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SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

dondurulup saklanmasi, biyobankacilik calismalari ve asi Uretimi gibi

hucre kulturu temelli teknolojiler icin oldukgca onemlidir. Hucre kultirunde

cogaltilan hucreler igcin cesitli dondurma stratejileri icinden tercih edilen
yontem yavas dondurma teknigidir. Bu yontemde sicaklik degeri duserken
hucre icindeki suyun olabildigince disari c¢ikmasi ve kullanilan
kriyoprotektanin hucre igine girmesi saglanir. Farkli hucre kulturlerinin
donma ve c¢ozme streslerine toleranslari degiskenlik gosterebilir.
Dondurma tekniklerinin her hucre kulturunde optimize edilmesi bu yuzden
cok onemlidir. Bu calismada degisik hizlarda dondurulan hucrelerin

canlilik oranlari ve fizyolojik aktiviteleri incelenirken, dondurma islemine

tur, hucre tipi ve kriyoprotektan konsantrasyonunun etkisi arastiriimistir.

MATERYAL METOD

Sigir kikirdak ve kas dokularindan eksplant ekim yontemiyle gelistirilen
primer hucre kalturleri 2 x 10 hucre/ml olacak sekilde sulandirildi. Donma
medyumu ile yari yariya sulandirilan hucre suspansiyonu payetlere
aktarildi ve payetler ‘CL8800 CryoGenesis Standart Freezing Control’
dondurma cihazina yerlestirildi. Payetler dakikada 0,5 °C, 1°C ve 2 °C
sogutularak donduruldu. Dondurulan hucreler sivi azota aktarildilar.
Vitrifikasyon yonteminde hicre suspansiyonu oOnce ozmolariteyi
dengeleyici bir solusyon (% 20 etilen glikol iceren %20 FBS’li PBS)
icerisinde 5 dakika bekletildi. Ardindan %40 Etilen glikol, %18 Ficoll 400 ve
0,3 M sukroz iceren vitrifikasyon solusyonu icerisine alinan hucreler 1
dakika icerisinde payetlere alinip sivi azota aktarildilar. Sivi azotta bir gun
bekledikten sonra payetler 37 °C su banyosunda hizla c¢ozulduler.

Vitrifikasyon yonteminde sirasiyla 0,5 M, 0,25 M ve 0 M sukroz

cozeltilerinde beser dakika bekletilen hucreler santrifulenip sayildilar.

Dondurulup ¢ozulen hucreler sayildiktan sonra 4 x 10 hicre/ml olacak

sekilde sulandirilip 96 gozlu petrilere uygulandi. Petriler 4 veya 7 gun
sureyle kultire edildikten sonra 5 mgr/ml MTT stoktan 10 yl her kuyuya
uygulandi. 3 saat boyunca 37 °C %5 COZ'de MTT ile inkUbe olan sonra
hiucreler daha sonra 4 mM HCI iceren isopropanol ile 10 dakika bekledi.
ELISA okuyucuda 590 nm’'de analizler yapildi. Tum deneyler 3 kere
tekrarlanmistir.

SONUCLAR

- Sigir kikirdagindan izole
edilen kikirdak hucreleri
morfolojileri ve vimentin
pozitif olmalari ile
karakterize edilmistir.

- Yavas dondurma tekniginde 1°C/dk sogutma hizinin somatik hucrelerin
saklanmasi i¢in en iyi yontem oldugu gosterilmigtir.

- Hucre tipine gore dondurma hizlarina ve yontemlerine toleranslar
degismektedir.

- Vitrifikasyon kikirdak hicrelerinde %60; kas hucrelerinde %48,5 basari ile
uygulanmistir. Vitrifiye hicrelerin ¢ozuldukten sonra mitotik aktivitelerinin
azaldigi tespit edilmistir.

- Farkli DMSO konsantrasyonlarinin karsilastirildigi calismada %5 ile %10
DMSO konsantrasyonlari karsilastirildiginda dondurma basarisinda en iyi
sonucun %10 DMSO kullanilan gruplarda elde edildigi goralmustar.

- Koyun ve sigir hucrelerinin  karsilastirmali dondurulup ¢ozuldugu
calismada tur ler arasinda bir fark gozlemlenmemistir.
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Yavas dondurmada amac¢ hucrenin igindeki suyun hucreler arasi ortama c¢ikmasini saglayarak buz kristallerinin hucreye zarar vermesini
engellemektir. Embriyo ve gametlerin saklanmasinda tercih edilen vitrifikasyon yontemi ise, yuksek ozmotik basinca sahip solusyonlar ve bol
miktarda kriyoprotektan kullanarak c¢ok hizli bir sekilde sicakhgin dusuruldugu saklama yontemidir. Vitrifikasyonda su buz kristalleri

olusturmaz, amorf bir yapi kazanir.

Bu calismada en iyi sonuc¢ kikirdak dokusundan elde edilen hucrelerde sicakligin dakikada 1°C ve 2°C; kas dokusundan elde edilen
hucrelerde sicakligin dakikada 1°C dusurtldagu gruplarda gozlenmistir. Sonuglar farkl hicre tiplerine bagli olarak optimum dondurma hizinin
degistigini gostermektedir. Bu sonucun kas ve kikirdak hicrelerinin icerdigi olasi farkli su miktarindan kaynaklandigi dustnulmektedir. Kas
hacreleri farkl dondurma hizlarina toleransi kikirdak hacrelerine kiyasla azdir. Vitrifikasyonun kikirdak ve kas hicrelerindeki basarisi standart
yavas dondurma teknigine kiyasla dusuktlr. Sonuclar, dakikada 1°C azalan sicakligin yavas hicre dondurma teknigi icin ideal oldugunu
ortaya koymustur. Daha yavas sicaklik degisimlerinde dondurma basarisi azalmaktadir. Dondurma hizinin iki kati arttirilmasi ise htcre tipine

gore degisken sonuclar vermistir.
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Farkli yontemlerle dondurulup ¢ozulen hucrelerin fizyolojik aktivitelerinin tayini icin MTT testi yapilmistir. Kas hucreleri ekildikten 96 saat
sonra, kikirdak hucreleri ekildikten 96 ve 168 saat sonra analiz edilmistir. Sonuclar, vitrifikasyonla dondurulan hicrelerin mitotik aktivitelerinin
yavas dondurulan hucrelerden dustk oldugunu ortaya koymustur. Bunun sebebinin vitrifikasyonda kullanilan yuksek kriyoprotektan
konsantrasyonunun hucrelerde vyarattigi fizyolojik harabiyet oldugu dusunulmektedir.
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Sogutma hizinin kas hiicrelerinin mitotik aktiviteleri

uzerine etkisi

degisiklerin denenmesi ile daha iyi sonuclarin alinip alinamayacagi arastiriimalidir.
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Kriyoprotektan konsantrasyonunda vyapilacak

Bu calisma TUBITAK KAMAG projesi TURKHAYGEN-1 (106G005) tarafindan desteklenmistir. (www.turkhaygen.gov.tr)
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