


KRIYOJENIK DEPOLAMA

v'Sonsuz hicre hatlarinin pasaj numaralari

arttikca genellikle stabiliteleri azalmaktadir.

v'Bu vyiuzden hicreler ile calisirken stok
hazirlamak ve bu stoklari kriyojenik olarak

depolamak gereklidir.



HUCRELERIN DONDURULARAK SAKLANMASI

» Hiicre hatlarinin kiiltiir ortaminda sonsuza kadar
devam ettirilmes1 miimkiin degildir.

>In vitro kiiltivasyon nedeniyle 6zelliklerinde bazi
degisiklikler olusur.

»Bu ve buna benzer istenmeyen ve Ozellikle geri
donlisimii olmayan degisiklikler ve bozulmalarla
karsilasmamak i¢in hiuicrelerin kisa veya uzun sureli

stoklanmasi gerekir.



HUCRELERIN DONDURULARAK SAKLANMASI

» Hucre kaltarlerinin dondurularak saklanmasi
konusundaki calismalar 18. yuzyilda baslamistir.
»Reaumur (1736) ve Spalanzani (1787) bocek ve hayvan
sperm ve ovumunu dondurarak saklamayr denemisler
ancak basarili olamamuislardir.

»Daha sonra 1949’ da Polge ve arkadaslari kriyoprotektan
olarak gliserol kullanmis ve sperm hucrelerini dusuk

Istlarda saklamayi basarmislardir.



HUCRELERIN DONDURULARAK SAKLANMASI

»Bu konudaki calismalar cesitli kriyoprotektanlarin
kullanimi, dondurma proseslerindeki degisiklikler, farkl
sicakliklarin, hlicre yogunluklarinin denenmesi gibi
alternatif yontemlerle strdtrulmustur.

»GuUnlUmizde her ne kadar temel prensipler belirlenmis
ise de bazi o0zel hucreler icin alternatif yontem arayislari

halen strdurulmektedir.



HUCRE KULTURLERININ STOKLANMASININ YARARLARI

1. Degerl1 hiicre hatlarinin korunabilmesi;

2. Pasaj sayisiin ilerlemesine bagh fenotipik degisimlerin
onlenmesi;

3. Calismalar sirasinda giivenli geriye donebilme olasiligi;

4. Aym1 pasaj seviyesindeki hiicre topluluklari ile degisik

zamanlarda calisabilme olanagi.



HUCRE KULTURLERININ SAKLANMA KOSULLARI

Sicaklik Kiiltiir Sartlar Siire
>0°C | Oda sicakligi | Taze besi ortami | Monolayer kiiltiir 1 hafta
(20-22 °C) (liretme vasati)
Stispanse kiiltiir 1-2 saat
4-10 °C Monolayer kiiltiir - >24 saat
Stispanse kiiltiir 1 hafta
<0°C [-70-86°C Kriyoprotektan kullanilarak 6 ay- 5 yil
<-150 °C Kriyoprotektan kullanilarak X




» Hicrelerin uzun sire saklanabilmesi icin en uygun
yontem — 130 °C in altinda dondurma islemidir.

» Boylece biyolojik stabiliteleri saglanabilir.

» Bu amacla sivi azot icinde saklama metodu uygun ve
Onerilen tekniktir.

» Genellikle logaritmik lireme fazinda ki aktif hiicre

kulturleri dondurulur.



» Dondurma sirasinda dimetilsulfoksit (DMSO) yada

gliserol gibi kriyoprotektanlar kullanilir.

» Bunlar suda eriyebilen maddelerdir.

» Donma silirecinde olusan buz kristali miktarini ve

elektrolit konsantrasyonundaki artisi kontrol eder,

optimal degerlerin Gzerine ¢cikmasini engeller.



» Bir hlicre silspansiyonu dondurulmak (izere
sogutulmaya baslanildiginda hiicre disi sivida ki erir
madde konsantrasyonu hizla artar.

» Plazma membraninin bir tarafindan diger tarafina
dogru osmotik gradient olusumuna neden olur.

» Plazma membraninin yari gecirgen yapisindan dolayi,
bu gradienti dengelemek Uzere hiicre disina dogru
bir su akisi gerceklesir ki, bunun sonucunda hiicre

buzulmeye baslar.



» Yavas dondurma isleminde buz kristalleri icermeyen
blzilmus hucreler olustugu icin  basari sansi
yluksektir.

» Blizilmeye firsat bulamadan hiicre ici buz
kristallerinin olustugu hizli dondurma yodnteminde
daha dusuk basari saglanabilir.

» Cok yavas dondurma yontemlerinde ise yiksek

elektrolit konsantrasyonuna bagl plazma

membraninin stresi sonucu asiri hiucre bluziismesine

bagh yikim gorular.



HUCRE KULTURLERININ SAGLIKLI BiR SEKILDE
SAKLANABILMESI ICIN GEREKLI KOSULLAR
» Hiicre ici metabolik aktivitenin olabildigince yavaslamasi ve
hatta durmasi gerekir.
» pH degisimi hiicre canliligimi etkileyecek boyutta olmamalidir.
» Sogutma hizi  termal soka neden olmayacak sekilde
diizenlenmelidir.
» Soguma ve ¢Ozdiirme sirasinda hiicre disi ve hiicre ici sivilarda
kristallesme dikkate alinmalidar.
» CoOzdiirme sirasinda diliisyon soku riskine karst oOnlem

alinmalidir.



v Metabolik aktivite -79 °C’ nin altindaki sicakhklarda
yavaslar, -196 °C’ de minimum duzeydedir.

v"Madde  alisverisinde Onemli islevi olan  hiicre
membranindaki Na-K pompasinda bozulmalar baslar.

v Bunun sonucu, hiicreler siserler, membrandaki lipidlerin
ve enzimlerin aktiviteleri bozulur, az ¢oziinen materyaller
presipite olur ve buna bagh olarak pH degisiklikleri olusur.
v Hizlh soguma sonucu olusan 1s1 kaybi termal soka neden

olur. Bu olayin nedeni heniiz kesin olarak belirlenmemistir.



v Hiicre i¢i ve dis1 sivilarda dengesiz kristallesme, hiicre

membranina ve hiicre ici cisimciklere zarar verir.

v' Donma sirasinda gelisen olaylar, ¢6ziilme sirasinda tersine

olusur.

v" Ekstraselliiler ortam intraselliiler ortamdan Once siiziiliir ve
an1 olarak serbest sivi salimr, ekstraselliller sivi hipotonik

karakter kazanir. Sonucta hipotonik hiicre siserek patlar.



KRIYOPROTEKTANLAR

» Hiicreler hizli donduruldugunda ortamdaki tuz konsantrasyonu
aniden artar (0.15 M’ den 5.2 M NaCl’ e kadar ytuikselir).

» Hiicreler osmotik basingtaki artis sonucu biiziisiir ve oliir.

» Soguma sirasinda ortamdaki NaCl soguma hizi ile ters orantili
olarak cevresine 1s1 yaymaya baslar ve bu da hiicrelere zarar verir
(termal hasar).

» NaCl iceren ortam hizla sogutuldugunda ise (> -20 °C/dak)

hiicre ici sivida Kristellesme goriiliir, hiicre parcalanr, olir.



KRIYOPROTEKTANLAR

» Coziim, su molekiillerini baglamak, suyun
kristellesmesini yavaslatmak, kristalizasyonun
solutlerle es zamanli olmasini saglamaktir.

»Bu da kriyoprotektan denilen baglayici ajanlarin
kullanilmasiyla miimkiindyir.

»Boylece, kristalizasyon hizi yavaslar, ani osmotik
basing artis1 engellenir.

» NaCl soliisyonu diisiik 1silarda da izotonik kalur.



Dondurma sirasinda kriyoprotektan kullanilmazsa tahribat

nedenleri sunlardir:

v Buz Kristallerinin olusumu
v" Elektrolit konsantrasyonu

v Dehidrasyon

v pH degisimi

v" Proteinlerin denaturasyonu

v Heniiz tam olarak anlasilmamis faktorler.



Bu zararlar1 onlemek icin alinmasi gerekli tedbirler:

v Kriyoprotektan ilavesi (donma noktasini dusuriir)
v Yavas donma hizi (donmadan once hiicre suyunun

disariya ¢cikmasini saglar)

v -130 °C’ nin altinda muhafaza (buz kristallerinin

olusumunu geciktirir)
v Hizl1 ¢6zdiirme (-50 ile 0 °C aras1 tehlikeli 1s1ya hizli

gecmesini saglar).



En sik kullanilan kriyoprotektif maddeler:

v'Dimetil siilfoksit (DMSO)

v Gliserol



DIMETIL SULFOKSIT (DMSO)

v'Gliinimiizde en ¢ok ve giivenle kullanilan

kriyoprotektan DMSO’ dur.
v'Oda sartlarinda sivi, +4 °C’de kat1 haldedir.

v’ DMSO; havanin neminden ve 1siktan etkilenir.

v'Bu nedenlerle koyu renkli siselerde, az miktarlarda
saklanar.

v'Hicreleri dondururken kullanilan DMSO, hiicreler
donarken suyun Kristalize olup hicrenin

catlamasini engeller.



DIMETIL SULFOKSIT (DMSO)

v'Genellikle hicreler; %90 serum ve %10 DMSO iceren
kriyotuplerde, -196 °C’de s1v1 azot i¢erisinde saklanir.
v'Ancak, huicrelerin 4 °C’de 24 saat, 37 °C’ de 1 saatten fazla
DMSO ile temas etmemesi gerekir.

v'Daha uzun siireli temas toksik etkiye neden olur.

vDMSO’ nun toksik etkisinden korunmak i¢in bir baska
onemli nokta da bu maddenin dogrudan hiicre siispansiyonu
ile temas ettirilmemesidir.

v'Hiicre dondurma soliisyonu ayrica hazirlanmali ve hiicre bu

karisim tlizerine eklenmelidir.



Kriyoprotektan secimi ¢ahsilan hiicre Kulturu tiirlerine
gore de degisiklikler gosterir:

Derideki epitel hiicreleri % 20-30 gliserol

Derideki fibroblast hiicreleri % 10 gliserol

Sivrisinek hiicreleri % 1 gliserol

Insan kan hiicreleri PVP

Insan kok hiicreleri % 5 DMSO + %6 HES (1°C/dak)

Genel kural % 5-10 gliserol veya DMSO (1-10
°C/dak)




v’ Hiicreler, biiyiime c¢ozeltileri %10-20 serum
ve %5-10 gliserol yada DMSO iceren bir

cozelti ille dondurulurlar



HUCRE KULTURLERININ DONDURULMASI
SIRASINDA GECIRDIGI EVRELER

A)Likit Faz

> Isleme baslanmasi ile donma isleminin basladig1 zaman
arasindaki siirectir.
» Hiicrenin i¢c ve dis ortaminin dengelenmesi bu fazda

gerceklesr.



B) Faz Gecis Zamani

» Donma isleminin basladigi andan, donmanin

tamamlandigi ana kadar olan siirectir.
» Dondurma isleminin en kritik periyodudur.
» Su s1vi halden kat1 hale gecerken bir 1s1 yayar.
» Bu 1smin hiicreye zarar vermesi, ortam 1sismin -20 © C’

ye ulasincaya kadar -15 ile 20 °C/dak olacak sekilde

duzenlenmesi ile Onlenebilir.



C) Donma Sonrasi Sogutma Fazi

»Donmanin gerceklestigi noktadan, saklama 1sisina
ulasilincaya kadar gecen stirectir.

»Bu donemde -50 °C’ ye kadar 5 °C/dak, -80 °C’den
sonra 1-3 °C/dak olmas1 uygundur.

»Buradan sonra hiicreler sivi azot icerisine transfer

edilebilir.



D) Depolama Fazi

v'Bu fazda dnemli bir hiicre hasar1 olusmaz.
v'Hiicre tiirline ve saklama 1simnima bagli olarak
baz1 degisiklikler gortilebilir.

v'En az hasar siv1 azot icerisinde (-196 °C) dir.

v Hiicreler bu ortamda teorik olarak sonsuza
kadar saklanabilir.

v'Bazi arastiricilar azot buharmin daha uygun bir

ortam oldugunu savunmaktadirlar.






v Hicreler sivi azot icinde -196°C’ de, bu dusuk
sicakliga dayanacak 0Ozel plastik tipler (cryo tip)

yada cam vialler icinde saklanur.
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DONDURMA EKiPMANLARI

v'Sivi nitrojen

v Sivi faz (-196 °C)

v’ buhar fazi (-156 °C)
v'Sivi nitrojen kab

v'Sivi nitrojen tasiyicilari









HUCRE DEPOLAMA KAPLARI
v Genellikle elektriklt ve elektriksiz olarak 2 farkl
ozellikte kap kullanilir. Elektrikli depolama kaplar1 -86 °C’
ye kadar sogutan derin donduruculardir.

v'Hucreler -20°C veya -80°C dondurucuda saklandiklarinda
canliliklari hizla dismektedir.

v' En Onemli dezavantajlar1 hiicrelerin saglikli saklanma
sirelerinin maksimum 5 yil ile sinirli olmasi ve elektrik
arizasi halinde tiim stokun kaybedilmesi riskidir.

v" Elektrik akimina bagli olmayan kaplar, buhar veya sivi

fazda azot iceren ozel depolama sistemleridir.



v Bunlarin en oOnemli riskleri ise, diizenli azot
gereksinimi ve urunun bazi mikroorganizmalarla
kontamine olma riskidir.

v'Azot kaplarinda en sik goriillen kontaminantlar arasinda
aspergillus, stafilokok, enterokok, pseudomonas, HBYV,
HCYV sayilabilir.

v'Onlem olarak ampullerin ikinci bir koruyucu igerisine

konulmasi Onerilmektedir.






HUCRELERIN DONDURULMASI

v’ Hicre kiltirinin uzun sire devam etmesi kontaminasyon

ve Ureme hizinin dusisu gibi olumsuzluklara yol acar.
v’ Bunun 6nline gecebilmek icin hicreler dondurulur.

v" Dondurma isleminin basarisi,¢6zdiirme isleminin sonunda

hiicre canlilik oraninin yiiksek olmasi ile orantilidir



AN

DONDURMA PROSEDURU

Su banyosu 37C ye isitilir.

Hlcre besi ortami ve serum su banyosunda 37 C ye isitilir

Hicre Pasajlanmasi protokoliinde belirtildigi sekilde hicre pelleti
elde edilir.

Hicre pelleti, 1 ml dondurma ortami icinde sispande edilir ve
cryovial adi verilen tuplere konulur.

Hicrelerin bulundugu tipler dondurma kabina konulur ve -80C ‘de
bir gece bekletilir.

Ertesi glin sivi azot tankina transfer edilir.



HUCRELERIN DONDURULMASI

1) Petri Gizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir.

2) Hucreler serumdan arindirilmak icin PBS ile yikanir.

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

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

5) Canli hiicre sayimi yapilir. Dondurulacak hicrelerin

%20’sinden fazlasinin ol olmamasina dikkat edilir.



HUCRELERIN DONDURULMASI

5) Hucreler pipetlenerek tek hicre stispansiyonu haline getirilir ve bir falkon
tipe aktarilir. Uzerine 2-3 ml daha medyum ilave edilir.

6) Hicre stispansiyonu santrifdjlenir (1000-1500 rpm 5 dakika), siipernatan
uzaklastirihir.

7) Pelet 1 ml besiyerinde sulandirilarak sayilir.

8) Ne kadar hucreye ve cryo tlipe ihtiyac duyulacagina karar verilir. Her tip,
1ml ortam icinde 1 x 107 (ya da 4 X 10° ile 2 X 107 hucre arasi ) hucre
alabilir.

8) Dondurma tupleri icerisine 1:1 oraninda dondurma medyumu ve hiicre
cOzeltisi konur

9) Tupler dondurma kabina yerlestirilir ve kap - 80 derin dondurucuya konur.

24 saat sonra dondurma tupleri sivi nitrojen tankina transfer edilir.



v'Hiicre slspansiyonu tercihen vyiksek  bir
konsantrasyonda olmali ve yavasca, dakikada 1°C
hiziyla dondurulmalidir.

v Kontrolli yavas dondurma islemi icin vialler
izopropanole gomulur ve takiben -80°C’lik derin
dondurucuya kaldirilmasi ile her dakikada 1- 3°C
dliisme saglanir.

v Kaliteli bir dondurma saglayabilecegi gibi -80°C’de

hiicreler ortalama 6 ay 1 yil saklanabilir.
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DONDURULMUS HUCRELERIN KULTURE
EDILMESI

v Okaryotik hicreler serumlu besiyeri ve
dondurucu ajan (DMSO) varliginda dondurulup
sivl nitrojende (-196°C) saklanir.

v’ Dondurulmus hicreler kuru buzda transfer edilir.

v Dondurulmus htcrelerin hizlica ¢ozulip derhal
kultire edilmesi hucrelerin  hayatiyetlerinin

saglanmasi icin esastir



HUCRELERi DONDURMADAN ONCE

ATCC katalogundan kullandiginiz hiicrenin dondurulma protokoliini kontrol edin.
Laboratuvarda uygulanan prosediri o6grenin. Olasi modifikasyonlari ATCC
protokoll ile karsilastirarak tespit edin.

Eger yeni bir hicre hatti ise hatti gelistiren lab ile irtibata gecin veya literatlre
bakin.

Hicreler kryotiiplerde dondurulup sivi nitrojen tanklarinda saklanir. Saklama icin
kullanilan sivi nitrojen tanklarinin rakl sistemde olmasi gerekir. Tupler bu tanklara
kataloglanarak yerlestirilmelidir.

Nitrojen tanklardaki sivi nitrojen tankin oOzelligine bagli bir hizda buharlasir.
Periyodik olarak nitrojen seviyesinin kontrolii ve tamamlanmasi gerekmektedir.
Sivi nitrojen buhari solunmamalidir. Elinizle olusan buhari dagitmamaya gayret

edin.



HUCRE PROLIFERASYONU VE TESTLERI



HUCRE PROLIFERASYONU VE TESTLERI
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NORMAL HUCRE COGALMASI

v'Normal dokularda, hiicre bolunmesi ve cogalmasi
organizmanin devamliligi icin bir gerekliliktir.

v'Hiicre cogalmasinin olmasi gerekenden farkli
olmasi patolojik durumlara yol acar.

v Ornegin, kanser; hicrelerin kontrolsuz bir sekilde

hizli bolinmesi



HUCRE DONGUSU

* Bir hlicrenin bélinmeye baslamasindan
itibaren onu takip eden diger hucre
bolinmesine kadar gecen zaman araligina
hicre donglisui denir.

Sekil 2.1. Hiicre dénglisi



HUCRE PROLIFERASYONU VE CANLILIK

Canli hicre sayisinin ve hicre ¢cogalmasinin dogru ve hizli bir sekilde

degerlendirilmesi bircok deneysel yaklasimda 6nemlidir.
— Buyume faktorlerinin analizi
— Genlerin fonksiyonel analizleri

— ilac denemeleri

— Sitotoksisite calismalari
— Biyouyumluluk

— implantlar

— Kozmetik

— Toksik ajanlarin belirlenmesi




HUCRE PROLIFERASYONU VE CANLILIK

Hiicre Canlilig (Cell Viability); Ornekteki
canli hlicre sayisi.

— Hemositometre ile sayim
— Metabolik testlerle 6lciim (MTT, XTT, WST1)



Hiicre Canliligi

Principle

Trypan Blue dye Exclusion Methods



MTT, Sulforhodamine B, Coomassie blue gibi

boyalarla boyanan hucreler bize hlcre sayis
hakkinda da bilgi verir.

MTT ile hlicreyi boyamak bircok avantaj saglar.
Bu boya sadece canli hlicreleri boyar, 6lG hucreleri
boyamaz



Suspansiyondaki hulcrelerin  canliliginin  tespit
edilmesi Trypan mavisi (%0.5-1) ve Erythrocin B gibi
o6la hucreleri boyayan boyalarin yardimi ile yapilabilir.
Bu boyalarin %0.9” luk tuzlu suda hazirlanmis
solusyonlari hucre sltspansiyonuna eklenir ve Thoma

lami gibi bir hemositometre yardimiyla canli hucreler

sayllarak tespit edilir.



MTT testi indirekt olarak hiicre blyiimesi ve/veya

hiicre oliminu degerlendirmeyi amaclayan, hicre
kultiri esasina dayanan bir ila¢c duyarliligi testidir.
Hicre canhliligini ve Uremesini olcen bu yontemin,
diger sitotoksik test yontemlerine goére daha hassas
ve tekrarlanabilir olmasi, uygulamasinin kolay, hizli ve

sayllabilir olmasi avantaj olarak belirtilmistir.



lIk olarak Mosmann tarafindan tanimlanan, daha
sonra Alley ve arkadaslari tarafindan gelistirilen 3-
(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium
bromid (MTT) vyontemi hiicre canliliginin
belirlenmesi icin c¢cok sik kullanilan pratik bir
yontemdir.

MTT yontemi ile bir hiicre toplulugunda ki canli
hicrelerin orani kalorimetrik yontemle kantitatif

olarak saptanabilmektedir.



Arjan ve arkadaslari, MTT test yoOnteminin
sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanisli, hassas ve hizli bir
metod oldugunu, ayrica radyoaktif izotop kullanmaya gerek
kalmadigini belirtmislerdir.

Wilson ve arkadaslari, MTT'den Ureyen formazonun
yogunlugunun direkt olarak yasayan hucrelerin sayisiyla
baglantili oldugunu ileri stirmuslerdir. Bu yontemi, kanserli
hastalarin tedavisinde kullanilan ilaclar Gzerinde denemisler
ve elde ettikleri klinik sonuclarin, MTT sonuclariyla paralel

oldugunu belirtmislerdir.



» Tetrazolium tuzlari substrat olarak kullanilir.

» WST-1, XTT ve MTT solusyonlarinin canli veya apoptozun
erken evresindeki hucrelerin mitokondrileri araciligiyla ile
olusturdugu  reaksiyonda,  solusyonlarda bulunan
tetrazolium halkasi hucre mitokondrilerinde bulunan
dehidrogenaz enzimlerince parcalanarak renkli formazan
kristalleri olusturur.

» WST-1, XTT ve MTT vyontemi, saglam hucrelerde
mitokondrinin  MTT boyasinin tetrazolium halkasini

parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir.






* Tetrazolium halkasinin parcalanmasi sonucu
soluk sari renkli MTT boyasi koyu mavi-mor
formazan urunune donusmektedir.

* Sonuc olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hucreler mor renkte
boyanmakta, olu vya da mitokondri
fonksiyonu bozulmus hucreler

boyanmamaktadir.
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* Bolunen hucreler bolunmeyen hucrelere gore
metabolik olarak daha aktif olduklari icin WST-
1, XTT ve MTT testleri hucre
proliferasyonunun degerlendirilmesi icin de

uygundur.



MTT, hicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye
bagh bir reaksiyon ile renkli, suda ¢oziinmeyen formazana
indirgenen bir maddedir.

Tetrazolium halkasinin parcalanmasi sonucu soluk sari1 renkli
MTT boyasi koyu mavi-mor formazan uriiniine déoniismektedir.

Hlcrelerin MTT indirgeme 0zelligi hicre canhliginin olgitu
olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu
canli hiicre sayisi ile korelasyon gosterir.

Sonu¢ olarak canh ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis
hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu

bozulmus hucreler boyanmamaktadir.



Hlicrelerin Sayilmasi

Otomalize Cihazlar




Fig. 21.2. CASY Electronic Cell Counter. CASY 1 (Schirfe
Systems) cell counter, also suitable for cell sizing and discrimination
between wviable and nonviable cells, and single cells and aggregates.
(Courtesy of Schirfe Systems).

CASY ELEKTRONIK HUCRE SAYICISI



CASY Elektronik Hucre Sayicisinin 3 temel pargasi vardir.

1.Bir adet delikli tup, bu tup uzerindeki delikler 150 uym dir.

2.Bu delikli tupe bagh bir pompa.
3.Skala bagh 2 elektrod, analizor ve yukseltici.

Ayrica her bir parametrede hucre sayisini gosteren anolog ve

dijital okuyucuda vardur.
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Tapun delikleri boyunca gecen her bir hicre,
hicre miktarina orantili olarak tip boyunca okunan
dirence karsi degisiklik gosterir. Bu direnc degisimi
titresime neden olur ve titresimi guclendirerek
sayllmasini saglar. Bu hlcre sayicisi ayrica uygun

boyutlu hicre grubunu canli yada canli olmayan

hicrelerin arasindan ayirir.



140 1 L I 1 . L 1 L 1 L 1 L 1

- Dabris iDead| Live calls Aggragatas
120 — | cofis |

i ' |
100 —

Cell counts

1 1 1 1
20 20 40 S0 pm

Call diamatar

Fig. 21.4. Analog Printout from CASY Electronic Cell Counter.
Cell number plotted against cell diameter gives a size distribution
analysis that enables the lower threshold (vertical dashed line) to be
set. In this display. the upper threshold could be set to 30 Jum or set
to infinity. The peak below the vertical dashed line and the vertical
dotted line represents nonviable cells that can be used with the
viable cell count to determine percentage viability. (IData courtesy
of Schirte Systems).






