saklama sicaklig1 ve siiresine gore degerlendirilmistir. HIV
pozitif hastalardan alinan kan 6rneklerinden elde edilen lenfosit alt tiirlerinin 21°C sicaklikta dnemli
6lciide canliligini kaybettigi ve inflamasyon siirecinde gorevli olan CD8+ ve CD3+ hiicre canliliklarinda
da azalma oldugu belirtilmistir [12]. Radyasyonun neden oldugu kromozomal hasarin insan lenfosit
hiicreleri lizerinde dogru bir sekilde degerlendirilmesi i¢in fitohemagliitinin varliginda 48 saat boyunca
lenfositlerin +4°C’de saklanmasinin, lenfositleri apoptozise karst korudugu belirtilerek, kromozomal
hasarin dogru bir sekilde degerlendirilebilecegi belirtilmistir [7].

Calismamizdan elde edilen bulgulara gore lenfositlerin hayatta kalma oranm1 -80°C'deki saklama
kosullarinin test edilen tiim zaman araliklarinda istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0.05;
t-test) (Sekil 4). Saklama siiresi uzadiginda (6. ve 12. aylarda) -80°C'de saklanan numunelerin
lenfositlerin kriyoprezervasyon c¢ozeltisi ile (%10 DMSO) saklandiginda istatistiksel olarak
canliliklarinin daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05; t-test). Calismamizdan elde ettigimiz tim
sonuglar degerlendirildiginde lenfositlerin biitiinligiinii korumak i¢in -80°C'de saklamanin -20°C'ye
gore daha uygun oldugu, -80°C'de de lenfositleri direkt saklamak yerine kriyoprezervasyon ¢ozeltisi ile
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saklamanin lenfosit biitiinliigiiniin daha uzun siire korunmasi igin daha uygun bir strateji sagladigi
sOylenebilir.

Saklama siiresi ve kosullarina gore lenfosit canliliginin degerlendirildigi literatiir calismalarn az
sayida olup, farkli saklama kosullar altinda konu ile ilgili yapilacak olan daha fazla sayida ¢alismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sayede insan biyoizlem g¢alismalari gibi birgok alanda en ¢ok tercih edilen
biyolojik materyallerden biri olan kan numunesinin ve fraksiyonlarinin gerceklestirilecek olan
caligmanin amacina gore saklanmasi, depolanmasi, transfer edilmesi gibi siireglerine katki saglayacaktir.
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