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Clarification of terms

e Cytosol — the fluid (and suspended
molecules of salts, sugars, amino acids,
enzymes, etc.) around the organelles

» Cytoplasm — the cytosol PLUS the
organelles suspended within it (i.e.,
everything EXCEPT the nucleus)

Cell = Plasma membrane + Cytoplasm + Nucleus
\ J
Y
Cytosol + Organelles

Cytoplasm

CELL
MEMBRAMNE



SITOPLAZMA

Sitoplazmik matriks icerisinde organeller, hicre iskeleti elemanlar
ve karbonhidrat, lipid ve pigment birikimleri gomuUlU halde
bulunur.

inde ¢ozunen ¢esitli maddeler de bulunur;




NUKLEUS-CEKIRDEK

The Cell Nucleus

Nuclear
Envelope

Nucleolus\

Chromosomes Chromatin




NUKLEUS-CEKIRDEK
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HUCRE ZARI-PLAZMA MEMBRANI

Cell Membrane Plasma membrane
Phospholipid (75%) Glycolipids (5%)

=

OUTSIDE
Hydrophilic Region
“water loving™

Hy(lroph&f)

Hydrophobic Region Transport Protein
“water fearing”™




PLAZMA MEMBRANI-FONKSIYONU

Plazma membrani fonksiyonu: Plazma membrani, hiicre fonksiyonu ve yasami icin
gerekli olan pek cok fizyolojik ve biyokimyasal aktivitede aktif rol alan dinamik bir

yapidir.

1-Hiicrenin yapisal biitiinligiinti korumak

11 kontrol etmek (selektif permeabilite-secici gegirgenlik)




PLAZMA MEMBRANI-YAPISI

Excterior Oligosaccharide Gilycoprotein Glycolipid Peripheral protein
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Sodium-—-potassium pump
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Hemichannel

Channel

Gap junction plaques . @ .

Plasma
membrane

.\ Monomer

Cx43

(a) Direct communication through gap junctions
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HUCRELERIN SAKLANMASI

Genel olarak 0°C’ nin lizerinde hiicrelerin saklanmasi yeterli olmamaktadir.

-79°C’nin altina inmedik¢e metabolik saatin durdurulmasi imkansizdir.

ismeye baslamaktadir.
ipi asi



KRIYOPREZERVASYON

Kriyoprezervasyon hiicrelerin ya da dokularin 6zel koruyucu

maddelerle (kriyoprotektan) saklanmasidir. -79 C ve daha

imiine neden olabilecek



AMAC

Kemik 11181 yada ¢evre kanindan elde edilen ‘’canli” pluripotent

eniden eritildiklerinde canhhik ve fonksiyonel

olmasi ve toksik bir

1Y)




KRIYOPREZERVASYON

Kriyoprezervasyon isleminin temel esaslari olan dondurma

1171, kriyoprezervatifler, eritme 1si1s1 ve

makla birlikte, bu



SOLUSYON ETKILERI

Serum  fizyolojik yavas yavas sogutulmaya basladiginda,
ckstraselliiler alanda ilk buz ¢ekirdegi olusmakta ve soguma devam

ettikce yeni su kiitleleri kristalizasyona katilmaktadir.




TERMAL SOK

SF sogutulmaya basladiginda olusan buz ¢ekirdegi genislerken,

cevresine sogudukca 1s1 yaymakta ve henliz donmaya baslamamis

hiicrelerde termal hasara yol agmaktadir.
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COZUM

Su molekiilerin1 baglayarak, su kristalizasyonunu yavaslatmak

ve soliitlerle es zamanli donmasini saglamak

cya DMSO gibi ajanlar kullanmak




Kriyoprotektif ajanlar iki tiptir.

1- Intraselliiler ajanlar Hiicremembranindan
gecebilen (permeabl)

Gliserol
Dimetilsulfoksid (DMSO)




INTRASELLULER KRIYOPROTEKTANLAR

Hiicre icerisine girebilen kriyoprotektanlar diisiik

molekiiler agirliga sahiptirler.

Dimetilsiilfoksit (DMSO),




GOREVLERI ;

Hiicre ici proteinleri stabilize etmek

Hiicre icinde donma sicakhigim dusiirerek meydana gelen

munu azaltmak veya tamamen ortadan

/




EKSTRASELLULER KRIYOPROTEKTANLAR

Nonpermeabl kriyoprotektanlar iki ayr1 gruba ayrilabilir:

Diisiik molekiil agirlikli kriyoprotektanlar

ehaloz, rafinoz, galaktoz.




GOREVLERI ;

Hiicredisindaki donmamis suyun oranini azaltmak

Faz gecislerini ve hidrasyon durumunu degistirmek amaciyla

embran lipidleri ve proteinleriyle etkilesime girmek




KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

Gliseroliin reinfiizyon oncesi uzaklastirilmasindaki

giicliiklerden dolay1 bugiin kullanilan kryoprotektif ajanlar

enetran olan dimethyl sulfoxide (DMSO).




KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

Ancak bu ajanlarim  penetrasyon  Ozelligi  hiicreler

dondurulduktan sonra ¢oOziiniirken bir diliisyon sokuna neden

olabilmektedir.




KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

Intraselliiler ve ekstraselliiler kryoprotektanlarin

beraber kullanim1 glindeme gelmeden once

ezervasyonda kullanilan altin




KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

%35 DMSO ve %6 HES’1n beraber kullanilmasi1 halinde hiicre

A-k‘

O‘e gore daha 1y1 oldugu rapor




KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

Hatta HES varliginda DMSO oraninin %3,5a ¢ekilebilecegi, bu
ckrarlanan dondurma ve ¢ozmelerden sonra

ettirebildikleri

2




HUCRE KAYBI

Dondurma islemi sirasinda hiicre kaybimnmn en Onemli nedeni buz kristal
formasyonudur. Bu hasar iki ayr1 alt grupta degerlendirilebilir.

da(>10C/dak) intreseliiler buz kristalleri olusmakta ve hiicrenin
1zl1 hiicre 6liimiine neden olmaktadir.




SOGUTMA HIZI

Bugiinkii bilgilerimiz sogutmanin kryoprotektan varliginda dakikada 1°C olmasi
gerektigine dikkati cekmektedir.

ayar. Eger dondurma sirasinda
ir ki, bunun hiicre



Transition (Gects)
Fazi

Donma MNoltasi

TTrin Tsiz

=olid Faz v Tyondurma

Unitesi Isist




GECIS FAZI

Gecis faz1 (Donma) sonrasi sogutma 1s1s1

Bu donemde olan sogutmanin dakikada 5-25°C arasinda olmasi




SAKLAMA-DEPOLAMA

Bu doneme kadar {iriin kayipsiz hazirlanmis ise bundan sonra hiicresel bir hasar
olusmasi -80°C’ nin {izerinde beklenmez.

linde 5 sene kadar lirtinun




DONDURULMUS HUCRELERIN COZULMESI

Hiicreler ¢oziiliirken 3 onemli sorun;

Isitnma sirasinda hiicre icinde kristal olusumu yeniden baslar ve hiicrede
mekanik hasara yol acar.

tam tersinin ¢oziilme sirasinda gercekleserek




COZUM

Eritmenin, dondurmanin aksine ¢ok hizli yapilmasi.

daki ozmotik soktan (Diliisyon soku)




DONDURMA VE ERITME iSLEMINDE DIKKAT EDILMESI
GEREKEN KONULAR




KONSATRASYON

Islem Oncesi Hiicre Konsantrasyonu




KRYOPROTEKTIF AJAN KULLANIMI

Tek basina kullanildiginda en 1deal ajan DMSO.

- %5-10 oraninda DMSO etkin koruma saglamaktadir.

> icin, DM SO direk hiicre



YARDIMCI KRYOPROTEKTANLAR

HES

Otolog plazma: %10-20 ( albiimin%1-3 )

a son yillarda trehalose, taurin gib1 membran

alfa tocopherol acetat ve

r
YASY.

/



SOGUTMA ISLEMI

Bugiin dondurmada kullanilan
programli- otomatik ve mekanik
olmak iizere iki yontem vardir.

Her iki yontemde de Onerilen
ptimal donmanin saglanmasi i¢in
uriniin e









KULLANILAN TORBALAR

750 ml torbalar
80-190 ml

- 500 ml torbalar




SOGUTMA ISLEMI

Programli-otomatize yontem:

Bu yontemde lirlin 4°Cye sogutulmus
aliminyum plakalar arasinda programli
sogutucuya yerlestirilir.

4° ile -10°C arasinda 1°C/dk sogutma
programlanir.

oecis doneminde
S sutms




SOGUTMA ISLEMI

Mekanik dondurma:

Jriin -20°C’ye kadar, sogutulmus aliiminyum plakalar

ine getirilir.



SAKLAMA

Dondurma 1slemi sirasinda kullanilan torbalarin polyolefin,

teflon-kapton veya piir teflon olmasi tirtin kalitesini




SAKLAMA

Eger Uriin  azot  tankinda
saklanmasi sO0z  konusu 1ise

koruyucu kilifinin da bulunmasi
faydalidur.

Saklama ortam1 i¢in en uygun
azot buhar fazi olmasina

ust




SAKLAMA

Tank i1¢ersindeki enfekte iirtinlerden oOzellikle aspergillus,
stafilokok, streptekok, enterokok, psoudomonas, HBV, HCV

larin bulasabildigi gézlemlendi.

a tankin alt kisminda



SAKLAMA

-80, 135°C’lik sogutma kapasitesine ulasan mekanik dondurucular

kurulum ve maliyet agisindan daha uygundur.

saklanacak triinlerin aynn ayr1 paketler




COZME-ERITME

Cozme hizli yapilmalidir.

I¢i %90 etil alkol ile yikanmis
su banyosuna steril su
konduktan sonra 38-40°C

kadar su 1sitilir.




COZUNEN URUNUN YIKANMASI

Cozinen tirinden DMSO uzaklastirmak i¢cin sadece
santrifiyj etmek yeterli degildir. Coziinen iirlin kisa siirede
inflize edilmelidir.

1slemi 191n DMSO etkisini ortadan kaldiracak
ANMAa erekmektedlr PBS (Fosfat

a 1slemi




Coziinen lriinden sayim Ornegi gonderilecekse kesinlikle
triin yikanarak flow’a gonderilmelidir.

Yikama islemi yapilmaza flowda inkubasyon siiresinde
hiicre kaybi1 ¢ok yiiksek olacaktir.

Ornegin yikanmasi i¢in (4ml PBS+1 ml plazma) yikama
solusyonu hazirlanmali {irin miktann kadar yikama
cklenerek 2000 rpm de 15 dak santrifiyy edilerek

Upernatan kisim atilmali ve

enmis hali

COZUNEN URUNDEN CD 34 SAYIMI
YAPILMASI



OTOLOG PERIFERIK KOK HUCRE

CFU-GM BFU-E CFU-E NOTRO TROMB
-GEMM (X1 0 .
L (X10%) (X104 (X109 CFU-GENM (X109 FiL OSIiT
§ ADI  VIABILI ALICI I .
#» SOYADI TE% g
TAZE DONMUS TAZE DONMUS TAZE DONMUS TAZE DONMUS MAN MAN
SURESI SURESI
1 AD 97 25,38 22,82 25,52 25,38 0,4 0,22 3,47 2,11 44,6 19 -
2 B.B 98 33,05 82,2 76,22 48,3 0,67 0 33 0,1 33 19 26
3 E.G 98 7,29 33,1 12,16 18,14 0,3 0 1,52 0,9 20 18 65
4 E.A 98 2,5 19,03 2,08 6,51 0 2,5 0 1,5 12,9 20 42
5 M.K 95 15,41 44,52 20,71 53,89 0,24 1,4 2.4 2,57 10 15 26 '
6 Y.E 90 24,49 53,23 25,15 55,4 1,98 1,08 3,97 6,51 27 %
7 C.A 90 10,64 10,2 12,52 14,48 0 0,71 0 1,18 21 18 20
8 Y.A 95 29,32 34,35 33,59 38,94 1,83 1,71 5,49 4 14,2 15 26
9 M.B 96 48,1 74,64 41,98 67,17 1,74 0,93 7,87 4,65 18
10 I.E 98 44 50,54 52,46 24,33 1,69 0 3,38 2,78 13,6

11 HY 98 42,09 55,4 35,77 55,4 0 0 2,8 3,5 20 18 57




BFU-E CFU-GM CFU-GEMM V/

(BURST FORMING UNIT (COLONY-FORMING UNIT (COLONY FORMING UNIT

ERYTHROID GRANULOCYTE)
ERYTHROID GRANULOCYTE

MACROPHAGE)
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KOK HUCRE TRANSFERINI NASIL
YAPABILIRIM?

Dondurulmus hiicreler nakil yapilacak merkeze 0Zel

tasima tanklari ile transfer edilmeli:

> erin saklandigi tanklarin 1sisiyla ayni olmah

> mamah

>










KALITE KONTROLU ICIN NELER YAPILMALI?

1. Hiicre Miktart:
A. Cekirdekli hiicre miktar1

B. Eritrosit miktari

. Trombosit miktari
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