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OZET

Amac: Calismamizda; dondurma-cézme isleminin ar-
dindan direkt kaltard yapilmis ve santrifj islemi uygu-
landiktan sonra kulttre edilmis HepG2 hdcrelerinin in
vitro ortamda karsilastirmali degerlendirilerek hicre
¢odzme islemi icin en uygun yoéntemin belirlenmesi
amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: %10 DMSO (Dimethylsulfoxide)
ve %1 FBS (Fetal Bovine Serum) iceren DMEM (Dulbec-
co’s Modified Eagle’s Medium) den olusan dondurma
medyumu icerisinde dondurulmus HepG2 hucreleri,
37°C su banyosu icerisinde ¢6zUldUkten sonra iki gruba
ayrildi. I. Gruptaki hucreler direkt kiltir metodu uygu-
lanarak; Il. Grup hucreler ise 3000 rpm de 3 dak. san-
trifdj edilmelerinin ardindan hiicre pelleti ayristirilarak
esit oranda besi vyeri icerisinde kiltire edildi. Tam
ornekler; Zeiss PrimoVert invert mikroskobunda hergin
karsilastirmali degerlendirildi. Ardindan 7. Gun fikse
edilerek Hematoksilen-Eozin ve Tripan Mavisi ile boy-
and.

Bulgular: iki grup hucrenin morfolojik 6zellikleri
arasinda belirgin bir farklik gézlenmedi. Ancak sant-
rifdj uygulanan hicrelerin bulundugu kultdr kaplarinda
kaltdran her déneminde 61U hiicre sayisinin daha yik-
sek oldugu dikkati cekti.

Sonuglar: Calismamiz; karaciger kanser hucreleri-
nin morfolojisi Uzerinde dondurma-¢ézme islemleri
sonrasinda uygulanan santrifdj isleminin belirgin bir
farkliliga yol agmadigini gdstermektedir. Ancak santrifdj
sonrasl yapilan kultdrlerde, 614 hicre sayisinin daha fa-
zla oldugu gdzlemlenmistir. Ozellikle hiicre sayisinin
az oldugu calismalarda ¢dzme sonrasi direkt kdlttrin
yapllmasinin daha uygun olacagi kanaatine varilmistir.
Anahtar Kelimeler: HepG2, dondurma-¢ézme, sant-
rifdj, direkt kaltdr, dimetilstlfoksit

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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GIRIS
in vitro hiicre kultiri calismalan kanser arastirmalarinda
Onemli yer tutmaktadir. Kanserli hastalardan alinan dokular-
dan hucreler Uretilmekte, incelenmekte ve sonraki calisma-
larda kullanilmak Uzere  dondurulmaktadir. Dondurup
¢6zme sonrasi bu hicrelerin en uygun sekilde kultdrlerinin
yapilmasinin bilimsel arastirmalarin basarisi agisindan énemi
blyUktlr. Bu islemler hicre icin dnemli bir stres kaynagidir.
Gozme isleminin ardindan hiicrelerin oldukga kirllgan oldugu
bildirilmistir. Kriyoprezervasyon islemi gerceklesirken cevresel
sogumanin sebep oldudu hicresel hasarlarin coguna don-
ma sirasinda dehidrasyon, ¢6zme esnasinda ise rehidrasyon
neden olmaktadir. Hem dehidrasyon hem de rehidrasyon
biyomolekdller ve huicresel zarlara mekanik stres olustur-
maktadir. Bunun sonucunda da hiicrede olusan donma ve
¢6zme tahribatiyla iliskililendirilen pek cok problemler ortaya
ckmaktadir (1, 2). Son zamanlarda huicre ve dokularin kriyo-
prezervasyonunun saglanabilmesi icin, cok farkl dondurma
metodlar ve amaca gore degisen kriyoprotektif ajanlar kul-
lanilmaktadir. Bu kriyoprotektif ajanlardan en sik kullanilanlari
DMSO (dimethylsulfoxide) ve gliseroldir. Gliserol DMSO ile
kiyaslandiginda hdicreler icin daha dusuk toksik etkiye sahip-
tir. Fakat yapilan calismalarda DMSO daha sik kullanilmak-
tadir DMSO hicre icine daha cabuk difflize olur bu nedenle
de kriyoprotektif orani daha yuksektir (3, 2, 4). Bu ylzden
gliserole gore daha avantajlidir.
DMSO’nun hicreler icin toksik olabilecedi saptanmistir. Bu
nedenle bazi bilim adamlari, ¢cdzme isleminin hemen ardin-
dan hicreleri santrifij ederek, dondurma medyumunun
icerisindeki DMSQO'ya maruz kalma stresini minimuma in-
dirmek gerektigini savunmaktadir. Bazi arastirmacilar ise; za-
ten ¢dzme sonrasi kirlgan hale gelen hiicrelere santrifij ile
yeni bir mekanik stres uygulamanin dogru olmadigini, don-
durma medyumunun besi yeri ile seyreltilerek DMSO'nun
toksik etkilerinin minimuma  indirilebilecegini distinmekte-
dirler.
Mekanik stres hicrelerin gelisiminde merak edilen cevre-
sel bir faktordir. Bu glcln hucreler Gzerindeki etkisinin iy
bir sekilde aydinlatimasi in vivo ve in vitro hicre gelisimini
daha yakindan tanimamizi saglayacaktir. Uygulanan stres
hicreler Gzerinde deformasyon, migrasyon, proliferasyon ve
farklilasma agisindan énemli bir role sahiptir. Mekanik stresin
hicreler Gzerinde etkisini gosteren farkli calismalar mevcut-
tur (5-13, 14). Santrifujun farkl hicre tipleri Gzerine etkileri
konusunda ise oldukga kisitl sayida arastirma mevcuttur.
Galismamizda hepatoselller karsinoma tanisi konulmus
bir hastadan izole edilen HepG2 hicrelerinin bu islemlerden
nasll etkilendigini incelemeyi ve ¢cdzme islemi icin en uygun

yontemi belirlemeyi hedefledik.
GEREC VE YONTEM

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

gle’s Medium (DMEM) (Pan Biotech) den olusan dondurma
medyumu icerisinde dondurulmus HepG2 hicreleri 37°C su
banyosu icerisinde ¢6zUldikten sonra iki gruba ayrildi.

I. Gruptaki hicreler direkt kultir metodu uygulanarak; II.
Grup hucreler ise 3000 rpm de 3 dakika santrifdj edilmeler-
inin ardindan hicre pelleti ayristinlarak esit oranda besi yeri
(10% FBS ve 1% Streptomisin ve Penisilin (Multicell) iceren
89% DMEM) icerisinde kiltirleri yapildi. iki gruptaki hiicrel-
er de; 37 °C'de 5% CO?2 iceren inklbatorlerde (Panasonic,
istanbul) kultire edildi. Tim gruplara ait hticreler ayni saatte
glin asin beslenerek bir hafta sure ile goézlemlendi. Hdcre-
lerin PrimoVert Invert faz kontrast (Zeiss) mikroskobu ile
farkl byUtmelerde canli gorintuleri kaydedildi. Bir haftalik
kdltaran ardindan hucreler fikse edildi. Hematoksilen-Eo-
zin ve Tripan Mavisi ile boyandi. Gruplardaki tim &rnekler
kargilastirmali olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Hucrelerin gtinltik faz kontrast mikroskobu altindaki takipleri
sirasinda; birinci ve ikinci grup hdcrelerinin morfolojik 6zel-
likleri karsllastirmali degerlendirildi. Her iki grupta da; HepG2
hiicrelerinin bilinen morfolojik 6zelliklerini taglyan poligonal,
gruplar halinde cogalmaya egilimli, kltlr ylzeyine yapismis,
merkezi cekirdeklere sahip hiicreler gézlemlendi.

Ancak; santrifljin ardindan klttre edilen hiicreler arasinda
olu hicre sayisinin coklugu dikkati cekti. Bir hafta boyunca
gunltk takipler sirasinda elde edilen canli hiicre gértntuleri
incelendiginde; santrifij sonrasi kdltirlerde her gin 6lu
hiicre sayisinin dikkati ¢ceken bir oranda daha fazla oldugu
saptandi (Resim 1 a,b, c., Resim 2 a, b, ¢, Resim 3 a, b., Resim
43, b)

Resim 1 a, b, c. Cozllmelerinin ardindan santrifdj uygula-
narak kulttre edilen HepG2 hicrelerinin 24., 48., 72. saat-
lerde faz kontrast mikroskop altinda cekilen fotograflari.



Resim 2 a, b, c.Cozllmelerinin ardindan direkt kulttre
edilen HepG2 hicrelerinin, 24., 48., 72. saatlerde faz kon-
trast mikroskop altinda ¢ekilen fotograflar.

Resi 3 a, b. Santriflj uygulanarak kultire edilen HepG2
hiicrelerinin faz kontrast mikroskop altinda cekilen fotograflari.

4,

Resim 4 a, b. Direkt kilture edilen HelpGZ hicrelerinin faz
kontrast mikroskop altinda ¢ekilen fotograflar.

Bir haftalik kdltiriin ardindan fikse edilen hiicreler Hematoksi-
len ve Eozin ile boyandi. Karsilikli degerlendirildiklerinde; sito-
plazmik yapilarinin cok benzer oldugu gordldi. Hcre hacim-
lerinde, uzantilarinda, cekirdek yapilarinda hticreler Gizerinde
stresin arttigini gosterecek belirgin bir farklilik yoktu. Sitoplaz-
malarin benzer sekilde boyanmis olmasi; sitoplazmik orga-
neller ve sitozol iceriginin de benzer oldugunu disundirdd.
Canli incelemelerde karsllasilan ¢ok sayidaki 6l hiicre mik-
tarinin boyama slrecinde ortamdan temizlenmis oldugu
dikkati cekti (Resim 5a, b). Tripan mavisi ile yapilan boyama-
larda da; hucrelerde cekirdek / sitoplazma orani, cekirdegin
ve sitoplazmanin boyanma 6zellikleri, hiicre sekilleri arasinda
belirgin bir farklilik gézlenmedi (Resim 6 a, b).
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hicrelerinin Hematoksilen ve Eozin ile boyanmis gorintdleri.
b)Direkt kiltire edilen HepG2 hdicrelerinin Hematoksilen ve
Eozin ile boyanmis gorintleri.
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Resim 6 a) Santriflj uygulanarak kdltire edilen HepG2
hicrelerinin Tripan maisi ile boyanmig gértntuleri.

b) Direkt kdlttre edilen HepG2 hucrelerinin Tripan mavisi ile
boyanmis gorintuleri.

TARTISMA

Mekanik etkiler; hiicrelerin blytime, gelisme ve farklilasmasin-
da 6nemli role sahip olmakta iskelet yapinin gelisimini de aktif
olarak etkilemektedirler. Lee ve ark.’lan MC3T3-E1 fare oste-
oblast hiicrelerinin santrifij sonrasi DNA sentezini, ALP aktiv-
itesini ve osteokalsin Uretimini arastirmislardir. Hiicreler dnce
%10'luk, 24 saat sonra %0, 1 ve 10'luk FBS iceren [-MEM’de
kilttre edilmislerdir. HM-2 micro titer rotorda glinde 3 kere
10 dakika boyunca 400g'de santriflj edilmislerdir. Bunun
sonucunda DNA sentezi ve ALP aktivitesi en ylksek santrifij
uygulanan ve %1'lik FBS iceren hiicre grubunda bulunmus-
tur. %0 FBS iceren grupta santrifGjin DNA ve ALP Uzerine
anlamli bir etkisi bulunamamistir. Ayrica santrifGjin serum
konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak osteokalsin Gretimini
etkilemedigi belirtilmistir (15).Mekanik guclerin etkilerinin
arastirildigi bir diger hiicre grubu; adipoz kék hiicrelerdir. Yag
hicre purifikasyonunda santriflij hizlarinin ve zamanlarinin
farkli sonuglar ortaya cikardigi belirtilmistir. Coleman ve ark.
(16) 3000 rpm de 3 dakika onerirken,Boschert ve ark. (17)
100g Uzerindeki tim kuwvetlerin hiicre hasarina yol acacagini
belirtmis ve 50g de 2 dakika 6nermislerdir. 2 dakikada 500g
uygulanan yag hucrelerinde santrifij uygulanmayanlara
kiyasla istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunmamaktadir
(18).
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Yapilan son calismalar histolojik agidan 100g Uzerindeki kuv-
vetlerin adiposit hasarina yol actigini acikca gosterememekte
ve 1200g uygun deger olarak 6nerilmektedir (19).

Mekanik stres hucre calismalarinda yaygin olarak maruz
kalinan bir faktor olmaktadir. Ozellikle yardimla (reme
tekniklerinde kaliteli sperm elde edilmesinde kullanilan
metodlardan biri de santrifGjdur. Yapilan calismalarda sant-
rifGjin insan spermatozoa hicrelerinde émri kisalttigi ve
motiliteyi azalttigi (20), DNA butinligini etkiledigi (21, 22
) belirtilmistir.

Santrif(j stresine karsi yiksek duyarliigi bilinen kemirgen
epididimal spermatozoalarda santriflij kuwvetinin progresif
hareketlilik ve ylksek mitokondriyal zar potansiyeline sahip
spermatozoa sayisi ile ters orantil oldugu gosterilmistir (23,
24).

Mekanik stres hiicrelerin gelisiminde merak edilen cevresel
bir faktordr. Bu glctn hicreler Gzerindeki etkisinin iyi bir
sekilde aydinlatilmasi in vivo ve in vitro hiicre gelisimini daha
yakindan tanimamizi saglayacaktir. Mekanik stres htcreler
lzerinde deformasyon, migrasyon, proliferasyon ve farklilas-
ma agisindan énemli bir role sahiptir. Mekanik stresin hiicrel-
er Uzerinde etkisini gdstermek amaciyla pek cok yontem kul-
laniimistir.

Galismamizda; bir hafta boyunca gunlik takipler sirasinda
elde edilen canli hiicre gorintileri incelendiginde; her iki
deney grubunda HepG2 hiicrelerinin morfolojik 6zelliklerinin
degismedigi, her iki grupta da benzer oldugu gézlemlendi.
Ancak; santrifGjun ardindan kiltlre edilen hicrelerde her
gun 6lu hicre sayisinin arttigi saptandi.

Bir haftalik kaltrin ardindan fikse edilen hucrelerde he-
matoksilen eozin boyama sonrasinda, karsilikli degerlendir-
melerde; hucrelerin sitoplazmik yapilarinin cok benzer old-
ugu goraldd. Hucre hacimlerinde, uzantilarinda, cekirdek
yapllarinda htcreler Uzerinde stresin arttigini gdsterecek
belirgin bir farklilik yoktu. Metilen mavisi ile yapilan boyama-
larda da; hiicrelerde cekirdek / sitoplazma orani, cekirdegin
ve sitoplazmanin boyanma 6zellikleri, hicre sekilleri arasin-
da belirgin bir farklilik gézlenmedi. Santriflj edilen grupta;
kGltGrin her asamasinda 6lu hucrelrin coklugu; santrifu-
jun ortaya cikardigi mekanik stresin hdcrelerin programli
BlUmUana stimdle etmis oldugunu distindtrdd.

SONUCLAR

Galismamiz; karaciger kanser hcrelerinin morfolojisi ve
fonksiyonlari Gzerinde dondurma-¢ézme islemleri sonrasin-
da uygulanan santrif(j isleminin morfolojik acidan belirgin
bir farkliiga yol agmadigini géstermektedir. Ancak santrifuj
sonrasl yapilan kdltUrlerde, kiltirin her asamasinda 6liime
giden hicre sayisinin arttidi saptanmisti. Sonuclarnimiz;
hlcre sayisinin az oldugu calismalarda ¢dzme sonrasi direkt
kalttran yapilmasinin daha uygun olacagini dtstndtrmek-
tedir.
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