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KRiYOPREZERVASYON

* Hucrelerin dondurma ve sogutma prosedurudar. Hlcreler
Ozelliklerine gére bu prosedurler degisir.

* Amac

* Elde edilen hicrenin o an kullanilmamasi veya bir yerden bir
vere tasinma islemidir. Kriyoprezarvasyon yaparken htcre
canliliginda ve sayisinda kayip yapilmasi istenmemektedir.



KRiYOPREZERVASYON

* Hucrelerin basaril bir sekilde kriyoprezervasyonu
vapilabilmesinin 6nemi;

* Primer hucre kulturt bozulmadan (pasaj sayisi artmadan)
saklanmasi

* Hucre soylarinin kontamine olmadan kullanilabilmesi



KRIYOPREZERVASYON

* Kriyopektanlar nelerdir?
e DMSO
* Hes




KRiYOPREZERVASYON

* Kriyoprotektan ajanlar (CPA) hticre ici sivi ile yer degistirip
nlcreyi hem icten hemde distan koruyan bir takim
<imyasallardir.




KRiYOPREZERVASYON

* Kontrollii Dondurma (yavas) —dusuk konsantrasyonlarda (1-
1,5M) CPA kullanimi, kontrollt bir sekilde yavas sogutma (0.3-
19C/dk), uzun streli uygulama sonucu yaklasik 3 saatlik
dondurma prosedurinu bilgisayar programlari iceren
ekipmanlarla yapiimaktadir. Bu yontem de hicrelerden cikan
hicre ici sivisi, hicreler arasinda donarak buz kristallerini

sekillendirir.



KRiYOPREZERVASYON

* Sok Dondurma- 1200-1250 °C/dk sok dondurma hizi ve 2-4,5
M CPA orani uygulanmaktadir. Hucre disi buz kristalleri
sekillenerek olmaktadir.



KRiYOPREZERVASYON

 Vitrifikasyon- hlcre ici camsi —vitr6z bir hal alir. Buz kristalleri
hic sekillenmez. 5-7 M gibi yuksek oranlarda CPA kullanilir.



KRIYOPREZERVASYON

AN

Petri Uizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir.
Hlcreler serumdan arindirilmak icin steril PBS ile yikanir.

PBS aspire edilerek uzaklastirilir. Hicreler inklibatorde tripsinle 5 dakika
inktbe edilir.

Tripsin, hacminin en az iki kati serumlu besiyeriyle inhibe edilir.

Hicreler pipetlenerek tek hicre siispansiyonu haline getirilir ve bir falkon
tipe aktarilir. Uzerine 2-3 ml daha medyum ilave edilir.

Hiicre sispansiyonu santrifijlenir (1000-1500 rpm 5 dakika), slipernatant
uzaklastirihr.

Pelet 1 ml besiyerinde sulandirilarak sayilir.

Dondurma tupleri icerisine 1:1 oraninda dondurma medyumu ve hicre
cozeltisi konur.

Tupler dondurma kabina yerlestirilir ve kap - 80 derin dondurucuya konur.
24 saat sonra dondurma tlpleri sivi nitrojen tankina transfer edilir.






