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AMNIYOTIK SIVI HUCRE KULTURUNDE ACIK VE KAPALI SISTEMLERIN DEGERLENDIRILMESI
ASSESSMENT OF OPEN AND CLOSED SYSTEMS IN AMNIOTIC FLUID SAMPLES
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OZET

Bu calismada hiicre kiiltiirlerinin acgik ve kapal sistemlerdeki liremeleri dedisik besiyerleri kullanilarak karsilastirildi. Hiic
re Kiiltirleri kullanilan tiip ya da flask basina maliyet, calisma zamani, mitotik indeks acilarindan incelendi.

Sirasiyla gelen 100 amniyotik sivi érnedinden hem acik, hem de kapali sistem kullanilarak hiicre kiiltiirii yapildi. Acik
sistemde hiicre kiiltiirleri icin 25 cm”'lik doku kiiltiir flaski, %5 CO, ve %95 nemlendirilmis hava karnigimini sadlayacak
inkiibatorler, kapal sistemde, 10 mLlik alti diiz tiipler ve kuru etiivler kullanildi. Acik sistemde penisilin/streptomisin ve L-
Glutamin eklenmis BioAmf, kapali sistemde Hepes, L-Glutamin, penisilin - streptomisin, ultroser-G ve fetal calf serum
eklenmis F-10 "Ham's Nutrient Mixture” ile "Chang-D" karisimi besiyeri kullanildi. 100 amniyotik sivi 6rneginden kapali
sistemde kiiltlir(i yapilanlarin tamaminda hiicre lremesi saptandi. Bunlardan bir tanesinde hiicre liremesi saptanmasina
ragmen yeterli sayida ve kalitede metafaz elde edilemedi. Acik sistemde Kkiiltiir yapilanlarin dérdiinde mantar enfeksiyo-
nu gelisti. Yirmisekiz 6rnek cesitli nedenlerle ¢alismadan cikarildi. Calismanin yapildigi dénem icinde acik sistemde bir
flask basina yapilan harcama, kapali sistemde bir tiip calismaya hazir hale gelinceye kadar tiip basina yapilan harcama
ya gbére 4 misli daha pahali olarak bulundu. Acik sistemde ortalama mitotik indeks 10.46 £12.76; kapali sistemde
9.16+9.75 bulundu (p>0.05). Acik hiicre kiiltiirlerinde ¢alismaya alinan 68 olguda calismaya baslayincaya kadar gecen
sire ortalama 14,00+4,55 giin, kapali sistemde ise toplam 100 olguda 13,19+3,60 giin olarak bulundu. Besiyeri dedisim
sayisi acik sistemde toplam 68 olguda ortalama flask basina 2,33%1,33; kapal sistemde ise toplam 100 olguda ortalama
tiip basina 1,29+0,46'd.

SUMMARY

Total of 100 amniotic fluid samples were cultured both in 6pen and closed systems to compare the growth of celi cultures
by using different mediums. Each flask and tube was assesed in respect to cost effect, harvesting time and mitotic index.
The 25-cm’ plastic tissue culture flask and BioAmf | medium with penicilline-streptomycin and L-Glutamine for épen
system and 10 mi flat bottom tubes and F-10 Ham's Nutrient Mixture/Chang-D mediums supplied Hepes buffer, Ultroser-
G, fetal calf serum, penicilline-streptomycin and L-Glutamine for closed system were used. Celi growth was obtained in
ali samples cultured by using closed system. in one closed culture tube, the number and guality of metaphases were not
sufficient. Twenty-eight out of 100 amniotic fluid samples in épen system were excluded from the study. Four out of 68
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amniotic fluid samples were infected. Each flask for open system celi culture costed 4 times more expensive than each
tube for closed system cell culture. The mean mitotic index was 10.46 +12.76 in open and 9.16+9.75 in closed
system(p>0.05). The mean time for harvesting in 68 cases was 14,00%4,55 days for open and 13,19+3,60 days in 100
cases for closed system. The mean number of medium change was 2,33+1,33 per flask for open system and 1,29+0,46

per tube for closed system.
GIRIS

Kromozomlarin 15tk mikroskobunda incelenebilmesi igin
bolinmekte olan hiicrelerden metafaz donemindeki kro-
mozomlarin elde edilmesi gerekir. Bu islemler pahalidir ve
buylk dikkat ve sabir gerektirir. Kemik iligi, gonadlar ve
koryonik Vvillus sitotrofoblast hiicreleri spontan bdliinen
hicreler olmasi nedeniyle hemen; lenfositler birkag gun
icinde incelenirken diger dokular birkac hafta uygun kultar
ortaminda tutmak gerekir. Ancak bu dénem boyunca en-
feksiyon gelisimi, ya da ¢ok az sayida metafaz elde etme
gibi bazi istenmeyen durumlarla karsilasilabilir. Ote yan-
dan hicre kiltirinde kullanilan maddelerin pahali olmasi
nedeniyle az madde kullanilarak en verimli sonucun alin-
masi gerekir. Optimal hucre biyumesi igin 7.2-7A pH
sa@layacak uygun steril bir besiyeri ortamina ve 37 °C isi
saQlayan inkiibatore gereksinim vardir (1,4). inklbator
secimi acik ya da kapal sistem hicre kiltird kullanmaya
bagh olarak degisiklik gosterir. Acik sistem, COVii
inkubatore gereksinim gosterir. Hucre kultirinun dig or-
tamla iliskili olmasi nedeniyle buharlasmayr onlemek
amaclyla ortamin nemlendirilmesi gerekir. Bu durumda da
mikroorganizma kontaminasyonu s6z konusu olabilir. Ay-
nca CO, silindirinin bosalmasi ya da sizdirmasi diger de-
zavantajlardir. Ote yandan acik sistemin dogal duruma en
yakin ortami sa@lamasi avantajidir. Kapal sistem kullanil-
diginda ortamda % 5 CO2 bulunmasi gerekmez, dolayi-
siyla tiiplerin ya da flasklerin kapaklarinin gevsek birakil-
masi veya filtreli flask kullanma zorunlulugu yoktur. 37 °C
ISl sa@layan basit, kuru bir inkubator yeterlidir. Avantaji
kapaklar kapali olacag@i igin mikroorganizma kontaminas-
yonu olasiligi yoktur.

Bu calismada amniyotik sivi hicreleri acik ve kapal sis-
temde degisik besiyerleri kullanilarak, acik sistemde 25
cm® lik flasklere, kapal sistemde 10 mL' lik alti diiz tiiple-
re ekildi ve olgu basina maliyet, enfeksiyon gelisimi,
mitotik indeks, galisma siiresi ve besiyeri degisim sayisi
acilarindan incelendi.

GEREC VE YONTEM

Amniyotik sivi hicre kultirindn agik ve kapall sistemler-
deki kullanimlanini kiyaslamak amaciyla 1999 yili Nisan
ve Ekim aylan arasinda yapilan bu calismada 100
amniyotik sivi incelemesi galismaya alindi. Kapali sistem
icin 1 adet alti diiz 10 mL' lik tiipe, agik sistem igin 25 cm®'
lik 2 adet flaske ekim yapildi. Gelen materyalin A/ (i agik
sistem icin, %' U kapali sistem igin kullanildi. Bu amagla
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amniyotik sivi 6érnekleri 1100 rpm’ de 10 dakika santrifijj
edildi ve asagida yazili yontemler uygulandi.

Kapali yontem
Alt kismi diiz 10 ml_" lik tiplere 15 - 2,5 mL arasinda de

gisen miktarlarda besiyeri eklendi. 37 °C deki kuru
inklibatorde inkibe edildi. Yedi gun sonra yapilan kontrol
de hicre Uremesi durumunda 1 mL besiyeri degisikligi
yapildi. Koloniler uygun biyuklikte ve sayida oldugunda
kiiltiir ortamina kendi iginde pasaj (KiP) yapildi. KiP' ten 1
- 2 glin sonra kultur ortami calismaya alindi. 2 mL verse
ne ile kiltir ortami yikandi ve 0,5 mL tripsin eklendi. 30 sn
37 °C etlivde bekletildikten sonra 15 - 2,5 mL besiyeri
eklendi ve tekrar inkubatére kondu. Bir dizyem
"colchemide” eklendi ve 3 saat inkiubatérde 37 °C'de
bekletildi. Besiyeri bosaltildiktan sonra 1 mL tripsin eklen
di. 30 sn 37 °C inkubatérde bekletildi.10 mL hipotonik ek
lendi ve bu sekilde 15 dakika inkibatorde bekletildi. 10
dakika 1100 rpm' de santrifiij edilen tipin slipernatani
atildi. Dipte kalan hucre g¢okeltisi Uzerine hafif darbeler
esliginde 1:3 oraninda asetik asit / metanol karnisimi damla
damla olacak sekilde toplam 10 mL eklendi. 15 dakika
beklendi ve 1100 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi ve is
lem 3 kez tekrarlandi. Kullanilan besiyeri 100 mL 1xHam's
F10 (Hepes tamponu eklenmig), 30 mL Chang-D, 10 mL
fetal calf serum, 2 mL ultroser-G, 2,6 mL Penisi-
lin/Streptomisin ve 2,6 mL L-Glutamin kansimiyd.

Acik yontem
Gelen materyal 1100 rpm’ de santrif(ij edildikten sonra

amniyotik sivi dibinde kalan hiicre tortusu 25 cm® lik
flasklere gecirildi ve 4" er mL besiyeri kondu. Yedi gin
sonra yapilan kontrolde hicre dremesi durumunda 4 mL
besiyeri degisikligi yapildi ve koloniler uygun buyuklikte
ve sayida oldugunda kultar ortami galigmaya alindi. Bu
amagla 2 diziem colchemide eklendi ve 3 saat 15 dakika
inkubatérde 37 °C'de bekletildikten sonra besiyeri bosal
tildi ve 2 mL serumsuz ortam kullanilarak hicre kultiri
yikandi. Flask icine 0,5 mL tripsin eklendi ve 5 saniye
bekletildikten sonra tripsin geri alindi. Kultir ortami 5 da
kika inkubatorde tutulduktan sonra 5 mL serumlu ortam
ilave edildi ve santrifiij tiptne aktarilan hicreler 1100
rom' de 10 dakika santrifiij edildikten sonra silipernatan
atildi. Dipte kalan hicre tortusu Uzerine 5 mL hipotonik
eklendi ve 20 dakika inkiibatdrde bekletildi. On dakika
1100 rpm’ de santriflij edilen ve st kisim atilan tipin
dibinde kalan hicre cokeltisi Uzerine hafif darbeler esli
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ginde 1.3 oraninda asetik asit / metanol kansimi damla
damla olacak sekilde toplam 5 mL eklendi ve 15 dakika
beklendi. 1100 rom’ de 10 dakika santrifilj edilerek islem 3
kez tekrarlandi. Besiyeri olarak BioAmf | kullanildi.

Mitotik indeks her bir drnek icin 1000 hiicrede goriilen
metafaz oranina bakilarak hesaplandi.

Kiltur stiresi, bir 6rnegin ekime baslanmasindan calisma
ya alindi§i tarihe kadar gecen sure olarak de@erlendirildi.

Maliyet hesabinda yalnizca kullanilan besiyerleri, tip ve
flaskler gbz 6nunde tutuldu. Her bir érnek icin harcanan
besiyeri ve kullanilan flask ya da tuplerin fiyatlan hesap-
landi. Bu amagla bir sise icindeki besiyerinin mililitre fiyati
hesaplanarak kullanilan tip ya da flask basina harcanan
besiyeri miktar ile carpildi, istatistik dederlendirmede
varyans analiz yontemi kullanildi.

BULGULAR

incelemeye alinan 100 amniyotik sivi 6rneginden kapali
sisteme ekilenlerin tamaminda hiicre lremesi saptandi.
Bunlardan 1 tanesinde hiicre Uremesi saptanmasina rag-
men vyeterli sayida ve kalitede metafaz elde edilemedi.
Acik sisteme ekilen 100 amniyotik sivi drneginden 28'i
cesitli nedenlerle galismadan cikarildi. Dordiinde mantar
kontaminasyonu oldu.

Yontemlerde kullanilan besiyerleri, tip ve flasklerin mali-
yetlerinde kapall sistem igin hazirlanan besiyerinin sise
basina (140 mL) fiyati 121 USD (0,86 USD/mL), tipu 1,12
USD; acik sistem icin kullanilan besiyerinin sise basina
fiyatt (100 mL) 102 USD (1 USD/mL) ve flask 12 USD
olarak hesaplandi. Kapali sistemde bir tiip calismaya ha-
zir hale gelinceye kadar tup basina yapilan harcama 6
USD ve acik sistemde bir flask basina yapilan harcama
25 USD olarak bulundu. Acik sistemde bir flask basina
yapilan harcama, kapal sistemde bir tip calismaya hazir
hale gelinceye kadar yapilan harcamaya oranla yaklasik 4
misli daha pahali olarak bulundu. Bu degerlere besiyeri,
tup ve flask disinda yapilan harcamalar dahil edilmedi.

Mitotik indeks icin her 1000 hiicredeki ortalama metafaz
sayisi tespit edildi ve buna gbre acik sistemde ortalama
indeks 10.46+12.76; kapal sistemde 9.16+9.75 bulundu
(Tablo 1). Acik ve kapall sistemin mitotik indekslerinin var-
yans analizi sonucu anlamli bir fark bulunamadi (p> 0.05).

Acik hicre kultirlerinde calismaya alinan 68 olguda ca-
ismaya baglayincaya kadar gecen sure ortalama
14,00+4,55 glin, kapali sistemde ise toplam 100 olguda
13,1943,60 gin olarak bulundu. Acgik ve kapali sistemin
hiicre kdltur surrelerinin varyans analizi sonucu anlamli bir
fark bulunamadi (p> 0.05).

Cilt 39, Sayi 1, Ocak - Nisan, 2000

Besiyeri degisim sayisi acik sistemde toplam 68 olguda
ortalama flask basina 2,33+1,33; kapal sistemde ise top-
lam 100 olguda ortalama tiip basina 1,29+0,46'di. Acik ve
kapall sistemin hicre kulturl besiyeri degisim sayilarinin
varyans analizi sonucu anlamh bir fark bulundu (p<
0.0001).

Tablo 1. Acik ve kapali hiicre kiltir sistemlerinin mitotik indeks, kultir

sUreleri (giin) ve besiyeri degisim sayilarinin karsilastirmali dagiimlari

Ortalama

Hiicre Olgu Ortalama indeks Ortalama
kaltar sayisl (1000 hiicrede sire (glin) degdisim
sistemi metafaz sayisi) sayisl
(giin)
Acik 68 10,46+12,76 14,00£4,55  2,33+1,33
Kapali 100 9,16£9,75 13,1943,60  1,2940.,46
TARTISMA

Nisan ve Ekim aylarn arasinda yapilan ve iki ayr inkiibator
ve kiltir ortamina ekilen 100 adet amniyotik sivi incele-
mesi 6rnekleri mitotik indeks, kultur suresi ve maliyet aci-
larindan karsilastirnildi. Bunlar yaninda kullanilan besiyer-
leri ve hucre kultur ortamlarinda gbze carpan bazi nokta-
lar tartigild.

Kapall sistemde incelemeye alinan toplam 100 &rnegin
tamaminda hiicre tremesi saptandi. Ancak 1 tanesinde
yeterli sayida metafaz elde edilemedi. Prenatal sitogenetik
calismalarda vyeterli sayida metafaz bulunmasi hem so-
nuglarin daha erken verilmesi hem de calismalarda daha
az materyal harcanmasi ve dolayisiyla daha az is gucu ve
ekonomik kaybin saglanmasi acisindan 6nemlidir. Calis-
mamizda agik ve kapall sistemlerde hazirlanilan hicre
yaymalarinda mitotik indeks acisindan anlamh bir fark
yoktu (Tablo 1). incelenen metafazlarin kalitesi her iki
sistemde farkliik géstermedi. Agik sistemin dogal ortama
daha yakin bir kiltur ortami olusturmasi nedeniyle daha
bol sayida mitoza yol agmasi beklenmekle birlikte bu ca-
ismada kapall sistemle benzer mitotik indeks oranlari
saptanmistir. Kapali sistemde kullanilan  besiyerinin
Chang-D, Ultroser-G ve fetal calf serum gibi mitozu artti-
ran besiyerleri ile zenginlestiriimesinin ve yapilan kendi
icinde pasajin agik sistemdeki kadar yiksek bir mitotik
indeks elde edilmesinde etkili oldugu dusiinilebilir.

Hucre kultur sureleri de her iki sistemde cok farkli degildi
(Tablo 1). CO2'li ortamda yapilan amniyotik sivi hiicre kiil-
turlerinde calisma baglayincaya kadar gecen siire Young
ve ark.lan tarafindan yapilan bir calismada 17 gin,
Shalev ve ark.'lar tarafindan yapilan bir diger calismada
da 7,9 giin olarak belirtiimektedir (5,6). Kennerknecht ve
ark.'lan 13 haftallk gebe olgulardan alinan amniyotik sivi
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hiicrelerinde acik sistemle 14,4 gun sonra calismaya
baslamiglardir (3). Eiben ve ark.'lar ise erken amniyo-
sentez yapilan olgularda galismaya baslayincaya kadar
gegen sireyi 14,5 gun olarak bulmuslardir (2). Calismada
bu sire acik sistemde 14,00+4,55 giin, kapal sistemde
13,19+3,60 giin olarak bulundu.

Harcanan besiyeri miktarinin, her iki sistemde kullanilan
flask ve tupler igin degistirilen besiyeri miktarina bagh ol-
dugu ve bu da maliyeti etkiledigi i¢in olgu basina ortalama
besiyeri degisikligi sayisi da hesaplandi. Buna gore acik
sistemde 2.33%£1.33 defa; kapal sistemde 1.29+0.46 defa
besiyeri degisikligi yapildi (p<0.0001). Bunun her besiyeri
degisikliginde kullanilan besiyeri miktaryla carpilimasiyla
harcanan toplam besiyeri miktari bulundu ve buna gére o
gunku fiyatlar Uzerinden agik sistemde flask basina yapi-
lan harcama, kapal sistemde tiip basina yapilan harca-
maya gore 4 misli daha pahal olarak hesaplandi. Bu de-
Gerlere besiyeri, tup ve flask disinda yapilan harcamalar
dahil edilmedi.

Acik sistemde ortamda CO2 ve nem bulunmasi gerekir.
Sistem dogal ortama daha yakin bir ortam saglamakla
birlikte CO2 ve neme bagli olarak bazen beklenmedik so-
runlara da neden olabilmektedir. Calismadan cikarilan 24
materyalde sonradan CO2 tipiunden kaynaklandigini
saptadigimiz bir sorun yasandi ve hiicre Uremesi olmadi.
CO2 tuplinin icinde neyin bu soruna yol actigi bulunama-
di, fakat bosaldikga doldurulan tupin degistiriimesi ile
hiicre Uremesindeki aksaklik ortadan kaldirildi. Hicre
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kultirlerinde genelde mantar ve bakteriyel enfeksiyonlar
g6rilir. Bunlardan mantar kontaminasyonu inkibatordeki
su ve nemli ortam nedeniyle cok kolay gelismekle birlikte
bakteriyel kontaminasyonlar genellikle calisan Kkisilerin
steriliteye dikkat etmemeleri ve kullanilan maddelerin
kontamine olmalari nedeniyledir. Calismada sekiz mater
yalde kontamine olmus bir besiyerinin ayni gin acik hiic
re kiltirlerinin besiyeri degisiminde kullaniimasi nedeniyle
bakteriyel enfeksiyon gelisti ve arastirma kapsamindan
cikanldi. Mantar kontaminasyonu acik sistemin en buyuk
dezavantajidir ve enfeksiyon kolaylikla diger hiicre kiltir
ortamlarina gegebilir. Bu galismada dort kultur ortaminda
mantar kontaminasyonu gelisti (%5,8).

Bu calismada acik sistemde kullanilan inklibatorin isisi
nin Ozellikle yaz aylarinda ve sicak gilinlerde optimal sart
larda tutulmasinda zorluklarla karsilasildi.

Sonug¢ olarak cogu laboratuvar tarafindan kullanilan agik
sistem hucre kulturinin yaninda Turkiye sartlarinda, ka
pal sistemle de hicre kilturinin hazirlanmasi givenlik
acisindan yararl olabilecegi gibi maliyet ve islemin verim
liligi acisindan da olumlu katkida bulunabilecektir. Hucre
kiltdrlerinin  hazirlanmasindan kromozom diizeyinde de
gerlendirme asamasina kadar her basamaginda deneyi
min ¢ok buyuk 6nemi vardir. Her iki hicre kultir yontemi
ve kullanilan malzemeler temelde benzer olmakla birlikte
butun sartlar optimal olsa da calismay! yapacak kisi, elde
edilecek metafaz sayisi ve kalitesinde en 6nemli roli oy
nayacaktir.
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