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CESITLI DONDURMA YONTEMLERININ HEP-2 VE TAVSAN BOBREK HUCRELERININ
KRIYOPREZERVASYONUNDA HUCRE CANLILIGINA ETKISI

Nizami DURANT Fugen YARKINT Adil M. ALLAHVERDIYEV1
OZET

Bu calismada bovin serum albumininin, primer tavsan bobrek hucre kulturti ile HEp-2 devamli hiicre kulturlerinin
kriyoprezervasyonunda hiicre canliligi Uzerindeki rolu arastirildi. Oncelikle huicrelerin yavas, orta hizli ve hizli
dondurma metodlariyla kriyoprezervasyonu yapildi. Kriyoprotektan madde olarak dimetil suilfoksit, gliserol ve Rowe
karisimi kullanildi. Hucreler %5 ve %10’luk kriyoprotektan madde ve 0, 5, 10, 20 ve 30g/mL bovin serum albumin
iceren dondurma solusyonlari ile donduruldu. Deneylerde en yuksek huicre canliligi yavas dondurma metodunda
elde edilirken, bu metotda dondurma solusyonuna katilan bovin serum albuminin konsantrasyonuyla dogru orantili
olarak hem primer tavsan bbobrek hem de HEp-2 devamli hiicrelerinin canliligi Uzerinde istatiksel olarak anlamli bir
artis meydana getirdigi tespit edildi (p<0.001). En yuksek hiicre canlihgi %10 dimetil sulfoksit ve 30g/mL albumin
iceren dondurma solusyonunda elde edildi. Hucre canlligi tavsan bobrek hicreleri igin %93+1.1, HEp-2 hiicreleri igin
de %96+1.7 olarak bulundu. Her iki kultur arasinda hucre canliligl agisindan istatiksel olarak bir fark gorulmedi
(p>0.05).

Anahtar kelimeler: Kriyoprezervasyon, huicre kulturti, bovin serum albumin, kriyoprotektan ajanlar

THE EFFECT OF THE VARIOUS FREEZING METHODS ON THE CELL VIABILITY
OF CRYOPRESERVED HEP-2 AND RABBIT KIDNEY CELLS

SUMMARY

In this study, the role of bovine serum albumin on the viability of cryo-preserved primary rabbit kidney cell- and
HEp-2 continuous cell cultures was studied. Firstly, the cryopreservations of cells were done via slow, intermediate
and rapid freezing methods. Dimethyl sulfoxide, glycerol and Rowe mix were used as cryoprotectant agents. The
cells were frozen with the solutions containing 5% and 10% cryoprotectant agents and 0, 5, 10, 20, 30g/mL bovine
serum albumin, separately. While the highest cell viability was obtained with slow freezing method, in this method, it
has been determined that the concentration of bovine serum albumin in the freezing solution proportionally increased
the cell viability both on primary rabbit kidney cells and HEp-2 continuous cells (p<0.001). The highest cell viability
was obtained with freezing solution containing 10% dimethyl sulfoxide and 30g/mL bovine serum albumin. Viability
was found 93+1.1% for primary rabbit kidney cells and 96+1.7% for HEp-2 cells. There was no difference between
both cell cultures according to the cell viability statistically (p>0.05).
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GIRIS

Kriyobiyolojide hucrelerin dondurma ve tan maddelerin degisik hucre dizileri igin
sogutma prosedurleri organizmadan organizmaya  kriyoprezervatif ozellikleri de farkhliklar goster-
hatta huicreden hiicreye degismekte, kriyoprotek- ~ mektedir (1, 2). Cesitli dkaryotik hiicrelerin in-vitro
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sartlarda devam ettirilmesi icin surekli olarak
pasajlarinin yapilmasi hucrelerin biyolojik 6zellik-
lerinin fenotipik ve genotipik acidan devamli
degismesine ve deneysel calismalarda isten-
meyen farkliliklara da neden olmaktadir (2).
Hucrelerin basarili bir sekilde kriyoprezer-
vasyonunun yapilmasi; hazirlanmasi oldukca zor
olan primer hucre kulturleri ve devamli hucre
dizilerinin kontaminasyonuna veya bozulmasina
firsat vermeden saklanabilmesi, kontaminasyona
diger hucre dizilerinden ¢ok daha duyarli olan
HEp-2 (insan larinks epitelyal karsinoma), HelLa
(insan servikal epitelyal karsinoma) ve WI-38 (in-
san akciger fibroblast kulturl) gibi huicre dizilerinin
devamhliginin saglanmasi, bakteri ve mantar
kontaminasyonlarinin yanisira farkli hucreler
arasinda olmasi muhtemel ¢apraz kontaminas-
yonun onlenebilmesi agisindan buyuk onem
tagimaktadir (3, 4). Kriyobiyolojide kriyoprotektan-
larin kesfiyle huicre ve dokularin dondurularak
saklanmasinda d6nemli gelisme kaydedilmis olsa
da gunumuizde rutin olarak kullanilan semen,
embriyo, insan ve hayvan kaynakl hiicre ve doku-
lar icin problemler tam olarak giderilememistir.
Ozellikle kriyoprezervasyon sonrasi hucre
canlihginda ve hucrelerin in vitro sartlara
adaptasyonunda halen bazi sorunlar vardir (4).
Kriyoprotektan maddeler hucre icine hizh bir
sekilde diffuze olup su dengesini saglayarak
hucreleri osmotik soktan korumaktadirlar. Ayrica
bu ajanlarin, dondurma ve ¢bzme sirasinda suyu
baglayarak hucre iginde elektrolit miktarini ve ayni
zamanda mevcut suyun buz kristallerine
donluismesini azalttigr da bilinmektedir (5, 6). Son
yillarda hucrelerin kriyoprezervasyonunu optimize
etmek amaciyla sukroz, trehaloz ve bovin serum
albumini (BSA) gibi, hucre hasarini ve hucre
kaybini azaltan ¢esitli sekerler ve proteinler, don-
durma solusyonlarina, membran stabilizatort
olarak katilmaktadir. Yapilan bazi arastirmalarda
ozellikle BSA’nin gesitli hiicre dizilerinin kriyopre-
zervasyonundaki rolu arastiriimig ve hiicre turune
baglh olarak farkl sonuglar elde edilmistir (7,8,9).
Bu calismada; primer tavsan bodbrek hucre
kulturl ile HEp-2 devamli hucre kulturunun kri-
yoprezervasyonunda bir membran stabilizatoru
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olan BSA’nin, dimetil sulfoksit, gliserol ve Rowe
karisimi gibi farkli kriyoprotektanlarin varliginda
hiucre canhligi uzerindeki rolu arastiriimigtir.
Ayrica model olarak secilen bu kultur huicrelerinin
kriyoprezervasyonunda soguma hizinin hiicre
canliligi Uzerindeki etkisi de incelenmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada kullanilan HEp-2 devamli hiicre
kulturu Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Baskanligi, Viroloji Bolumi’nden temin edildi.
Primer tavsan bobrek hucre kulturunun yapiimasi
icin ise Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nden
saglanan iki haftalik albino tavsanlar kullanildi.
Primer huicre kulturunun yapilmasi icin enzimatik
ve mekanik metod uygulandi (5). Dokudan izole
edilen hucreler, icerisinde %20 oraninda BSA
bulunan EMEM besiyerinde, 100.000 huicre/mL
olacak sekilde ayarlanarak 37°C’de inkUibasyona
kaldirildi. Hucreler sise yuzeyini tamamen
kaplayincaya kadar her gun invert mikroskopta
kontrol edildi; huicre kulturlerinin pasaji icin %0.25
versen-tripsin (Sigma, ABD) solusyonu kullanildi.
Hucre canlihginin tespiti amaciyla tripan mavisi
boyama ybdntemi uygulandi (10). Deneylerde kri-
yoprotektan madde olarak gliserol (Sigma, ABD),
dimetil stlfoksit (DMSO) (Sigma, ABD) ve Rowe
karisimi (icerigi %4.2 w/v sorbitol, %35 v/v
gliserol) kullanildi.

Calismada ui¢ farkli dondurma metodu uygu-
landi. Hucrelerin kriyoprezervasyonu %10 BSA
bulunan EMEM besiyeri icinde DMSO, Rowe
karisimi, ve gliserolun %5 ve %10’luk kon-
santrasyonlari kullanilarak yapildi. Her deney 5-9
kez tekrarlanarak gerceklestirildi.

Yavas Dondurma Metodu: Hucreler, %10
BSA iceren EMEM besiyeri ile suspanse edilerek
1x106 hucre/mL olacak sekilde kriyotuplere
dagitildi. Bu karisima kriyoprotektan madde
olarak %5-10 oraninda DMSO, Rowe karigimi ve
gliserol eklendi. Bu metotda hucreler, +4°C’de 30
dakika, -20°C’de 30 dakika ve -70°C’de bir gece
tutulduktan sonra sivi azota konuldu.

Orta Hizda Dondurma Metodu: Hucreler
+4°C’de 30 dakika tutulduktan sonra, kristalizas-
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yonun baslamasi icin -20°C’de 30 dakika bek-
letilip sivi azota konuldu (soguma orani -20°C’ye
kadar yaklasik olarak 8°C/dk).

Hizli Dondurma Metodu: Hucreler +4°C’de 30
dakika tutulduktan sonra dogrudan sivi azota
konuldu.

Bovine serum albuminin hiicre canhlig
Uzerindeki etkisi yavas dondurma metodunda
%10 kriyoprotektan varliginda arastirildi. Bu
metotda hucreler 0, 5, 10, 20 ve 30 g/mL BSA
iceren dondurma solusyonlari ile donduruldu.

Kriyoprezervasyon sonrasi hucreler sivi azot-
tan alinarak 37°C’lik su banyosunda 30-60 saniye
icinde hizl bir sekilde ¢ozuldu. Sonra kriyotupteki
numune bir santrifij tuptne alinarak, Uzerine 5 ml
EMEM besiyeri konup 1000 rpm’de 10 dakika
santrifuj edildi. Ust kisim atildiktan sonra dibe
¢okmis olan hucrelerin canliliklari %1’lik tripan
mavisi ile tespit edildi. Canliliklari tespit edilen
hiicreler %20 BSA iceren EMEM besiyerinde
100.000 huicre/mL olacak sekilde kultur siselerine
inokule edilerek 37°C’de %5 CO,’li ortamda
inkibasyona birakildi.

BULGULAR

Primer tavsan bobrek hucreleri ile HEp-2 de-
vamli hiicrelerinin kriyo-prezervasyonunda uygu-
lanan ui¢ farkl dondurma ve sogutma metodunda
en yiuksek hiicre canliligl yavas dondurma meto-
duyla elde edildi. Kriyoprotektan maddeler don-
durma solusyonunda %5 ve %10’luk konsantras-
yonlarda kullanildi. Her iki huicre tipi icin de hiucre
canhhgl agisindan kriyoprotektanlarin %10’luk
konsantrasyonlarinin %5’lik konsantrasyonlardan
daha basarili oldugu bulundu (Tablo 1 ve 2).
Yavas dondurma metodunda dondurma solus-
yonunda %10 oraninda kriyoprotektan bulunan
hucrelerin kriyoprezervasyondan sonra canliligi
HEp-2 hucreleri icin: DMSO ile %84+3.5, gliserol
ile %78+0.9, Rowe karigimiyla %75+2.5, tavsan
bobrek hucreleri icin: DMSO ile %81x2.1,
gliserolle %80+1.9, Rowe karisimiyla ise
%72+0.9 olarak tespit edildi (Sekil 1, 2).

Sekil 1’de primer tavsan bobrek hucrelerinin
uc farkli dondurma metoduyla elde edilen hicre
canhhklar gorulmektedir. Burada %10’luk kriopro-

tektan madde katilarak yapilan kriyoprezer-
vasyonda %5’lik konsantrasyonlara nazaran daha
yuksek hucre canliligi elde edilmistir (p<0.001).
Ayrica kriyoprotektanlarin %5’lik konsantrasyon-
larinin kullanildigr yavas, orta hizli ve hizli don-
durma metodlariyla kriyoprezervasyondan sonra,
hiuicre canliliklan agisindan dondurma metodlari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark mey-
dana geldigi (p<0.001), ancak %10’luk kriyopro-
tektan varliginda sadece hizli ve orta hizli don-
durma metodlari arasinda anlamli bir fark oldugu
(p<0.001), orta hizl ve yavas dondurma metodlari
arasinda ise hiicre canlihgi agisindan anlamli bir
fark meydana gelmedigi gozlendi (p>0.05).

Tablo 1: Primer tavsan bbbrek hucrelerinin farkli
kriyoprotektanlar ve metodlarla kriyoprezervasyonu

Hizli dondurma Orta hizh

dondurma metodu

Yavag dondurma

Kriyoprotektan metodu metodu

Deney Canlilik Deney Canlilik Deney Canlilik

Konstr. sayisi (%) sayist (%) sayisi (%)

DMSO %5 5 40 6 55 7 71

Gliserol %5 6 37 5 50 6 66
Rowe mix %5 5 30 7 47 7 59
DMSO %10 6 60 8 70 6 81
Gliserol %10 7 57 5 66 8 80
Rowe mix %10 6 40 7 74 6 72

@' Hizl Dondurma
@' Orta Hizli Dondurma
B8’ Yavas Dondurma

Canlilik orani (%)

DMSO0%5

Kriyoprotektan maddeler
Sekil 1: Primer tavsan bobrek hucrelerinin degisik kri-

yoprotektanlar ve farkli metodlarla kriyoprezervasyonu

Sekil 2'de ise HEp-2 hucrelerinin DMSO,
gli-serol ve Rowe karisiminin %5 ve %10’luk kon-
santrasyonlarinin kullanildigi U¢ farkli dondurma
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metoduyla yapilan kriyoprezervasyonuna ilis-
kin hucre canhlhklari gorulmektedir. HEp-2
hucrelerinde oldugu gibi primer tavsan bobrek
huicrelerinde de en yuksek hicre canlligl yavas
dondurma metoduyla elde edilmistir. Dondurma
solusyonlarinda %5 kriyoprotektan ihtiva eden
hiuicrelerin  kriyoprezervasyon sonrasi hucre
canliliklarinin DMSO ile %74, gliserol ile %65 ve
Rowe karigsimiyla %60 iken kriyoprotektan madde
konsantrasyonu %5’den %10’a c¢ikarildiginda
hucre canliliklarinin DMSO ile %74’den %84,
Gliserol ile %65’den %78’e ve Rowe karisimiyla
da %60’dan %75’e ¢iktigi tespit edilmistir. Burada
kriyoprotektan miktarinin %5’den %10’a c¢ika-
riimasinin hiicre canliiginda anlamh bir artis
meydana getirdigi gorulmektedir (p>0.001).

Tablo 2: HEp-2 hucrelerinin degisik kriyoprotektanlar ve
farkl metodlarla kriyoprezervasyonu

Ayrica U¢ kriyoprotektanin  %5’lik kon-
santrasyonunun kullanildigi hizl, orta hizli ve
yavas dondurma metotlariyla elde edilen hiicre
canliigl arasinda sogutma hizina bagh olarak
anlamli fark gorulurken (p<0.001), kriyoprotektan
orani %10’a ¢ikarildiginda hizli dondurma meto-
duyla orta hizh dondurma metodlarinda elde
edilen hiicre canlihgi arasinda anlamh bir fark
bulundugu ancak orta hizli dondurma metodu ile
yavas dondurma metodu arasinda anlamli bir fark
olmadig! tespit edilmistir (p>0.05).

Tablo 3: Primer tavsan bobrek hucrelerinin kriyoprezer-
vasyonunda BSA’nin hucre canliligi Uzerindeki etkisi

Bovin serum albumin

Kriyoprotektan 0 g/mL 5 g/mL 10g/mL  20g/mL 30 g/mL

deney canlilik deney canlilik deney canlilik deney canlilik deney canlilik
sayisl (%) sayisi (%) sayist (%) sayisi (%) sayisi (%)

%10 DMSO 7 53 6 72 5 89 7 92 7 93
%10Gliserol 5 50 6 62 6 79 6 82 5 84
%10Rowemix 8 46 5 56 5 60 8 64 6 71

Tablo 4: HEp-2 hucrelerinin kriyoprezervasyonunda
BSA’nin hucre canliligi lizerindeki etkisi

Bovin serum albumin

Kriyoprotektan 0 g/mL 5 g/mL 10g/mL  20g/mL 30 g/mL

deney canlilik deney canlilik deney canlilik deney canlilik deney canlilik
sayisl (%) sayisi (%) sayist (%) sayisi (%) sayisi (%)

Hizh dondurma Orta hizlh Yavag dondurma
Kriyoprotektan metodu dondurma metodu metodu
Deney Canlilik Deney Canlilik Deney Canlilik
Konstr.  sayisi (%) sayisi (%) sayisi (%)
DMSO %5 6 45 5 60 6 74
Gliserol %5 8 36 5 55 5 65
Rowe mix %5 5 31 7 50 5 60
DMSO %10 7 61 7 80 6 84
Gliserol %10 6 57 5 76 7 78
Rowe mix %10 5 44 5 71 6 75
90
0 | 2 Ona g Dondurma
70 | @ Yavas Dondurma

Y
3]

Canlilik orani (%)

Gliserol %5 Rowe mix %5 DMSO %10 Gliserol %10 Rowe mix %10

DMSO0%5

Kriyoprotektan maddeler

Sekil 2: HEp-2 hiicrelerinin degisik kriyoprotektanlar ve
farkli metodlarla kriyoprezervasyonu

56

%10 DMSO 5 59 6 81 5 88 6 93 5 96
%10Gliserol 5 53 6 70 6 81 7 86 6 88
%10Rowemix 6 45 5 60 5 62 7 66 7 74

Primer tavsan bbdbrek hucrelerinin kriyopre-
zervasyonunun %5 ve %10’luk konsantrasyonlar-
da kriyoprotektan madde ve 0, 5, 10, 20 ve 30
g/mL BSA iceren dondurma solusyonlari ile
yapilan deneylerde, BSA’nin hicre canlihgi
Uzerinde istatiksel olarak anlamli bir artis mey-
dana getirdigi tespit edilmistir. Tablo 3 ve 4'te
goruldugu gibi dondurma soluisyonlarinda BSA
bulunmayan hucrelerin kriyoprezervasyon son-
rasi hiuicre canliligl tavsan bobrek hucreleri igin:
DMSO ile %53+4.0, gliserol ile %50+0.5 ve
Rowe karigsimiyla %46+2.0, HEp-2 hucreleri igin:
DMSO ile %59+2.8, gliserol ile %53+1.5, Rowe
karisimiyla %45+1.5 olarak bulundu. Dondurma
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solusyonundaki BSA orani 30 g/mL duzeyine
cikarildiginda ise hicre canhligi primer tavsan
bobrek hucreleri igin: DMSO ile %93+3.5, gliserol
ile %84+3.6 ve Rowe karisimiyla da %71+4.3
olarak tespit edildi (Sekil 3). Benzer sekilde
HEp-2 hucrelerinin kriyoprezervasyonunda da
hiicre canhligl Uzerinde BSA’nin olumlu etkileri
gorulmektedir (Sekil 4).

100 7 @ DMSO %10

90 m Gliserol %10
80 A o Row mix %10
70 4
60 4
50 A
40 A
30 A
20 A
10 4

Canlilik orani (%)

BSA (ug/ml)

Sekil 3: Primer tavsan bobrek hiicrelerinin kriyoprezer-
vasyonunda BSA’nin hucre canliligi Uzerindeki etkisi

DMSO %10
0O Gliserol %10
120 Row mix %10

Huicre canlih@ (%)

BSA (ug/ml)

Sekil 4: Hep-2 hucrelerinin kriyoprezervasyonunda
BSA’nin hucre canliligi Uizerindeki etkisi

Kriyoprezervasyon sonrasi tavsan bdbrek
hucrelerinin canhliginda BSA konsantrasyonuna
bagli olarak bir artis meydana geldigi, hucre
canlihgindaki bu artisin BSA’nin dondurma
solusyonundaki konsantrasyonunun 20 g/mL
diuizeyine kadar istatiksel olarak anlamh oldugu
(p<0.001), bu konsantrasyondan sonra ise an-
laml olmadigi tespit edilmistir (p>0.05). Primer
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tavsan bodbrek hucrelerinde oldugu gibi HEp-2
huicrelerinin kriyoprezervasyonunda da dondurma
solusyonuna katilan BSA'nin 5, 10, 20 g/mL
duzeyine kadar hucre canliiginda anlamli bir
artis meydana getirdigi gorulurken (p<0.001),
20 g/mL’nin uzerinde BSA miktarinin hucre
canliiginda anlamh bir artis meydana getirmedigi
tespit edilmigtir (p>0.05).

TARTISMA

Kriyobiyoloji biliminde en buyuk gelisme
1900’lu yillarin ortalarinda kriyoprotektan mad-
delerin kesfiyle kaydedilmistir. Kriyoprotektan
maddeler, hucreleri ve membranlarini dondurma
prosesleri sirasinda meydana gelebilecek hasar-
lardan korumaktadirlar. Bu maddeler hucrelerin
olumine sebep olan veya hucrelerde hasar mey-
dana getiren hicre ici buz kristallerinin olugsmasini
hucre igerisindeki suyu alarak (hucrelerin su
kaybetmesini saglayarak) dbnlemektedirler (1, 11).

Kriyoprezervasyon sirasinda  cevresel
sogumayla olusan hiicresel hasarlarin goguna
donma sirasinda dehidrasyon, ¢bzme sirasinda
da rehidrasyon sebep olmaktadir. Hem de-
hidrasyon hem de rehidrasyon makromolekul ve
membranlar Uzerinde mekanik stres olusturmakta
ve bunun neticesinde de hucresel donma ve
¢bzme hasarlanyla iligkili ¢esitli sorunlar ortaya
cikmaktadir (5,12). Gunumuzde hucre ve doku-
larin kriyoprezervasyonunun yapilmasi igin gesitli
dondurma metodlar ve farkh kriyoprotektan
maddeler kullaniimaktadir. Bu kriyoprotektanlar
icinde DMSO, Rowe karigimi ve gliserol en sik
kullanilanlar arasindadir. DMSO ve gliserol
intraseluller kriyoprotektan maddeler sinifinda yer
almaktadir. Gliserol hucreler icin DMSQO’dan daha
az toksik olmasina ragmen galismalarda daha ¢ok
DMSO tercih edilmektedir. Cunkit DMSO, glise-
role gore hucre igine daha hizh diffuze olabildigin-
den daha yuksek kriyoprezervatif dzellige sahiptir
(6,12,13). Rowe karisimi ise bir ekstraseluller
kriyoprotektan madde olan sorbitol ile bir
intraseluler kriyoprotektan madde olan gliserolun
karigsimindan hazirlanan ve dzellikle eritrositlerin
kriyoprezervasyonunda basarili  bir sekilde
kullanilan kriyoprotektan maddedir (14).
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Buglin modern viroloji laboratuvarlarinda kul-
lanilan etkili ve &nemli kriyoprezervasyon ydntem-
leri hiicrelerin sivi azotta (-196°C’de) dondurulup
saklanmasi esasina dayanir. Hucrelerin dondurul-
malari ve ¢dzulmeleri sirasinda hucre icerisinde
olusan buz kristallerinin ve osmotik dengenin
hucreler Uzerinde odlduruct etkisinin oldugu bilin-
mektedir. Hucreler Uzerindeki bu dlduruct etkiyi
ortadan kaldirabilmek veya azaltabilmek amaciyla
DMSO, dliserol, etilen glikol ve sorbitol gibi
kriyoprotektan  maddelerin  kullaniimasinin
yanisira uygun bir dondurma ve ¢bzme meto-
dunun da izlenmesi gerekmektedir (3, 6).

Hucrelerin kriyoprezervasyonunun yavas
veya hizli dondurma metodlariyla yapilmasi
hucreler igin dlduructi olabilmektedir. Cunku
ekstra ve intraseluller solusyonda dnemli degisik-
likler dondurma sirasinda suyun uzaklasmasina
sebep oldugundan, bu sirada meydana gelen
1s1 transferleri hucrelerin canhligini d6nemli dlgu-
de etkilemektedir. Kriyoprezervasyon sonrasi
hucrelerin ¢bzulmesinde ise mumkun oldugunca
hizli bir ¢gdbzme hucre canhligi agisindan son
derece dnemlidir. Hizli ¢bzme sirasinda hicre
olumlerinin ve hasarlarinin meydana geldigi kritik
rekristalizasyon fazi ¢abuk bir sekilde gegcildigin-
den bu safhada olugabilecek huicre kaybi veya
hasarlari minimuma indirilebilmektedir (8, 11, 15).

Bu calismada hucre kulturi modeli olarak
secilen primer tavsan bobrek hucreleri ile HEp-2
devamli hucrelerinin kriyoprezervasyonu ug farkl
kriyoprotektanin iki farkli konsantrasyonuyla,
uc farkh sogutma metodu kullanarak yapilmistir.
Kriyoprezervasyon sonrasi hucrelerin ¢ozul-
mesinde ise hizlh ¢dbzme metodu kullaniimigtir.
Bunun yaninda, ozellikle son yillarda bazi
hucre dizilerinin kriyoprezervasyonunda hucre
canhhgini arttirmak ve hucrelerin in vitro sartlara
adaptasyonunu hizlandirmak i¢in kullanilan
membran stabilizatorlerinden BSA'nin etkisi bu
iki huicre dizisi Uzerinde incelenmigtir.
dusuk hiicre canlilig, ug kriyoprotektan maddenin
farkli iki konsantrasyonlariyla da hizli dondurma
metodunda elde edilmigtir. Burada hucreler hizl
bir sekilde donduruldugu igin hucrelerin hicre ici
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sivisinin donarak genis c¢apta buz kristallerinin
olustugu ve bu gecis fazinin fiziksel olarak hiicre
membranlarinin patlamasina ve odlumlere vyol
actigl dustunulmektedir. Bu dldurucu etkinin dusuk
kriyoprotektan varliginda daha yuksek oranda or-
taya ciktigi gorulmektedir. Benzer etki orta hizl
dondurma metodunda da gorulmekle birlikte,
hucrelerin -20°C’de 30 dakika tutulmasinin bu
metotda intraseluler kristalizasyonun olugsmasini
azalttigl, yavas dondurma metodunda ise -20°C’-
den sonra -70°C’de tutulmanin bu kristalizasyonu
minimuma indirdigi dusunulmektedir.

Gunumuzde kriyobiyolojide kullanilan kri-
yoprotektan maddelerin pek c¢ok c¢esidi bulun-
masina ragmen hucre ve dokularin kriyoprezer-
vasyonunda ozellikle dondurma ve ¢bdzme
sirasinda olusan problemler tam olarak giderile-
memigstir. Bu sebeple kriyoprotektanlarin yaninda
dondurma solusyonlarina hucre odlumlerini ve
hasarlari ortadan kaldirabilmek veya minimuma
indirebilmek amaciyla suikroz, trehaloz, BSA gibi
cesitli membran stabilizatorleri de katilmaktadir.
Bugune kadar yapilan cesitli calismalarda bu
maddelerin bazi hiicre dizilerinin kriyoprezervas-
yonunda olumlu etkilerinin oldugu gorulurken
bazilarinin da hucre canhiliginda onemli bir
etkisinin olmadig! tespit edilmistir (8, 9, 16).

Bu calismada, primer tavsan bodbrek hucre
kulturu ile HEp-2 devamli hucre kulturunun kri-
yoprezervasyonunda BSA’nin hicre canlihgi
Uzerindeki rolu arastiriimigtir. Deneylerde her iki
huucre dizisi igin de en yuksek hucre canhhgi don-
durma solusyonuna 30 g/mL BSA katilarak elde
edilmistir. Ancak hem primer tavsan bobrek hem
de HEp-2 devaml hucreleri icin optimal BSA
konsantrasyonunun 20 g/mL oldugu, dondurma
solusyonuna daha yuksek oranda BSA katmanin
hucre canliigini anlamli derecede etkilemedigi
tespit edilmigtir.

Hucre kriyoprezervasyonunda BSA ile
yapilmis olan ¢alismalar arasinda bu calismayla
uyumlu olarak Shaw ve ark. (9) fare embri-
yolarinin  kriyoprezervasyonunu DMSO ve
albumin  karisimiyla  yapmiglar, albumin
eksikliginde dondurma ve ¢bzme sirasinda
hiucre canlihginda o®nemli kayiplarin veya
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hasarlarin meydana geldigini bildirmiglerdir. Ben-
zer sekilde Ollero ve ark. (8) ise 1996 yilinda kog
sperm hucrelerinin kriyoprezervasyonunu degisik
kri-yoprotektanlar kullanarak yapmiglar ve en yuk-
sek hiicre canliigini seroalbumin ve laktalbumin
kullaniimasiyla elde etmislerdir. Dondurma solus-
yonundaki seroalbumin ve laktalouminin hicre
canliigini artirdigini tespit etmislerdir. Kearney ve
ark. (16) 1991 yilinda insan deri keratinosit ve
fibroblast hucrelerinin  kriyoprezervasyonunu
serum varliginda degisik kriyoprotektan maddeler
ile farkli dondurma ve sogutma rejimlerinde
yapmiglar ve en iyi neticeyi dondurma metoduna
bagh olarak yuksek serum konsantrasyonuyla
elde etmiglerdir. Borderre ve ark. (7) ise 1998
yilinda yaptiklari calismada insan kornea
keratosit hucrelerinin kriyo-prezervasyonunda
farkli iki metotda albuminin iki farkli konsantras-
yonunun hiicre canhligi Uzerindeki etkisini
arastirmiglar ve bu calismadaki bulgulardan farkh
olarak %2’den %10’a kadar degisen albumin
konsantrasyonunun hucre canhhgi uzerinde etkili
olmadigini tespit etmiglerdir.

Kriyoprotektanlarin dondurma prosesleri
sirasinda membran fosfolipitleri ile etkilestikleri
bilinmektedir (15). Bu calismada BSA’nin hem

primer tavsan bobrek hem de HEp-2 huicrelerinin
hucre canlliklari Uizerinde meydana getirdigi bu
olumlu etkinin albuminin hiucre membranina
penetre olmasi sonucunda kriyoprotektan mad-
delerin membran fosfolipitleriyle etkilesimini
artirmasindan kaynaklandigi dusuntlmektedir.

Calismada elde edilen sonuglar su sekilde
Ozetlenebilir: (i) Kriyoprotektan maddelerin don-
durma solusyonundaki konsantrasyonunun
%10’a ¢ikarilmasi durumunda, her iki hiicre dizisi
icin yavas dondurma metodu kadar orta hizli don-
durma metodunun da basarili oldugu, bu durum-
da iki metod arasinda hiicre canliligi bakimindan
anlaml bir fark olmadigi, (ii) Hem primer hem de
devamli hiicre kulturunuin kriyoprezervasyonunda
BSA’nin  kriyoprezervasyon sonrasi hucre
canhliginda anlamli bir artis meydana getirdigi,
(iii) Her iki hucre kulturu icin de dondurma solus-
yonunda BSA igin en uygun konsantrasyonun
20 g/mL oldugu, (iv) Dondurma solusyonunda
BSA bulunan hicrelerin kriyoprezervasyon son-
rasi ¢ozulduklerinde, kultur kabina adezyonunun
ve in vitro sartlara adaptasyonunun, dondurma
solusyonunda BSA bulunmayan hucrelere
nazaran daha hizl oldugu gbzlenmistir.
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