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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

SIĞIR VE KOYUNDAN ELDE EDİLEN FARKLI TİP HÜCRELERİN 

DONDURULMASINDA KRİYO KORUYUCULARIN VE 

ISI DEĞİŞİKLİKLERİNİN HÜCRE CANLILIĞI ÜZERİNE ETKİLERİNİN 

İNCELENMESİ 

Ezgi SERTER 

Tekirdağ Namık Kemal Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Tarımsal Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Sezen ARAT 

Hücrelerin biyobankalarda dondurularak saklanması bilimsel araştırmalar sırasında geriye 

dönebilme veya kaybolan türleri bu hücreleri klonlamada kullanarak geriye getirebilme olanağı sunar. 

Ancak dondurma işlemi hücreler için öldürücü olabilir ve bu yüzden donma ve çözünme sırasında 

hücrelerin herhangi bir zarara uğramaması amacı ile dondurma solüsyonu içerisine kriyoprotektan adı 

verilen çeşitli kimyasal maddeler eklenmektedir. Bunun yanı sıra dondurma hızı da çözüm sonrası 

hücre canlılığını etkileyen bir diğer faktördür. Sunulan bu tez çalışmasının amacı; kriyo koruyucuların 

ve ısı değişikliklerinin hücre canlılığına etkisinin araştırılması, hücrelerin zarar görmeden 

saklanabilmesi ve bu süreç boyunca canlılıklarının en üst seviyede korunabilmesi için onlara zarar 

vermeyecek koşulların hücre tipi bazında belirlenmesidir. Çalışmada koyun ve sığırdan primer kültür 

ile elde edilen farklı iki tip hücre hattı ile çalışılmıştır. Bu hücreler koyun ve sığır kulağından elde 

edilen kıkırdak hücreleri ve ovaryumlarından elde edilen granuloza hücreleridir. Yavaş dondurma 

tekniği, kriyoprotektan olarak seçilen DMSO ve Gliserolün farklı dozları (%5-10) denenmiştir. 

Dondurma sırasında kullanılan kriyoproteklanların farklı dozlarının,  dondurma tüplerinin içinde 

bulunduğu malzemelerin (Mr. Frosty, karton kutu, köpük kutu), saklama süresi içinde meydana gelen 

ısı değişikliklerinin hücreler canlılığı ve proliferasyonu üzerindeki etkileri akış sitometrisi ve MTT 

analizleri ile değerlendirilmiştir. Sonuç olarak, DMSO uygulanan tüm deney gruplarında canlılık oranı 

gliserol uygulanan deney gruplarına göre daha yüksek bulunmuştur. Karton veya köpük kutu içinde 

DMSO kullanılarak dondurulan hücrelerin canlılık oranlarının da benzer şekilde gliserol kullanılarak 

dondurulanlara göre daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca saklama sırasında meydana gelen ısı 

değişikliği durumunda da canlılık oranlarının DMSO kullanılan gruplarda gliserole göre daha yüksek 

olduğu görülmüştür. Bununla birlikte akış sitometrisinde hücre canlılıkları düşük bulunan gliserol 

gruplarının 24 saat kültürü sonrasında MTT sonuçlarına bakıldığında bazı deney gruplarında 

proliferasyonun artmış olduğu gözlemlenmiştir. Tüm veriler ışığında çalışmada incelenen tüm 

koşullarda DMSO’nun hücreleri dondurmanın olumsuz etkisinden gliserole oranla daha iyi koruduğu 

sonucuna varılmıştır. Mr. Frosty, Köpük ve Kutu içerisinde dondurulan hücrelerde canlılık oranlarında 

çok büyük farklılıklar görülmemiş, hücre canlılığı üzerinde kritik faktörün kullanılan kriyoprotektan 

ve konsantrasyonu olduğu sonucuna varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: : Hücre Kültürü, Kriyoprezervasyon, Yavaş Dondurma, Kriyoprotektan, 

MTT Analizi, Akış Sitometrisi 

2019, 93 Sayfa 
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                 ABSTRACT 

 

MSc. Thesis 

EXAMINATION OF THE EFFECTS OF CRYOPROTECTANTS AND TEMPERATURE 

CHANGES ON CELL VIABILITY IN FREEZING DIFFERENT TYPES OF CELLS 

OBTAINED FROM CATTLE AND SHEEP 

 

Ezgi SERTER 

Tekirdağ Namık Kemal University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Agricultural Biotechnology 

 

Supervisor: Prof. Dr. Sezen ARAT 

 

Storage of biodegradable cells in a frozen way in biobanks gives opportunities to 

reversibility during scientific researches or bring the missing species back by using these cells 

in cloning. However, freezing process can be fatal for cells therefore, during the freezing and 

dissolution, it is added various chemicals which is named “cryoprotectants” to the freezing 

solution to avoid damage against cells. In addition, freezing speed is another factor which 

affects the cell viability after the solution. The purpose of this thesis is the investigation of the 

effects of cryoprotectants and temperature changes on cell viability, storage of cells without 

damage and the determination (in a base of cell type) of harmless conditions to protect their 

viabilities in highest level during process. In this process, it was worked with two different 

cell lines which is obtained with primer culture from cattle and sheep. These cells are the 

cartilage cells from cattle and sheep’s’ ear and the granulosa cells that are obtained from its 

ovaries. Slow freezing technique, the different dose of DMSO and glycerol (%5-10) which is 

chosen as cryoprotectant is tried. Different doses of cryoprotectants used during freezing, the 

materials in which the ice cream tubes are (Mr. Frosty, Cardboard Box, Foam Box), effects of 

heat changes occurring during storage on cell viability and proliferation are evaluated with 

low cytometry and MTT analysis. As a result, the vitality ratio applied DMSO in 

experimental groups is found higher than the groups that is applied glycerol. It is detected that 

the vitality ratio of the cells which is frozen by applying DMSO in carton or foam in box is 

higher which is similar to cells that frozen by the applying glycerol. It is also seen that the 

vitality ratio during heat change in storage time is higher as well in the groups that are applied 

DMSO than the groups that are used glycerol. For all that, the glycerol groups which found 

their cell vitality low in flow cytometry is observed that after the 24hours culturing, according 

to the MTT results the proliferation is higher in some experimental groups. In the light of all 

data, in all conditions that are examined, it is concluded that the DMSO protects the cells 

better from the negative effects of freezing than the glycerol. It is not seen significant 

differences in the viability of the cells frozen in the box, Mr. Frosty, and foam. It is concluded 

that the critical factor is using cryoprotectant and it’s concentration on cell viability. 

Keywords: Cell Culture, Cryopreservation, Slow Freezing, Cryopretectants, MTT Analysis, 

Flow Cytometry  

2019, 93 Pages 
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1.GİRİŞ 

 Hücre kültürleri sitogenetik, biyokimyasal, moleküler biyolojik çalışmalarda, çeşitli 

hastalıkların tanı ve araştırılmasında, aşı üretimi, kanser araştırmaları, toksikoloji denemeleri, 

kök hücre araştırmaları ve rejeneratif tedavi, farmasötik proteinlerin üretimi gibi birçok alan 

ve konuda faydalanılan temel biyolojik materyal olmuştur. Hücrelerin asıl potensiyeli onların 

geriye programlanabilme kapasitelerinin ortaya çıkmasından sonra çok daha iyi anlaşılmış ve 

bu bilgiler hücre çalışmalarına büyük bir ivme katmıştır.  Hücrelerin klonlama amacıyla ilk 

başarılı kullanımının ardından (Wilmut ve ark. 1997), sığır (Cibelli ve ark. 1998, Vignon ve 

ark. 1998, Kato ve ark. 2000), fare (Wakayama ve ark. 1998), keçi (Baguisi ve ark. 1999), 

domuz (Onishi ve ark. 2000, Polejaeva ve ark. 2000), tavşan (Chesne´ ve ark. 2002), kedi 

(Shin ve ark. 2002), sıçan (Zhou ve ark. 2003), at (Galli ve ark. 2003), katır (Woods ve ark. 

2003), köpek (Lee ve ark. 2005), gelincik (Li ve ark. 2006), manda (Shi ve ark. 2007) deve 

(Wani ve ark. 2010)  ve en son olarak da maymun (Liu ve ark. 2018) olmak üzere birçok 

memeli türü fetal veya erişkin somatik hücre kullanılarak klonlanmıştır. Farklılaştırılmış 

somatik hücre çekirdeklerini embriyonik veya germinal hücre soylarına yeniden programlama 

yeteneği, yaklaşık on yıl önce somatik genomların depolanması konusundaki orijinal ilgiyi 

tetiklemiştir (Mastromonaco ve ark. 2014). Ben-Nun ve ark. (2011) bir maymunun somatik 

hücresinden elde ettikleri indüklenmiş pluripotent kök hücrelerden (iPSCs)  embriyonik 

yapılar üretebildiler ve yakın zamanda nesli tükenmiş beyaz gergedanın fibroblastından da 

benzer kök hücreler üretildi. Bu hücrelerin istenen hücre tipine programlanabilmesi ile ilgili 

mevcut veriler bu gün olmasa bile gelecekte mümkün olabilecek uygulamaları garanti altına 

alabilmek için önceden bu biyolojik materyallerin saklanması gerekliliğini göstermektedir.  

Bu nedenle hücre kültürleri hayvanların gen kaynaklarının zarar görmeden uzun yıllar 

korunabilmesi, gen bankalarının kurulabilmesi ve hatta kaybolan türlerin klonlama veya 

geliştirilen daha yeni teknolojiler ile geri getirilebilmesi bakımından oldukça önem 

taşımaktadır (Leon-Quinto ve ark. 2009, Arat ve ark. 2011, Comizzoli 2017).  

Dondurulmuş biyolojik materyallerin saklandığı gen bankaları (kriyo-bank, 

biyobankalar) gen kaynaklarının koruması için oluşturulan programların temel öğelerinden 

birini oluşturur. Birçok tür üzerine başarıyla sonuçlanan klonlama çalışmalarından sonra, 

somatik hücre nükleer transferi de tehlike altındaki memeliler için koruma programlarının 

ayrılmaz bir parçası olarak önerilmiştir (Wildt ve Wemmer 1999, Ryder 2002, Andrabi ve 

Maxwell 2007, Arat ve ark. 2011, Selokar ve ark. 2018). Klonlamanın nesli tükenmekte olan 

sığır ırklarının kurtarılmasında nasıl yardımda bulunacağına dair mükemmel bir örnek yıllar 
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önce bildirilmiştir (Wells ve ark. 1998). Bu nedenle, koruma programlarının bir parçası olan 

kriyobankaların sadece gamet ve embriyo bulundurmak yerine, somatik hücrelerinde (vücut 

hücresi) depolandığı yerler olması gerektiği vurgulanmaktadır (Leon-Quinto ve ark. 2009). 

Arat ve ark. (2011), Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) tarafından hazırlanan 

Hayvan Genetik Kaynakları için ilk Küresel Eylem Planı (FAO 2007) ve gen kaynakları 

koruma klavuzu (FAO 2012) çerçevesinde önerildiği gibi hücre stoklarını da içeren hayvan 

gen kaynakları bankasının (http://www.turkhaygen.gov.tr/,) Türkiye’de kurulmakta olduğunu 

ve bu bankada saklanan dondurulmuş materyaller ile ilk Boz ırk klon sığırlarını üretiklerini 

rapor etmişlerdir. Benzer şekilde Hindistan’da kurulan somatik hücre bankasındaki 

dondurulmuş hücreler kullanılarak manda klonlanmıştır (Selokar ve ark. 2018).  

Canlı organizmaların kriyoprezervasyonu (dondurarak koruma), hücre veya dokuların 

zarar görmeden uzun yıllar boyunca korunabilmesini amaçlar. Kriyobiyoloji ismi; Yunanca 

anlamda kryos (buz), bios (hayat) ve aynı zamanda logos (bilim) gibi kelimelerden türetilmiş 

hücre ve dokuları dondurulmasını inceleyen bir bilim dalıdır. Kriyobiyoloji düşük sıcaklığın 

organizmalar üzerindeki etkisini araştıran, dondurulup ve daha sonra çözdürürülen tüm 

hücrelerin işlevsel özelliklerinin daha iyi bir şekilde anlaşılmasına yardımcı olan bir bilimdir 

(Hoshino ve ark. 2009, Stolzin ve ark. 2012, Caputcu 2013). 

Hücre dondurmanın amacı, ilerleyen dönemlerde ihtiyaç duyulabilecek hücrelerin 

saklanabilmesi için dondurulmuş hücre stoklarının oluşturulmasıdır (Heyligers ve Klein-

Nulend 2005, Cui ve ark. 2007, Loi ve ark. 2008). Canlı hücrelerin dondurularak uzun yıllar 

saklanabilmesi ve gerekli olduğu durumlarda çözündürülerek hayata döndürülebilmesi, bilim 

dünyasını ilgilendiren en önemli konulardan biridir. Uygulanmakta olan tüm dondurma 

yöntemlerindeki temel prensip, donma ve çözünme sırasında oluşabilecek hücre içi buz 

kristallerinin oluşmasının önüne geçilmesini sağlayarak, hücrelerin buz kristallerinden zarar 

görmelerinin önüne geçmektir (Gage 1979). Hücrelerde oluşabilecek bu zararların önlenmesi 

için hücre içi sıvının, hücre duvarından geçebilen ve hücrelere olabildiğince zararsız olan 

kriyoprotektan (donmadan koruyan) maddeler ile yer değiştirmesi hedeflenmektedir 

(Cetinkaya ve Arat 2011, Stolzin ve ark. 2012). Kriyoprotektanlar, sistemdeki tüm çözünen 

maddelerin toplam konsantrasyonunu artırarak, herhangi bir sıcaklıkta oluşan buz miktarını 

azaltır.  Gliserol, dimetil sülfoksit (DMSO), etandiol ve propandiyol gibi birçok bileşik bu 

özelliklere sahiptir (Adams 2007). Hücre içine nüfuz edemeyen kriyoprotektanlar (glikoz, 

fruktoz, sorbitol, mannitol, sükroz, trehaloz vb. şekerler, albumin, serum gibi protein 

kaynakları) donmadan önce hücreleri dehidre ederek hücre içi buz kristalleri oluşumunu 

http://www.turkhaygen.gov.tr/
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azaltırlar, buz kristallerinin şekil ve büyüklüklerini zararsız hale getirirler veya hücre 

membranını korurlar (Adams 2007, Morris 2007). Hücre kültürlerinin dondurulmasında en 

çok kullanılan kriyoprotektanın DMSO ve gliserol olduğu ancak hücre içine daha iyi nüfuz 

etmesinden dolayı daha başarılı olan DMSO’nun tercih edildiği belirtilmektedir (Freshney 

2005).    

Çoğu hücre hatlarının -1 ila -5ºC/dk ısı düşmesi ile yavaş dondurulması ve hızlı 

çözülmesi gerektiği bildirilmektedir. Soğutma hızı, hücre içi suyun kaçması için zaman 

sağlamak üzere optimize edilir ve böylece daha sonra oluşacak hücre içi buzun miktarı 

azaltılır (Morris 2007). Bu nedenle kriprotektanlar kadar dondurma hızı da kritiktir. 

Hücrelerin belirtildiği ısı aralığında yavaş dondurulmasını sağlayan kontrollü dondurma 

cihazlarının yanı sıra, bu iş için daha ekonomik ve pratik sistemler olarak kalın karton veya 

polistren kutular veya içinde alkol bulunan polistren dondurma kutuları (Mr. Frosty) istenen 

yavaş ısı düşüşünü sağlamak amacıyla kullanılmaktadır. Ancak büyüklükler ve membran 

geçirgenliği hücreler arasında farklılık gösterdiği için seçilecek kriyoprotektan da dahil olmak 

üzere tüm kritik basamakların hücre tipine göre optimize edilmesi canlı hücre oranını olumlu 

etkiler.  

Hücreler dondurulduktan sonra -80ºC derin dondurucu içerisinde 6 ay ila 1 yıl 

arasında saklanabilir. Hücrelerin bu derecede sağlıklı bir şekilde saklanabilmesi için ısı 

derecesinde çok büyük değişiklikler istenmez. Ancak farklı sebeplerden dolayı oluşabilecek 

(elektrik kesintisi, dolap arızası, kapağın uzun süre açık bırakılması vb.) ısı değişikleri 

hücrelerin canlılığını olumsuz etkiler ve bazen meydana gelen bu sorun ancak hücre 

çözdürüldüğünde fark edilir.  

Sunulan bu tez çalışmasında farklı dozlardaki kriyoprotektanlar ile hazırlanmış 

dondurma solüsyonlarının,  yavaş dondurmayı sağlamak için kullanılan farklı kutuların ve 

saklama sırasında oluşabilecek ısı değişikliklerinin koyun ve sığır hücrelerinin canlılığı 

üzerine etkileri akış sitometrisi ve MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide) analizleri ile araştırılmıştır.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. Hücre Kültürü ve Solüsyonlar 

 Hücre kültürü ile ilgili yapılan çalışmalar 1900’lü yıllardan başlayarak günümüze 

kadar gelmektedir. Hücre kültürü, hücrelerin laboratuvar ortamında kontrollü bir şekilde 

üretilebilmesi, yetiştirilebilmesi sürecini kapsamaktadır. Yapışan hücre kültürü ve süspanse 

hücre kültürü olarak iki farklı hücre kültür tipi mevcuttur. Yapışan hücre kültüründe hücreler 

içinde bulundukları kültür petri kaplarının yüzeylerine yapışma eğilimi gösterip tek tabaka 

halinde çoğalırken, süspanse hücre kültüründe hücreler, besiyeri içerisinde serbest halde 

bulunurlar ve kültür petri kaplarının yüzeyine yapışma özelliği göstermezler. Hücre 

kültüründe çalışma ortamının steril olması gerekmekte ve tüm çalışmalar laminar akımlı kabin 

içerisinde gerçekleşmektedir. Uygulamalar esnasında kullanılacak olan solüsyonların soğuk 

olmaması gerekir ve bunun için de uygulama öncesinde su banyosunda (37ºC) 

bekletilmektedir. Hücrelerin, laboratuvar ortamında sağlıklı bir şekilde yaşamlarını devam 

ettirip çoğalabilmeleri için uygun pH, sıcaklık ve nemin sağlanabilmesi gerekmektedir. İn 

vitro hücre kültüründe en önemli avantaj sıcaklık, osmatik basınç, pH, O2 ve CO2 yoğunluğu 

gibi faktörlerin kültür ortamında kontrolünün başarılı bir şekilde sağlanıp, sabit 

tutulabilmesidir. Hücre kültüründe gerekli olan birçok fizyolojik koşulların gereksinimleri 

besiyerlerinden karşılanır (Arat ve ark. 2008, Deveci 2012, Koçaklı ve ark. 2015).  

Besiyerleri, hücrelerin metabolik aktivitelerini yerine getirebilmeleri için gerekli olan 

şartları sağlayan besleyici solüsyonlardır. Hücreler farklı besiyerlerinde farklı davranışlar 

sergileyebilir, bu hücre tipine göre değişiklik gösterir ve hücrenin ihtiyaç duyduğu besin 

gereksinimleri hücre tiplerine göre farklılık göstermektedir. Hormonlar, serum veya aminoasit 

gibi farklı maddelerin, hücre tipi ihtiyacına göre gerekli miktarda kültür ortamına eklenmesi 

önemlidir (Harrison 1907).  

 İlk besiyeri 1955 yılında Eagle’ın Temel Besiyeri (Eagle’s Minimal Essential 

Medium, EMEM) olarak karşımıza çıkmakta ve sığır, insan veya embriyo özütleri ile 

desteklenmiş ilk ticari besiyeri olarak bilinmektedir (Pombinho ve ark. 2004). İçeriğinde ise 

aminoasitler, glukoz, vitaminler (folik asit, nikotinamid, B12, riboflavin), tuzlar (KCl, CaCl2, 

MgSO4, monosodyum fosfat ve NaCl) gibi faktörleri barındıran bir solüsyondur. Bu besiyeri 

Dulbecco tarafından değişikliğe uğratılmış ve içerik olarak orijinal formundan tam dört kat 

daha fazla vitamin, aminoasit ve aynı zamanda iki kat daha fazla glukoz ile 
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zenginleştirilmiştir. Tüm bunların yanısıra içeriğinde demir ve fenol kırmızısı 

barındırmaktadır. Fare, sığır, koyun, hamster, insan, maymun, sıçan gibi çok fazla hücre 

tiplerinde DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) kullanılmaktadır (Pombinho ve 

ark. 2004).  

 Besiyeri hazırlandıktan sonra süzme işlemi (Şekil 2.1) ile steril edilir ve kullanıma 

hazır hale gelmesi için içerisine serum ve antibiyotiğin eklenmesi gerekmektedir.  

 

Şekil 2.1: DMEM-F12 süzme ile sterilizasyonu 

Serum, hücrelerin büyüme ve çoğalmasını tetikleyen büyüme faktörleri, mineral, lipit 

ve hormonları bünyesinde barındırmaktadır. Ayrıca serum içerisinde bulunan matriks 

proteinleri ile hücrelerin yüzeye yapışmasını sağlamaktadır. Rutin çalışmalarda en fazla FBS 

(Fetal Bovine Serum) kullanılmaktadır. Hücre çeşidi ve uygulama alanına göre besiyerine 

eklenen serum oranı değişiklik gösterebilir. Standart bir somatik hücre kültüründe tercih 

edilen bu oran %10’dur. Farklı serum tipleri olarak; yetişkin sığır serumu, dana, insan ve at 

serumları sıralanabilir ve bu serumlar daha çok özel koşullara gereksinim duyan hücrelerde 

kullanılmaktadır (Jochems ve ark. 2002, Yaylalı 2007).  

Antibiyotik ise, kültür ortamında karşımıza çıkabilecek herhangi bir kontaminasyon 

durumunu engellemek amacıyla kullanılır. Kontaminasyon, kültür ortamında istenmeyen 

bakteri ve mantarların bulunması halinde,  hücre gelişimini ve çoğalmasını oldukça 

yavaşlatan ve çalışma verimliliğini yok eden olumsuz bir durumdur. Bunun önüne geçmek 

için steril çalışma ortamı oluşturulur ve tüm çalışmalar laminar akımlı kabin içerisinde 
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gerçekleştirilir. Besiyeri içerisine de standart somatik hücre kültüründe %1 oranında 

antibiyotik (10,000 U/ml penicillin G,10,000 mg/ml streptomycin) eklenmektedir (Arat 2011, 

2013).  

 Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS), hücre kültürü çalışmalarında kullanılan 

hücre içi ve dışındaki osmotik basıncın dengede tutulabilmesini sağlayan bir tuz 

solüsyonudur. Bünyesinde çoğunlukla potasyum, sodyum, magnezyum, kalsiyum ve klor 

barındırmaktadır ve hücre metabolizmasını desteklemektedir. Bu çözelti hücreleri veya 

dokuları yıkamak için kullanılmak ile birlikte fizyolojik pH’ın ve aynı zamanda osmotik 

basıncın sağlanmasına yardımcı olmaktadır. Böylece hücreler için gerekli olan uygun ortamın 

sağlanmasına yardımcı olurken aynı zamanda tripsinin performansını arttırabilmek için, 

tripsin ekleme işleminden önce hücrelerin bulunduğu petri kabının yıkanmasında kullanılarak 

serum içeren kültür medyumunun tamamen uzaklaştırılmasını sağlar.  Serum içerisinde tripsin 

inhibitörlerinin bulunması sebebiyle bu basamak pasajlama işlemi sırasında oldukça 

önemlidir (Jakoby ve Pastan 1979).  

 Tripsin, hücre pasajlamaları sırasında kullanılan bir serin proteaz tipi enzimdir. 

Pasajlama işlemleri sırasında hücrelerin yapışmış olduğu yüzeyden kalkmasını sağlar ve 

sıcaklık yardımı ile etkisini en yüksek seviyede göstermektedir. Tripsinin keşfedilmesinden 

önce hücrelerin yüzeyden kaldırılması için mekanik yöntemler uygulanmış ve 1950 yılında 

tripsinin keşfedilmesi ile birlikte, hücre pasajlama çalışmalarında en fazla kullanılan enzim 

haline gelmiştir (Freshney 2005). Hücrelerin yüzeyden ayrılma, kalkma hızı besiyerindeki 

serum oranına, hücre tipine, petri içerisindeki hücre yoğunluğuna bağlı olarak değişkenlik 

göstermektedir ve uygulanan tripsin hacminin en az iki katı kadar serum içeren besiyeri 

uygulanarak tripsinin inhibe edilmesi gereklidir. Aksi takdirde tripsin etkisi devam ettiği için 

zamanla hücre membranına zarar vermeye başlayacaktır (Arat ve ark. 2008).  

Hücre kültürü çalışmalarında, hücrelerin canlı vücudu dışında yaşamlarını devam 

ettirebilmeleri için gerekli olan koşulların (pH, sıcaklık, CO2 ve O2) sağlanmış olması 

gerekmektedir. Ph 7.2 ve 7.4 aralığı birçok hücre için en iyi gelişim aralığıdır (Şekil 2.2). 

Fakat çalışmanın öncesinde kullanılacak olan örneğe göre uygun pH’ın belirlenmesi ayrıca 

önem taşımaktadır. Kültür ortamında yer alan hidrojen iyonunun konsantrasyonunda 

oluşabilecek herhangi bir değişiklik hücrelerin çoğalmasını olumsuz olarak etkilemektedir 

(Butler ve Christie 1994).  
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Şekil 2.2: DMEM-F12 pH ölçümü 

 Kültür ortamının sıcaklığı, hücrelerin alındığı canlının vücut ısısıyla belirlenmektedir. 

Sıcakkanlı canlılardan vücut ısısı değişmekle birlikte birçok türün hücreleri için 37ºC uygun 

ısı olarak kabul edilmektedir. Düşük sıcaklıkta ise CO2 çözünürlüğünün artmasına sebep 

olmakta ve bu durum da pH değişikliğini gerçekleştirmektedir. Bu değişiklikler ise hücre 

çoğalması üzerine olumsuz etki yaratmaktadır (Koçaklı ve ark. 2015).  

 Hücre kültüründeki istenilen değerdeki pH’nın (7.2-7.4) sabit bir değerde tutulması 

için CO2’ye ihtiyaç duyulur. Bu sebeple hücreler, hücre tipine göre değişiklik göstermek ile 

birlikte %2-5 oranlarında CO2 bulunan ortamda, inkübatör içerisinde kültüre edilmektedir. 

Kültür hücreleri oksijene tam bağımlı hücreler değildirler fakat bu durum hücre tipine göre 

değişiklik gösterebilir. Birçok hücre için düşük oksijen basıncı veya atmosfer basıncı yeterli 

olurken, geç dönem embriyoları için oksijen bakımından zengin ortam koşulları 

gerekmektedir (Laken ve Leonard 2001, Baicu ve Taylor 2002).  

2.2. Hücre Kültürü Laboratuvarında Gereken Cihazlar 

2.2.1. Laminar akımlı kabin 

 Kabinler HEPA (hight efficiency particible) filtre sayesinde havada bulunan 

partiküllerin uzaklaştırılmasını sağlarlar ve böylece steril bir çalışma ortamı 

oluşturmaktadırlar. Kabinler özelliklerine ve koruyuculuklarına göre sınıflandırılmışlardır. İlk 

olarak horizantal (Class C) kabinler ortamın steril olmasını sağlarlar, çalışmayı yapan kişiyi 

korumazlar ve daha çok bitki doku kültürü laboratuvarlarında kullanılırlar. Bir diğer kabin 

çeşidi olan (Class B) vertikal kabinlerdir (Şekil 2.3). Bu kabinler steril edilen havanın çalışan 

kişinin ön kısmından aşağı doğru (şelale akar gibi) akıtılmasını sağlayarak iç ortam ve dış 
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ortamın birbirine karışmasını önlemekte ve çalışmayı yapan kişiyi korumaktadır. Daha çok bu 

kabinler hücre kültürü çalışmalarında ve zararlı organizmalar ile çalışıldığı durumlarda tercih 

edilmektedirler. Bu iki kabinden farklı olarak Class A türü kabinler özel odalarda yüksek 

kontaminasyon riski bulunan çalışmaların gerçekleştirilmesinde tercih edilmektedir, tamamen 

kapalı olarak uzaktan kumanda yardımı ile çalışmaların sürdürülebildiği kabinlerdir (Oktar 

2009).  

 

Şekil 2.3: Laminar akımlı kabin (Class B) 

2.2.2 CO2 inkibatörü 

 

Şekil 2.4: CO2 inkibatörü 

Hücre kültürü işlemleri esnasında hücrelerin 

çoğalabilmesi için uygun sıcaklık aralığında 

bekletilmesi gerekmektedir. Hücrelerin çoğalması aynı 

zamanda %5-10 CO2’li ortamda gerçekleşir ve 

genellikle 37ºC uygun sıcaklık değeri olarak 

belirtilmektedir. Ortam neminin sağlanabilmesi için de 

inkübatörün alt kısmında bulunan su kabının daima 

dolu olmasına dikkat edilmelidir. İnkübatör kapağının 

fazla açık tutulmaması gerekir aksi takdirde ortamda 

nem ve sıcaklık kaybı oluşur ve kontaminasyon riski 

artar ki buda istenmeyen bir faktördür. Cihaz içi 

sterilizayonu yüksek ısı veya uv ışın aracılığı ile 

yapılmaktadır (Oktar 2009).  
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2.2.3. Mikroskop 

 

Şekil 2.5: İnverted mikroskop 

  

2.2.4. Isıtıcı tabla 

 

Şekil 2.6: Isıtıcı tabla 

2.2.5. Vakum pompası 

 

Şekil 2.7: Vakum pompası 

Hücre kültürü çalışmalarında daha 

çok inverted (ters) mikroskop 

kullanılmaktadır. Hücrelerin büyüme 

ve çoğalma durumları, morfolojik 

özellikleri, hücre sayımlar aynı 

zamanda herhangi bir kontaminasyon 

durumunun olup olmadığı incelenir. 

İnvertmikroskop objektifleri altta 

olması sebebiyle geniş bir çalışma 

mesefesi yaratarak petri kaplarındaki 

kültürlerin incelenmesine olanak 

sağlar.  

Petri kapları içerisinde kültürü devam 

eden hücreler inkübatör içinde (37ºC) 

bekletilir. Bu hücreler mikroskopta 

incelenmek istenildiği takdirde sıcaklık 

farkı olmaması ve hücrelerin ihtiyaç 

duyduğu ısının sağlanabilmesi için 

ısıtıcı tabla üzerine alınır ve petri 

kapları mikroskopta incelenebilir. Bu 

cihazın sıcaklık değeri 

ayarlanabilmektedir.  

Vakum pompası işlemler sırasında 

ortamdan uzaklaştırılmak istenen 

sıvıların atılmasını sağlar. Vakum 

pompasının hortumunun ucuna pastör 

pipet takılır ve sıvı bu pipet yardımıyla 

çekilerek ortamdan uzaklaştırılır.   
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2.2.6. Santrifüj 

 

Şekil 2.8:  Santrifüj 

  

 

 

2.2.7. Su banyosu 

 

Şekil 2.9: Su banyosu 

 

Ağırlıkları birbirinden farklı olan 

maddelerin (solüsyonlar, kan gibi) 

yerçekimi yardımı ile birlikte deney 

tüplerini çok hızlı devirlerde dönmesini 

sağlayarak solüsyonun ayrışmasını 

sağlar. Bu cihazı kullanırken dikkat 

edilmesi gereken faktör, tüplerinin 

içindeki sıvı miktarının eşit olmasıdır ve 

dengenin sağlanması için tüpler karşılıklı 

dizilmelidir. Hücre kültürü 

çalışmalarından santrifüj genellikle 1000 

rpm devirde 5 dakika süre ile çalıştırılır 

(Bozkaya 2016).  

Laboratuvar çalışmalarında solüsyonlar 

+4ºC’de muhafaza edilir. Hücre kültürü 

işlemlerinde kullanılacak solüsyonlar 

soğuk olmamalıdır. Bu nedenle 

solüsyonlar kullanılmadan önce 

sıcaklığı ayarlanan (37ºC) su banyosu 

içinde bir süre bekletilip daha sonra 

kullanılır.   

 



 
 

11 
 

2.2.8. Otoklav 

 

Şekil 2.10: Otoklav 

 

2.2.9. -80ºC derin dondurucu 

 

Şekil 2.11: -80ºC derin dondurucu dolap 

Otoklav, malzemelerin yüksek sıcaklık ve 

basınç altında buhar ile steril etmeye 

yarayan bir laboratuvar cihazıdır. 

Malzemelere özel paketleme uygulanır ve 

otoklav içinde bulunan sepete yerleştirilir. 

Kazanın yan kısımlarından yüksek buhar 

verilerek bu malzemelerin sterilizasyonu 

sağlanır. Genelde hücre kültürü 

malzemelerinin sterilizasyonu 121ºC 

sıcaklıkta ve 20 dakika sürede 

gerçekleştirilmektedir (Özbaş 2017).  

 

Laboratuvarlarda zarar görmeden düşük 

ısılarda saklanması gereken materyallerin 

muhafazasını sağlar. Hücre kültüründe 

dondurulan hücreler 24 saat boyunca bu 

cihazın içinde tutulur daha sonra sıvı azota 

alınır. Fakat sıvı azot yoksa hücrelerin 

muhafazası da -80ºC derin dondurucu 

dolap içinde gerçekleştirilir. 
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2.2.10. Hassas terazi 

 

Şekil 2.12: Toz DMEM tartımı 

2.2.11. Manyetik karıştırıcı 

 

Şekil 2.13: Besiyerinin karıştırılması 

2.2.12. PH metre 

 

Şekil 2.14: Besiyeri pH ölçümü 

Çözelti hazırlamak için kullanılan bir cihazdır 

ve çözeltileri mıknatıs yardımı ile homojen 

olacak bir şekilde karışmasını sağlar. Ayrıca 

çözeltiyi karıştırırken tablası içinde bulunan 

ısıtıcılar sayesinde de gerektiği durumlarda 

çözeltiye ısı da verebilmektedir. 

Hassas teraziler laboratuarların temel 

cihazlarından biridir. İlaç sanayi, kozmetik gibi 

birçok alanda kullanılmaktadır. Hassasiyet 

dereceleri ise 0.01 mg gibidir ve bu cihazlar 

0.01 gram ile 1100 kg aralığında tartım 

yapabilme özelliğine sahiptir. Hassas terazi 

hücre kültürü çalışmalarında çeşitli 

solüsyonların hazırlanmasında kullanılmaktadır 

(Anonim 2017a).  

 

Sulu çözeltilerdeki H+ ve OH- 

konsantrasyonlarını gösteren bir cihazdır. Eğer 

bir çözeltide pH değeri 7 den büyük çıkarsa 

bazik, 7 den küçük çıkarsa asidik ve 7 değerine 

sahip bulunursa nötral olarak kabul 

edilmektedir. Hücre kültüründe kullanılacak 

solusyonların 7.2-7.4 pH değerine ayarlanması 

için kullanılır (Anonim 2016).    
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2.3. Hücre Kültür Çeşitleri 

2.3.1. Primer hücre kültürü 

Primer (birincil) kültürler, sağlam veya parçalanmış dokulardan veya organ 

parçalarından elde edilir. Bir kültür genellikle alt kültüre alınana kadar  (veya pasaj yapılana 

kadar) primer kültür olarak kabul edilir ve ilk alt kültür (pasaj) sonrası hücre çizgisi olarak 

adlandırılır.  İlk alt kültürün ürünü ayrıca sekonder (ikincil) kültür bir kültür olarak da 

adlandırılabilir. Üçüncül kültür terimi neredeyse hiç kullanılmamaktadır (Davis 2011).  

Primer kültürde hücrelerin donörden izole edilmesi explant kültür ve enzimatik 

parçalama olarak iki şekilde gerçekleşmektedir.  

Explant kültür; dokulardan alınan parçaların kültür kaplarına küçük parçacıklar 

halinde kültür petri kaplarına ekiminin yapılması ve zamanla bu parçacıkların etrafında 

hücrelerin çoğalmaya başlamasıyla sonuçlanan bir yöntemdir. Hücrelerin çoğalmaya başlama 

süreci birkaç gün alabileceği gibi hücre tipine göre birkaç hafta da alabilmektedir. Enzimatik 

parçalama işlemi ise doku parçasına tripsin veya kollajenaz gibi enzimlerin eklenmesi ile 

gerçekleştirilen bir yöntemdir. Bu işlem sonrasında tekli hücrelerden oluşan bir solüsyon elde 

edilmekte ve bu solüsyonun kültür kabına ekilmesi ile birlikte hücre çoğalması 

amaçlanmaktadır (Masters 2000, Freshney 2005, Davis 2011).  

 Primer hücre kültürü yöntemi ile elde edilmiş olan hücreler, izole edildikleri dokunun 

özelliklerini birebir taşımaktadırlar. Bu hücrelerin belirli bir yaşama süreleri mevcuttur ve 

heterojen hücre popülasyonu gösterirler. Kontaminasyon riski yüksek olan bir hücre kültür 

yöntemidir, işlemler sırasında steriliteye fazlasıyla özen gösterilmesi gerekmektedir (Arat ve 

ark. 2008).  

2.3.2. Hücre hattı 

Bir hücre hattı, birinci alt kültürdeki bir primer kültürden türetilen bir hücre 

popülasyonudur. Sonlu (sonlu bir in vitro yaşam ömrüne işaret eden) veya devamlı 

(varsayılan bir sınırsız üretim potansiyelini gösteren) gibi sıfatlar, yalnızca bunları 

desteklemek için yeterli veri mevcut olduğunda kullanılır. Hücre hattı terimi, homojenliği ima 

etmez veya bir kültürün tanımlanma derecesini yansıtmaz (Davis 2011). Sınırlı yaşam 

süresine sahip hücre hatları türe, hücre soyu farklılıklarına, kültür koşullarına göre değişmekle 

birlikte genellikle 20 ile 80 populasyon katlanması kadar çoğalabilirler (Freshney 2005).  
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 Devamlı hücre hatları, diploid hücrelerin transformasyona uğraması ile veya kanserli 

dokulardan izole edilen hücrelerden elde edilen hücre hatlarıdır. Sınırsız çoğalabilme 

özelliğine sahip olan bu hücreler aynı zamanda sabit olmayan kromozom sayılarına sahiptir.  

Bu hücrelerin sonsuz sayıda pasajlarının yapılabilmesi mümkündür (Freshney 2005, Davis 

2011).  

2.3.3. Hücre soyu 

 Bu terim, spesifik özellikleri, fonksiyonel karakterleri veya markörlerin ekspresyonu 

bakınından seçilen karakterize edilmiş bir alt kültür hücre popülasyonunu tarif etmek için 

kullanılır. Bir hücre soyu tarif edilirken spesifik özellikleri açıklanmalıdır (Davis 2011).  

2.4. Gen Bankaları 

 Kriyoprezervasyon, biyolojik materyalin yıllar boyunca zarar görmeden 

depolanmasını sağlamaktadır (Mazur 1984). Bu durum ise günümüzde evrende bulunan tüm 

genetik zenginliğin güvenli bir şekilde uzun yıllar depolanabileceği anlamına gelmektedir. 

 Nüfusun hızlı bir şekilde artış göstermesi ile birlikte, sanayileşmenin artması küresel 

ısınma, değişen çevre şartları, besin ihtiyaçlarının artması, bilinçsiz tüketim gibi sebeplere yol 

açmıştır. Buna bağlı olarak bitki ve hayvan genetik kaynakları fazlasıyla zarar görmeye 

başlamıştır. Birçok bitki ve hayvan türleri yok olmuş ya da yok olma tehlikesi ile karşı 

karşıyadır. Bunların üzerine genetik çeşitliliğin korunabilmesi amacıyla çalışmalar yapılmaya 

başlanmıştır. 1992 yılında Birleşmiş Milletler tarafından “Biyolojik Çeşitlilik Sözleşmesi” 

oluşturulmuştur. Üye ülkeler için ise tüm çeşitliliğin ve genetik kaynakların korunması 

fazlasıyla önemli duruma gelmiştir (Caputcu 2013).  

Bilimciler nadir bitki ve hayvan türlerini tekrardan yetiştirmek veya genetik 

çeşitliliğini arttırma amacı güderek gen bankalarındaki örnekleri kullanmaktadırlar. Bu gen 

bankalarında aynı zamanda özel genlere sahip olan organizmalar ve hücreler korunma altına 

alınmış vaziyettedir. Bu genlerden daha sonraki zamanlarda, örneğin bitki veya hayvanların 

yaşamlarını tehdit edecek herhangi bir unsur ile (salgın hastalık gibi) karşı karşıya 

kalındığında yararlanılmaktadır. Bilimcilerin bu bankalarda yer alan hücre veya dokuları, yeni 

tür ve ırklar oluşturmak sebebi ile kullandıkları literatürler arasında yer almaktadır. Gıda ve 

Tarım Örgütü (Food and Agricultural Organization, FAO), Birleşmiş Milletler altında Hayvan 

Genetik Kaynakları Grubu oluşturmuşlar ve hayvan genetik kaynaklarının kullanımı ve 

düzenlenmesi ile ilgili stratejiler belirlemişlerdir (FAO 2007, 2012).  
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Irkların sahip oldukları özel genleri araştırıp korumak ve kaybedilen çeşitliliğin tekrar 

oluşturulmasını sağlamak, genetik çeşitliliğin azalmasını veya yok olmasının önüne 

geçebilmek için ülkeler in vivo ya da in vitro gibi yöntemlerle genetik materyallerini koruma 

altına almaktadır (ERFP 2003). Yerel genetik kaynaklarının korunabilmesinde her ülkenin 

ulusal koordinatörleri sorumlu tutulmuştur. Svalbard Tohum Deposu milyarlarca bitki 

tohumuna ev sahipliği yapmakta ve Norveç’in kuzeyindeki bir adanın yeraltında 

bulunmaktadır. ABD’de bulunan San Diego Enstitüsü’nün Froozen Zoo (Dondurulmuş 

Hayvanat Bahçesi) projesiyle binlerce hayvanın hücreleri gen bankasında nesillerin 

tükenebilmesi riskine karşı saklanmaktadır. Yaban hayvanları gen bankası 

(www.frozenark.org)  şu anda 5500 hayvan türüne ait somatik hücre, doku, DNA’yı kapsayan 

48.000 örneği dondurulmuş olarak saklayan bir merkezdir ve birçok ülke bu bankanın 

üyesidir. En yeni katılımcı Yaban Hayatı Alman gen (Cryo-Brehm) bankasıdır 

(www.emb.fraunhofer.de/en/Uebersichtsindex/cellbank_cryo-brehm.html), ve somatik 

hücrelerin yanı sıra kök hücreleride saklamaktadır (Comizzoli 2017).  

FAO’nun tavsiyesi doğrulsunda somatik hücre bankası ile ilgili çalışmalar başlamış 

olmakla birlikte evcil hayvanlar için biyobankalarda dondurulmuş üreme hücreleri ve 

embriyolar daha yaygın olarak tercih edilen materyallardir (Groeneveld ve ark. 2016). 

ABD’de nesli tehlike altındaki hayvanların sperm ve embriyoları, Smithsonian ve SVF 

Biyoçeşitlilik Koruma Projesi adı altında dondurulmuş bir şekilde saklanmaktadır ve ABD 

Tarım Bakanlığı kapsamında, yaygın ve nesli tehlike altındaki türlere ait yaklaşık olarak bir 

milyon sperm, kan ve embriyo örnekleri korunma altına alınmış durumdadır. Evcil 

hayvanların somatik hücrelerinin saklandığı bankalara örnekler; Vietnam’daki (Groeneveld ve 

ark. 2008), Hindistan’daki (Selokar ve ark. 2018) ve Türkiye’deki (www.turkhaygen.gov.tr) 

gen (Arat ve ark. 2011)  bankalarıdır.  

Türkiye’de evcil türlerin genetik materyallerinin saklanabilmesi için TÜBİTAK-

TÜRKHAYGEN-I Projesi çerçevesinde oluşturulan iki adet gen bankası mevcuttur. İlki 

TÜBİTAK Marmara Araştırma Merkezi’nde, ikincisi Lalahan Hayvancılık Araştırma 

Enstitüsü’nde bulunmaktadır. TÜBİTAK KAMAG 1007 kapsamında 2007 yılında,   

hazırlanmış olan “Türkiye Yerli Evcil Hayvan Genetik Kaynaklarından Bazılarının İn Vitro 

Korunmasıve Ön Moleküler Tanımlanması-I (TÜRKHAYGEN-I)” başlıklı proje ile 

dondurularak saklama çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bu proje kapsamında 13 koyun ırkı, 5 

keçi ırkı, 6 sığır ırkı, Anadolu Mandası ve 5 at ırkı olmak üzere, 5 türe ait toplam 30 ırkdan 

1500 tane bireyin DNA, embriyo, sperma ve hücre bankaları oluşturulmuştur. Bu bankada yer 

alan 13 koyun ırkı; Karakaya Koyunu, Herik Koyunu, Gökçeada Koyunu, Karagül Koyunu, 

http://www.frozenark.org/
http://www.emb.fraunhofer.de/en/Uebersichtsindex/cellbank_cryo-brehm.html
http://www.turkhaygen.gov.tr/
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İvesi Koyunu, Dağlıç Koyunu, Çineparı Koyunu, Hemşin Koyunu, Norduz Koyunu ve Sakız 

Koyunundan oluşmaktadır. Beş keçi ırkı ise Ankara Keçisi, Kilis Keçisi, Kıl Keçisi, Norduz 

Keçisi’dir. Bankada yer alan 6 sığır ırkı; Boz Sığırı, Yerli Kara Sığırı, Doğu Anadolu 

Kırmızısı Sığırı, Güney Anadolu Kırmızısı Sığırı, Zavot Sığırı, Yerli Güney Sarısı Sığırı’ndan 

oluşmaktadır. Gen bankasında yer verilen 5 at ırkı ise Ayvacık Midillisi, Canik, Malakan, 

Hınısın Kolu Kısası, Çukurova’dır. Ayrıca bu bankada saklanan hücrelerden sağlıklı klonlar 

da elde edilebilmiş, bu klonlardan doğan yavrularda hiçbir sağlık sorunu olmadığı ve herhangi 

bir genetik bozukluğun görülmediği belirtilmiştir (Arat ve ark. 2011, Sevim ve ark. 2017, 

Anonim 2018b).  

 

2.5. Kriyoprezervasyon 

Bazı durumlarda yaşamsal faaliyetlerin sınırlandırılabilmesi birçok bilimsel çalışmalar 

için önem arz etmektedir ve düşük sıcaklıklar ile birlikte bu yaşamsal faaliyetlerin 

yavaşlatılabilmesi ve hatta durdurulabilmesi mümkündür. Buda bizlere başta genetik 

materyaller olmak üzere etkili bir saklama olanağı sağlar. Dondurmadaki asıl amaç genetik 

kaynak çeşitliliğinin korunması ve sürdürülebilmesidir. Somatik hücre bankalarının 

oluşturulabilmesi ve hücrelerde pasaj sayısının ilerlemesine bağlı olarak gelişen fenotipik 

değişimlerin önüne geçilebilmesi onların dondurulması ile mümkündür (Arat 2013, Caputcu 

ve ark. 2013).  

Kriyoprezervasyon tekniği ile ilgili ilk fikirler 1776 yılında ortaya çıkmıştır. 

Spallanzani bir çalışmasında dondurulmuş olan spermlerin çözündürme sonrası biraz da olsa 

motilitelerini koruyabildiklerini gözlemlemiştir. Montegazza, ilk kez insan sperminin 

dondurarak saklanabileceği fikrini 1886 yılında ortaya koymuştur. Polge ve ark. 1949 yılında 

ilk kez gliserol kullanarak insan spermini dondurmayı ve çözündürdükten sonra yüksek 

canlılık oranı elde etmeyi başarmışlardır. İlerleyen zaman içinde ilk dondurulmuş canlı hücre 

bankasının 1972 yılında oluşturulduğu bildirilmektedir (Polge ve ark. 1949, Cıncık 2003, 

Tunalı 2014).  

Kriyoprezervasyon tekniğindeki amaç, hücrelerin ve dokuların en az hasarla, 

fonksiyon kaybına uğramadan uzun süreler boyunca çok düşük sıcaklıklarda muhafaza 

edilebilmesidir. Ökaryotik canlılara ait olan hücreler ve dokulardaki su içeriği oranının 

%80’den yüksek olması sebebi ile 0ºC’nin altında bulunan sıcaklıklarda buz kristalleri 

oluşmaktadır (Day ve Stacey 2007). Hücre içerisinde gerçekleşen bu buz kristalleri 

çözündürme sırasında hücrelere zarar vermektedir (Seki ve Mazur 2011). Kriyoprezervasyon 
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tekniğinin başarılı olarak gerçekleştirilebilmesi için önem gösterilmesi gereken bazı noktalar 

mevcuttur. Donma esnasında suyun hücre içinden dış ortama geçebilmesi, düşük sıcaklıklarda 

meydana gelebilecek hasar ve soğuktan koruma amaçlı kullanılan kriyoprotektan türü ve 

dondurulacak olan örneğin fiziksel özelliklerinin yanısıra soğutma hızı da dondurmadaki 

başarıda önemli rol oynayan etmenlerdendir (Walker ve Repley 2008). 

Hücrelerin dondurulması sırasında soğutma hızının herhangi bir termal şoktan 

meydana gelen hasarlara sebep olmayacak bir şekilde ayarlanması gerekmektedir. Dondurma 

işlemleri esnasında hücre içi ve hücre dışı gelişen faktörlerin önemi oldukça büyüktür. 

Sıcaklık, oda sıcaklığından 0ºC’ye düştüğünde hücresel metobolizma yavaşlar. Sıcaklık 

değeri 0ºC’den -20ºC’ye düştüğünde hücre dışında buz kristallerinin oluşmaya başlar ve 

besiyerinde çözünmüş madde konsantrasyonunda artış meydana gelir. Hücre içerisindeki su 

dış ortama geçmeye başlaması sonucu hücrede su kaybı gerçekleşir ve büzüşme başlar. Eğer 

soğutma oranı yavaş olarak düşerse hücre içerisinde bulunan su osmotik olarak hücreden dış 

ortama geçer ve hücre büzüşerek dehidre olur. Eğer soğuma hızlı bir şekilde düşerse hücre 

içerisinde bulunan su dış ortama geçemeden donmaya başlar ve buz kristalleri oluşur. Bu 

durum ise hücrenin çözündürülme esnasında organellere ve membrana zarar vererek hücrenin 

ölümüne yol açar. Dondurma işlemleri sonucunda yaşamsal faaliyetlerini devam ettirebilme 

aralığı birçok bakteri ve prokaryotlarda görülmüştür fakat ökaryotik hücreler için 

kriyoprotektan maddeler kullanılmadan bu sıcaklık aralığını yakalayabilmek oldukça güçtür 

(Ryan 2004).  

 

2.6. Kriyoprotektanlar 

Hücrelerde -79ºC’nin altında bulunan sıcaklıklarda metabolik aktiviteleri 

yavaşlamakta ve bu sıcaklık değeri -196ºC’lere kadar indiğinde ise minumum seviyeye 

ulaşmaktadır. Hücrelerin donma hızı ile ortamda bulunan tuz konsantrasyonu doğru 

orantılıdır. Yani hücrenin hızlı dondurulduğu zaman ortamda bulunan tuz konsantrasyonu ani 

yükseliş göstermektedir. Bu olayın sonrasında osmotik basınçtaki oluşan artış sonucunda 

hücrelerde büzüşmeler ve takiben ölümler meydana gelmektedir. Aynı zamanda da sıcaklığın 

hızlı bir şekilde düşmesine bağlı olarak hücre içinde bulunan sıvıda buz kristalleri oluşmakta 

ve hücre parçalanarak ölmektedir. Kriyoprotektan maddelerin keşfedilmesi ile birlikte 

hücrelerin donma ve çözündürme işlemleri sonrasında oluşabilecek zararların önüne 

geçilmiştir. Kriyoprotektanların kullanımı ile birlikte kristalizasyon hızında yavaşlama 

gerçekleşir, osmotik basınçtaki ani artış engellenir ve ortamda bulunan tuz çözeltisinin düşük 
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ısılarda da izotonik kalması sağlanmış olur. Kriyoprotektanlar aynı zamanda su moleküllerini 

bağlayarak su kristalizasyonunu yavaşlatmak ve solütlere eş zamanlı donmayı sağlamak 

amacıyla kullanılan kimyasal maddelerdir (Kurt 2016, Bağış 2017).  

Kriyoprotektan maddeler hücre membranından geçebilme özelliğine göre, hücre 

membranından geçebilen ve geçemeyen olmak üzere iki grupta toplanmaktadır. Hücre 

membranından geçebilen yani hücre içine nüfüz edebilen kriyoprotektanlar, dimetilsülfoksit 

(DMSO), gliserol, etilen glikol (EG), 1.2 propanediol, 2.3 bütanediol, propilen glikol ve diğer 

bazı alkoller olarak sıralanabilir. Hücre membranından geçebilen kriyoprotektanlar düşük 

moleküler ağırlığa sahiptirler. Donma sürecinin başlamasından önce hücre içinde bulunan 

sıvı, kriyoprotektan madde ile yer değiştirir ve bu durum osmotik basınç farkından dolayı 

gerçekleşir. Böylece hücre hacminde meydana gelen değişiklikler azaltılmış olur hem de 

hücre içindeki buz kristallerinin oluşumu minumum seviyeye indirilerek hücrenin donma 

sırasında alabilecek olduğu zarar en aza indirgenmiş olur. Hücre içine girebilen bu maddelerin 

çoğu yüksek oranda suda çözünebilme yeteneğine ve ısı etkisine sahip olmasından dolayı 

suyun hidrojen bağlarını kopararak, suyun yapısını değiştirebilirler. Hücre içerisine girebilme 

yeteneğine sahip olan kriyoprotektanlar intrasellüler buz kristallerinin oluşmasını -40ºC’ye 

kadar düşürmektedirler ve hücreyi solüsyonun toksik faktörlerinden korumaktadırlar. Hücre 

membranından geçiş yapamayan kriyoprotektanlar, hücre zarını osmotik basınç değişikliğine 

karşı korurlar ve hücrenin çözündürme işlemleri esnasında aşırı bir şekilde şişmesini önlerler. 

Aynı zamandan hücre zarından geçemeyen kriyoprotektanlar iki grupta toplanırlar. Bunlardan 

ilki, glikoz, sükroz, trehaloz, rafinoz, galaktoz ve diğer bazı şekerlerin oluşturduğu düşük 

molekül ağırlıklı kriyoprotektanlardır. İkincisi ise, polivinil alkol; PVA, polivinil pirrolidon; 

PVP ve diğer bazı polimerlerin oluşturduğu yüksek molekül ağırlıklı kriyoprotektanlardır. 

Düşük molekül ağırlıklı olan kriyoprotektan grubu, donma süresi sırasında hücreleri 

soğutmadan önce dehidre ederek hücre içi buz kristallerinin oluşmasını engellemektedirler. 

Yüksek molekül ağırlıklı kriyoprotektanlar ise buz kristallerinin şekil ve büyüklüklerini 

değiştirebilirler böylece hücrelerin yine zarar görmesini engellemiş olurlar (Gordon 2003, 

Sağırkaya ve Bağış 2013, Tunalı 2014, Kurt 2016, Bağış 2017).  

Hücre membranından geçiş sağlayamayan yüksek molekül ağırlıklı kriyoprotektanlara 

ek olarak albümin, serum, ficoll, antifriz protein (AFP) gibi bazı protein veya protein 

kaynakları de mevcuttur. Ancak bu proteinlerin penetrasyon özelliği, hücrelerin dondurma 

işlemleri gerçekleştirildikten sonra çözündürme sırasında dilüsyon şokuna neden 

olabilmektedir. Bu nedenle tek bir kriyoprotektif ajanın kullanılmasından ziyade birden 
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fazlasının karışım şeklinde kullanılmasının daha başarılı sonuçlar getireceği belirtilmektedir 

(Kurt 2016).  

Kriyoprotektan maddelerden DMSO ve gliserol daha yaygın kullanılmakta ve DMSO 

gliserole göre daha çok tercih edilmektedir (Morris 2007). Bunun sebebi ise DMSO’nun 

gliserole oranla hücre içi penetrasyonun daha iyi olmasıdır ve hücre çözündürüldüğü zaman 

DMSO da canlılığın daha yüksek oranlarda gözlemlenmesidir. Genel olarak hücre dondurma 

işlemleri sırasında kriyoprotektanların kullanıldıkları oran %5-15 aralığındadır (Freshney 

2005). Kriyoprezervasyon uygulamalarında başarılı sonuçlar vermeleri nedeniyle memeli 

hücre hatları biyobankalar için oldukça önemli kaynak olmuşlardır (Caputcu 2013).  

 

2.7. Kriyoprezervasyon Yöntemleri 

 Hücre dondurma işlemlerinde dikkat edilmesi gereken en önemli sıcaklık aralığı 

+15ºC ile -5ºC değerleri arasındadır. Dondurma sürecinde bu sıcaklık değerlerine dikkat 

edilmediği takdirde buz kristallerinin oluşması söz konusu olabilmektedir. Buz kristalleri 

oluşumunun hücrelere getirebileceği zararı en aza indirgemek için belirtilmiş olan bu sıcaklık 

değerleri arasında hızlı bir şekilde hareket edilmesinin gerektiği bildirilmiştir (Lieberman 

2002). Laboratuvar ortamında dondurulan genetik materyallerin çözündürüldükten sonra 

canlılıklarını koruyabilme başarısı, dondurulmak istenen genetik materyalin kalitesine, 

kullanılan malzemelere, tercih edilen yöntem ve kriyoprotektan çeşidine, son olarak da 

yöntemi uygulayan kişinin becerisine bağlıdır. Tüm dondurma işlemleri boyunca sterilitenin 

sağlanabilmesi de başarıda ayrıca önem sağlamaktadır. Kriyoprezervasyonun 

gerçekleştirilebilmesi için yavaş dondurma (slow-freezing), hızlı dondurma (rapid-freezing), 

ve vitrifikasyon (vitrification) olmak üzere üç farklı yöntem mevcuttur (Bağış 2017).  

 

2.7.1. Yavaş dondurma (slow-freezing) 

 Yavaş dondurma tekniği ile birçok somatik hücre hattı, yetişkin ve embriyonik kök 

hücreler, umblikal kord, eritrosit, lökosit ve implantasyon öncesi embriyolar olmak üzere 

birçok hücrenin dondurulması başarılı bir şekilde gerçekleştirilebilmektedir (Seki ve Mazur 

2009).  

Kriyoprotektan maddeler sayesinde yavaş dondurma yöntemi ile birlikte dondurmadan 

kaynaklanan zarar azaltılabilmekte veya önlenebilmektedir. Hücreleri dondurmak için 

kullanılan soğutma hızı, hücrelerin dehidre kalmasına izin verecek kadar yavaş olmalı, fakat 

aşırı dehidrasyon hasarını önleyecek kadar hızlı olmalıdır. Bu yöntemde kullanılan ve hücre 
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içine girebilen küçük molekül ağırlıklı kriyoprotektan maddeler donma ve çözülme esnasında 

hücre içi buz kristallerinin oluşumunu engeller ve böylece hücre yapısı korunur (Bağış 2017).  

 Kontrollü soğutmanın sağlanabilmesi için çeşitli yollar mevcuttur. Çoğu kültür 

hücrelerinin dondurulmasında ısı düşmesi dakikada 1-5ºC olacak şekilde gerçekleştiriliyorsa 

yüksek oranda başarı sağlandığı literatürler arasında yer almaktadır. Daha büyük hücreler 

veya daha az geçirgen zarlara sahip olan hücreler, dehidrasyonları daha uzun süreceğinden 

daha yavaş donma hızı gerektirebilir.  

Kontrollü soğutmanın gerçekleştirilebilmesini sağlayan yavaş dondurma makineleri 

vardır. Yavaş dondurmayı sağlayan cihazların soğutma oranları 0.2-2ºC/dakika olacak şekilde 

ayarlanabilir durumdadır. Bu cihaz sayesinde sıcaklık değerleri -30ºC ile -70ºC’ler arasında 

herhangi bir sıcaklık derecesine ulaşıncaya kadar cihaz sayesinde kademeli bir şekilde yavaş 

soğutma (0.2-2ºC/dakika)  gerçekleştirilmektedir. Buz kristalleri oluşumunun başlaması ile 

birlikte, küçük buz kristalleri büyüyerek daha büyük kristaller oluşturma yönünde eğilim 

gösterirler ve hücreler için ölümcül etki yaratan bu durumun ortadan kaldırılabilmesi için 

yavaş soğutma oranları uygulanarak dondurma işlemleri boyunca hücrelerin dehidre olmaları 

sağlanmış olur (Bağış 2017). Dondurma işlemleri tamamen bittiğinde ve istenilen sıcaklık 

değerine ulaşıldığında hücreler sıvı azot tankına alınmakta ve muhafazaları burada 

gerçekleşmektedir.  

Mr. Frosty, ısının 1ºC/dakika düşmesini sağlayan ve içerisinde dondurma tüplerinin 

yerleştirilebileceği girintiler ve bu girintiler ile kap duvarı arasında alkol barındıran 

polikarbonattan yapılmış dondurma kabıdır. İçindeki alkol daha homojen bir ısı transferi ve 

soğutması elde etmek için bir banyo görevi görür. Hücrelerin bulunduğu solüsyon dondurma 

tüplerine alınır ve bu tüpler Mr. Frosty gözlerine yerleştirildikten sonra 24 saat boyunca -80ºC 

derin dondurucu içerisinde bekletilir (Şekil 2.15). Böylece sıcaklığın yavaş bir şekilde 

düşmesi sağlanmış olur ve daha sonra tüpler Mr. Frosty içerisinden çıkarılarak daha uzun 

süreli depolama için sıvı azot tanklarına alınırlar (Freshney 2005, Morris 2007).  
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Şekil 2.15: Dondurma tüpü ve Mr. Frosty 

  

Yalıtılmış köpük kutu (Şekil 2.16), köpük tüp ve karton kutu (Şekil 2.17), gibi 

muhafazalar, ultra-soğuk dondurucularda dondurma bölmeleri olarak yaygın şekilde 

kullanılır. Hücrelerin bulunduğu dondurma tüpleri, belirtilen muhafazalar içine yerleştirilir, 

daha sonrasında içinde dondurma tüplerinin olduğu bu muhafazalar -80ºC derin dondurucuda 

24 saat boyunca bekletilir. Bu basit cihazların birçok hücre hattında iyi çalıştığı ancak her 

zaman kontrollü, tekrarlanabilir veya düzgün soğutma vermediği, bu yüzden çözüldükten 

sonra dondurma tüpleri arasında canlılıkta ciddi farklılıkların olabileceği belirtilmektedir 

(Freshney 2005, Morris 2007).  

 

      

Şekil 2.16:Polistren köpük dondurma kutuları 
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Şekil 2.17: Köpük dondurma tüpü ve karton kutu 

 

2.7.2. Hızlı dondurma (rapid freezing) 

Hızlı dondurma yönteminde DMSO, gliserol, etilen glikol, propandiol gibi hücre 

membranından geçebilen kriyoprotektanlardan bir tanesi (2-4.5M) ile sükroz, laktoz, trehaloz, 

galaktoz gibi hücre membranından geçemeyen kriyoprotektanlardan bir tanesinin (0.25-0.5M) 

karışımından oluşan dondurma solüsyonunun kullanılması ile gerçekleştirilir (Bağış, 2017). 

Dondurma işleminde bu solüsyon kullanılarak hücrelerin -170ºC ya da -196ºC sıcaklıklara 

kadar hücrelerde buz kristalleri oluşturmadan soğutulmasına olanak sağlar. Hızlı dondurma 

yönteminde dondurma hızı yaklaşık olarak dakikada 1200-1250ºC sıcaklığı arasındadır. 

Örnekler osmatik basınç olarak dengelendikten (ekilibrasyondan) sonra kısmen dehidre 

olurlar. Daha sonra örneklerin sıvı azot buharında kısa bir süre bekletilmesi gerçekleştirilir ve 

ardından sıvı azota aktarılırlar (Rayos ve ark. 1994, Cseh ve ark 1997, Park ve ark. 2000). 

Hızlı dondurma yönteminde aşağıda açıklanmış olan vitrifikasyon yönteminden farklılık 

olarak hücre dışındaki ortamda bulunan sıvı donar ve bununla birlikte dondurma 

solüsyonunun ozmolaritesinde artışın oluşması gözlemlenebilir. Bunun sonucunda ise hücre 

içinde bulunup donma riski olan su miktarında azalma gerçekleşir yani sıvı hücre dışına 

geçer. Burada buz kristallerinin oluşma riski uygun çözündürme işleminin 

gerçekleştirilebilmesine bağlıdır. Çözündürme işlemi 37ºC su banyosunda biraz bekletilerek 

uygulanır. Uygun koşullar sağlandığında çözündürme işlemi sırasında buz kristallerinin 

şekillenmesi ve hücreye zarar vermesi önlenebilir (Palasz ve Mapletoft 1996, Bağış 2017). 
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2.7.3. Vitrifikasyon (vitrification) 

 Vitrifikasyon, hücre dondurulmasından daha çok embriyoların dondurulmasında 

kullanılan ve başarılı olan bir yöntemdir ve ilk defa fare embriyolarında başarı ile 

gerçekleştirilmiştir (Rall 1985). Düşük ısılarda hücre içerisinde tamamen vitröz veya camsı 

bir durumun oluşturulması ile uygulanan kriyoprezervasyon yöntemidir. Vitrifikasyon ile 

dondurmadaki amaç, dondurma işlemleri sırasında oluşma riski bulunan buz kristallerini 

ortadan kaldırmaktır. Bunun içinde yüksek soğutma ortamına ihtiyaç duyulur ve -100ºC 

sıcaklığı altındaki ısılarda soğutma işleminin gerçekleştirilmesi ile buz kristalleri henüz daha 

oluşmadan suyun sıvı halden camsı yapıya geçişi sağlanmış olur. Çözündürme işlemleri 

sırasında da camsı yapının buz kristaline dönmeden erimesinin sağlanabilmesi için yine 

yüksek derecelerde çözündürme sıcaklığına ihtiyaç duyulmaktadır (Sağırkaya ve Bağış 2003, 

Bağış 2017).  

 

2.8. Hücre Canlılığı (Proliferasyon) 

 Doğa üzerinde yaşam bulmuş olan tüm canlılar hücrelerden oluşmaktadır ve hücreler 

ise organik ve inorganik moleküller haricinde bünyesinde %70 oranında su bulunduran yapı 

birimleridir. Normal dokularda hücrelerin bölünebilmesi ve çoğalabilmesi o organizmanın 

devamlılığı için oldukça önemli bir eylemdir. Hücrelerin çoğalması mitoz bölünme ile 

gerçekleşir ve bölünme; büyümeyi, gelişmeyi, rejenerasyonu ve dokuların yenilenmesini 

beraberinde getirir. Mitoz bölünme tek hücreli canlılarda üremenin gerçekleşmesini sağlar. 

Hücrelerin çoğalması, artması proliferasyon olarak adlandırılmaktadır. Hücrelerin 

çoğalabilmesi için gerekli sinyaller başlatıldığında proliferasyon süreci başlar ve beraberinde 

protein sentezi ve organellerin çoğalması gibi durumlar meydana gelir. Hücrelerin 

bölünebilmeleri için gerekli olan tüm bilgiler çekirdekte bulunan DNA molekülünde 

depolanmış haldedir. Proliferasyon sürecinde hücre çekirdeğinde bulunan kromozomlarda 

eşlenme gözlenir ve bölünmenin ileri safhalarında birbirlerinden ayrılma göstererek iki yeni 

hücreye geçiş yaparlar ve bu durum bazı genler ve enzimler yardımı ile kontrol edilmektedir. 

Hücrelerin çoğalması durumu hücre siklusu olarak da adlandırılmaktadır ve hücre siklusu 

birçok hücrenin yaşamı boyunca devam etmektedir. Bazı hücrelerin bölünerek çoğalabilmesi 

sürekli olarak gerçekleşirken bazı hücrelerde bu durum nadir olarak gözlenir ve bu hücreler 

oluştuktan sonra bölünme yetisini kaybederler, sinir hücreleri örnek olarak verilebilir. 

Çoğalma durumu hücre tipine göre farklılık göstermektedir (Türker 2017, Anonim 2018a).  
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 Hücre döngüsü interfaz ve mitoz olmak üzere iki aşamaya ayrılır. İnterfaz ise kendi 

içerisinde üç gruba ayrılım gösterir. Bunlar; gap 1 (G1 fazı), sentez (S fazı), gap 2 (G2 

fazı)’dır. Hayvanlarda hücre döngüsünün tamamlanabilmesi için gerekli olan süre yaklaşık 

olarak 20 ile 24 saat aralığıdır. Bu sürenin ise yaklaşık olarak bir saati mitoz bölünme için 

ayrılmıştır. Bunun dışında kalan süreler interfazdaki büyüme için değerlendirilir. Hücre 

tiplerinin bölünme süreleri sabittir. Hücrelerin bölünmesi için gerekli olan şartların en uygun 

seviyelerde olduğunda bile bölünme süresi değişiklik göstermez. Fakat hücre bölünmesi için 

şartlar uygun değilse (sıcaklık vb.) bölünme süresi biraz uzayabilir. Hücrelerin döngü süreleri 

planlanmış ve programlanmış bir şekilde gerçekleşmektedir (Şekil 2.18). İki aşamada 

gerçekleşir. İlk olarak kromozomlarda bulunan kalıtsal materyaller iki katına çıkarılır, daha 

sonra ise hücrenin diğer organellerinin çoğaltılması gerçekleşir (Ross ve ark. 2003, Freshney 

2005, Copeer 2007).  

           

Şekil 2.18: Hücre döngüsünün şematik gösterimi (Anonim 2017b) 

 

Hücre canlılığının bir göstergesi olan proliferasyonun tespit edilebilmesi bilimsel 

çalışmalar açısından oldukça önem taşımaktadır ve birçok alandaki çalışmalara ışık tutar. 

Bunlardan bazıları; büyüme faktörlerinin analizi, ilaç denemeleri, sitotoksite çalışmaları, 

kozmetik, toksik ajanların etkilerinin belirlenmesi olarak sıralanabilir. Proliferasyon tespiti 

için farklı analiz yöntemleri mevcuttur. Bunlardan biri tetrazolium tuzlarından yararlanılarak 

11 SAAT 

 

8 SAAT 

4 SAAT 

1 SAAT 
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metabolik aktivitesi olan hücrelerin tespitine dayalı bir yöntem olan MTT testidir (Tokur ve 

Aksoy 2017).  

Bu tez çalışmasında deney gruplarında 24 saat kültür sonrası proliferasyonun incelenip 

hücre canlılığının değerlendirilmesi aşamasında bu analiz yöntemi uygulanmıştır. Hücre 

canlılığı daha basit olarak tripan mavisi ile boyama sonrası hücrelerin hemositometre de 

sayılması ile de değerlendirilebilir (Şekil 2.19) (Arat 2013).  

 

Şekil 2.19: Trypan blue ile ölü ve canlı hücrelerin ayrımı 

 

2.9. Hücre Ölümü 

Organizmalar canlılığın gerekliliği olarak belli bir noktaya kadar geldiklerinde 

ölümleri gerçekleşir ve bu ölümler farklı şekillerde meydana gelmektedir. Organizmaları 

meydana getiren hücrelerde yaşamları boyunca sürekli ölümler gerçekleşir. Bazı hücreler 

seneler boyunca canlı kalmayı başarabilirken bazıları sadece birkaç saat hayatta kalabilmekte 

ve bu sebeple yaşam süreleri hücrenin tipine göre değişiklik göstermektedir. Ayrıca doğma, 

büyüme, üreme, yaşlanma ve ölümün gerçekleşeceği yaşamsal bir döngü söz konusudur ve 

döngünün oluşmasında hücrelerin sayılarının dengeli olması önemlidir. Canlıda yeni hücreler 

oluşup çoğalırken, sayısal dengenin sağlanabilmesi için hücrelerin bir kısmı ölür.  Hücre 

ölümleri genel olarak iki şekilde meydana gelmektedir. Bunlar; fizyolojik, programlanmış 

hücre ölümü olarak tanımlanan apoptoz ve patolojik hücre ölümü olarak tanımlanan 

nekrozdur (Thompson 1995, Ameisen 1996).  

Tarihte hücre ölümüyle ilgili bilgiler 1920 yılına dayanmaktadır. O yıllarda ışık 

mikroskobu ve yeni boya yöntemlerinin keşfedilmesi ile birlikte nekroz kavramı ortaya 

Hücre membranının 

zarar görmesi ile içine 

boya almış ölü hücre  

 

Boyanmamış sağlam 

hücre  
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çıkmıştır. Sonrasında 1972 yılında iskemiye maruz kalan dokunun etrafında nekrozdan daha 

farklı hücre ölümü gerçekleştiği gözlemlenmiş ve buna Yunanca’da yaprakların ağaç 

gövdesinden ayrılması anlamına gelen “apoptozis” adı verilmiştir (Cohen 1993, Anonim 

2011).  

 Fizyolojik hücre ölümü ifadesi ilk kez 1972 yılında Kerr, Wyllie ve Currie tarafından 

kullanılmıştır ve yine ilk olarak Wyllie ve Kerr tarafından glukokordtikoidlere maruz kalan 

timüs hücreleri üzerinde yapılan deneysel bir araştırmalar ile birlikte gösterilmiştir (Tomatır 

2003).  

 

2.9.1. Apoptoz  

Çok hücreli organizmalarda herhangi bir hücreye artık ihtiyaç duyulmuyorsa o hücre 

için programlı hücre ölümü (apoptoz) başlatılır ve hücre bölünmesi ile birlikte artan hücre 

sayıları, hücre ölümleri ile dengelenmektedir. Apoptoz; gelişmiş organizmalarda fonksiyonu 

bozulmuş olan ve gereksinim duyulmayan hücrelerin, çevrelerine herhangi bir zarar vermeden 

programlı ölümüdür ve yaşam süresi boyunca apoptotik mekanizma devam etmektedir. (Güleş 

ve Eren 2008, Mis ve Yeltekin 2014).  

 Apoptoz genel olarak; RNA, protein sentezi, ve enerjiye gereksinim duyan, hücrelerin 

kendi kendilerini yok ettikleri ve organizmada homeostaziyi koruyan programlı hücre 

ölümüdür. Hücre intiharı ve fizyolojik hücre ölümü gibi terimler apoptoz ile aynı anlama 

gelmektedir (Schwartzman ve Cidloski 1993).  

 Apoptozun başlaması için ilk olarak hücreye sinyalin gelmesi gerekir ve daha 

sonrasında hücre içinde birçok biyokimyasal ve morfolojik değişimler gerçekleşir. Sinyal ile 

başlayan apoptozda ilk olarak hücreler küçülüp yoğunlaşmaya başlar ve bunu takiben hücre 

iskeleti dağılır, aynı zamanda çekirdek zarında yer yer parçalanmalar meydana gelir. Çekirdek 

DNA’sının parçalanması ile birlikte kromotini yoğunlaşır. Apoptoza uğrayan bir hücrede 

laminlerin ve aktif flamentlerinin yapısı bozulur, bunun sonucunda ise sitoplazmada küçülme 

meydana gelir. Kromotin ve çekirdekte bulunan yapısal proteinlerin parçalanması ile birlikte 

çekirdekte yoğunlaşmalar gerçekleşir. Hücre gibi çekirdek de büzüşmeye başlar ve zarla 

çevrili olarak birkaç parçaya ayrılması söz konusu olabilir. Hücre büzülüp küçülmeye devam 

ederken, makrofajların tanıyabileceği ve normal hücrelerden daha kolay ayırt edilebileceği 

zarla çevrili bir şekilde küçük parçalara ayrılması gerçekleşir, fakat hücre organelleri yapısal 

bütünlüklerini korumaya devam eder. İçlerinde stoplazma, organeller ve bazılarında çekirdek 

parçaları da bulunan apoptotik cisimcikler oluşur. Hücre zar ile çevrili tomurcuklar halinde 
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kopmaya başlar ve apoptotik cisimciklere ayrılır (Şekil 2.20). Bu apoptotik cisimcikler 

makrofajlar ve komşu hücreler tarafından tanınır ve fagosite edilerek (sindirilerek) ortadan 

kaldırılır (Ross ve ark. 2003, Cooper 2007, Campbell ve ark. 2003, Eren 2015).  

 

 

Şekil 2.20: Apoptoz olaylarının şematik gösterimi (Gültekin ve ark. 2008)  

 

 Apoptotik hücrelerde, plazma membranında değişikliklerle meydana gelir ve normalde 

hücre zarının iç yüzeyinde olan fosfotidilserin, aminofosfolipid transferaz enzimi ile zarın dış 

yüzeyine geçer, böylelikle fagositik hücrelerin vitronektin, lektin özelliğindeki reseptörleri 

fosfotidilserin ile bağlanarak fagositozun uyarılmasını sağlar (Cohen 1998, Mis ve Yeltekin 

2014).  

 Apoptozun başlaması için temel olan iki yol vardır. Bunlar intrinsik (mitokondriyal) 

ve ekstrinsik yol’dur. Apoptozun başlamasını sağlayan hücre içindeki sinyaller; DNA hasarı, 

pH azalması, hücre içi Ca++ düzeyinde artış,  metabolik ve/veya hücre siklus bozuklukları ve 

son olarak da hipoksidir. Apoptozun tetiklenmesinde hücre dışından gelen sinyaller ise; 

büyüme faktörlerindeki yetersizlik, sitotoksik T lenfosit ve dış etkenler (iskemi, 

kemoterapötik ilaçlar, toksinler, UV, radyasyon), ölüm reseptörlerinin aktivasyonu (FAS-FAS 
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ligand aracılığı ile apoptoz)’dur. Hücre içinden veya hücre dışından gelen iki sinyal yolunda 

da kaspazların görevi söz konusudur (Ross ve ark. 2003).  

 

2.9.2. Nekroz 

 Nekroz olayı rastgele gelişen düzensiz bir süreçtir ve herhangi bir gen tarafından 

programlanmamış bir olaydır. Apoptozdaki gibi hücresel büzüşme gerçekleşmez, onun yerine 

hücrelerde şişme meydana gelir ve bu şişme de nekrozun erken belirtisidir. Dışarıdan gelen 

fiziksel ve kimyasal sinyaller ile (iskemi, hipoksi, hipertermi, litik viral enfeksiyon, toksik 

maddeler, şiddetli oksidadif stres, ağır metaller, radyosyon)  birlikte patolojik bir durum olan 

nekroz tetiklenmesi gerçekleşir. Nekrozun gerçekleşmesi esnasında mitokondriyal reaktif 

oksijen türleri (ROS) üretiminde artış meydana gelirken nonapoptotik proteazlar aktifleşir,  

adenozin trifosfat (ATP) üretiminde azalma meydana gelir ve Ca++ kanalları açılır. Enerji 

depolarında gerçekleşen ani azalma sonucunda hücre zarının geçirgenliği bozulur ve bu 

durumda sodyum ile suyun hücre içerisine geçişi gerçekleşir. Bunun sonucunda ise hücrede 

şişme meydana gelirken mitokondrilerde de şişme gözlenir ve diğer organeller plazma içinde 

yayılarak dağılır. Bu gerçekleşen şişme sonucunda osmotik basıncın artması ile birlikte hücre 

zarı bütünlüğünü kaybederek patlar ve hücre parçalanıp dağılır. Hücre ölümü ile birlikte hücre 

içeriğinin hücreler arası boşluğa yayılma göstermesi yangı (iltihaplanma, imflamasyon) 

olayına sebep olmaktadır (Nicotera ve ark. 2004, Golstein ve Kroemer 2007, Coşkun ve 

Özgür 2011). Apoptoz ve nekrozun şematik gösterimi Şekil 2.21’de ve kıyaslaması Çizelge 

2.1’ de verilmiştir.  
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Şekil 2. 21: Apoptoz ve nekroz şematik gösterimi (Yalçın 2014)  
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Çizelge 2.1: Apoptoz ve nekrozun karşılaştırması (Coşkun ve Özgür 2011)  

 

ÖZELLİKLER APOPTOZ NEKROZ 

Göstermiş Oldukları 

Biyokimyasal Özellikler 

Enerji (ATP) gereksinimi 

vardır. 

(Jel elektroforezinde 

ladder)DNA kırıkları 

merdiven şekline bürünür.  

 

Programlıbir şekilde 

gerçekleşmektedir. 

 

Enerji (ATP) gereksinimi 

yoktur. 

(Jel elektrofrezinde smear) 

DNA rastgele bir şekilde 

parçalanır.  

 

İyon dengesi bozulur. 

 

Göstermiş Oldukları  

Morfolojik Özellikler 

Erken evrede fosfotidilserin 

translokasyonu meydana 

gelir.  

Apoptotik cisimciklerin 

oluşumu gözlenir.  

Blebler oluşur. 

Hücre büzülerek küçülür. 

Organeller zarar görmez. 

Hücre zarı bozulmamıştır. 

Kromatin kondensasyonu 

gerçekleşmektedir. 

Fosfotidilserin 

translokasyonu gözlenmez.  

Hücre lizisi meydana gelir. 

Büyük vakuallerin oluşumu 

söz konusudur. 

Hücrede şişme gözlenir. 

Organellerin parçalanması 

söz konusudur. 

Hücre zarı bozulur. 

 

Göstermiş Oldukları 

Diğer Özellikler 

Hücreler teker teker veya 

birkaç hücrenin bir arada 

ölümü gerçekleşir.  

Fizyolojik şartlarda da 

oluşabilir.  

Makrofajlar tarafından ise 

fagosite edilirler. 

İmflamasyon görülmez. 

Hücrelerin ölümü gruplar 

halinde gerçekleşir. 

Patolojik etkilerin sonucunda 

oluşur. 

Lizozomal enzimlerin 

salınımı söz konusudur.  

İmflamasyona sebep olur.  

 

Sebebiyet Veren Faktörler Hücrelerin Yaşlanması 

Radyasyon 

HIV 

Ölüm Reseptörleri 

Aktivasyonu 

Kanser İlaçları 

Büyüme Faktörleri Eksikliği 

Sitotksik T Lenfositler 

 

Toksik Maddeler 

Ağır Metaller 

İskemi 

Hipertermi 

Şiddetli Oksidatif Stres 

Hipoksi 

Litik Viral Enfeksiyon 
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Son yıllarda bilim insanları tarafından gerçekleştirilen çalışmalar ve araştırmalar 

doğrultusunda, morfoloji ve biyokimyasal özellikleri bakımından apoptoz ve nekroz hücre 

ölümüne benzemeyen farklı hücre ölüm tipleri de fark edilmiştir. Otofajik hücre ölümü başlığı 

altında ve kısaca bir vakual içine alınan hücre içi makro moleküllerin ve organellerin primer 

lizozomlarla kaynaşıp parçalanmaları ile sonuçlanan bir mekanizma söz konudur. Apoptoz 

hücre ölümündeki gibi apoptotik cisimcik oluşumu gözlenmez ve çekirdek yoğunlaşması çok 

daha sonralarda gerçekleşir (Gozuacık ve Kimchi 2007).  

Bu tez çalışmasında DMSO ve gliserolün farklı dozları ile dondurulan hücrelerde, 

dondurma yönteminin ve kullanılan kriyoprotektanların hücre canlılığı üzerindeki etkileri 

incelenmiş ve hücrelere en az zarar veren, daha yüksek canlılık oranı sağlayan koşulların 

belirlenmesi hedeflenmiştir. Farklı koşulların hücre üzerindeki etkisi belirlemek için onların 

hücrede nekroz veya apoptoza ne oranda sebep olduğu ve çözüm sonrasında hücrelerin bu 

kayıpları ne oranda telafi ederek prolifere olduğu incelenmiştir. Bu tez çalışmasının sonuçları, 

çalışılan hücre tiplerinin sağlıklı bir şekilde dondurularak saklanabilmesi için uygun 

koşulların belirlenmesini sağlaması bakımından önemli olduğu kadar daha farklı tipteki 

hücrelerin dondurulması için yol gösterici olması açısından da önem taşımaktadır.  

2.10. Akış Sitometrisi (Flow Sitometri) Analizi 

 Sitometri hücrelerin veya biyolojik partiküllerin fiziksel veya kimyasal karakterlerinin 

ölçülmesi olarak tanımlanabilir. Akan bir sıvının içinde bulunan hücrelerin özelliklerinin 

incelenmesi de akış sitometrisi olarak ifade edilmektedir (Eren 2015).  

 Akış sitometrisi cihazı; akış sistemi (sıvı), ışık kaynağı (lazer ışını), bilgisayar ile 

yazılım programları, filtreler ve sinyal dedektörleri ve ayırma mekanizması (cell sorting) gibi 

birçok sistemin bir araya gelmesi ile oluşan bir cihazdır. Bu cihaz ile birlikte hücreler, sıvının 

içinde bir ışık demetinin önünden tek sıra akışı ile geçmektedir (Şekil 2.22) (Kanev ve 

Muranlı 2016).  

Her bir hücre yada partikül lazer demetlerinin içinden geçerken saptırılan lazer ışını ve 

aynı zamanda hücreler tarafından yayılan floresan ışığının birleştirilip, optik filtrelerle aynalar 

tarafından farklı dalga boylarına ayrılması ile analog sinyallere dönüştürülmektedir. Bu 

sinyaller dijitalleştirilerek, histogramlar şeklinde ekrana aktarılır. Histogram ise ölçülen 

parametrelerin frekans dağılımlarının oluşturduğu görsel sunumudur (Dunphy 2004, Karaboz 

ve ark. 2008).  
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Şekil 2.22: Sıvı sistemde hücrelerin tek tek lazerden geçişi (Güner 2018)  

  

Apoptoz hücre membranında değişikliğe sebep olur ve böylece normalde hücre 

membranının sitoplazmik kısmında bulunan fosfolipidlerden biri olan fosfatidilserin yer 

değiştirerek membranın dış yüzeyine çıkar. Annexin-V fosfatidilserine bağlanabilen bir 

protein olduğu için hücre ile muamele edilen FITC (yeşil floresan) işaretli Annexin-V 

sayesinde membrandaki erken değişikliklerin tespiti ile apoptoz belirlenebilir (Shynkar ve ark. 

2007). Nekrotik olan hücrelerin belirlenmesi için ise propidium iyodür (PI) ikinci bir boya 

olarak eklenmektedir. PI zar bütünlüğü bozulmamış hücre membranından geçiş sağlayamaz. 

Hücrelerin Annexin-V FITC ve aynı zamanda non-vial boya olan PI ile boyanması sonucunda 

geç apoptotik ve nekrotik hücreler ile birlikte canlı hücreler ve erken apoptotik hücrelerin akış 

sitometrisi yöntemi ile birbirlerinden ayrımı yapılabilmektedir (Overbeeke ve ark. 1998, Diaz 

ve ark. 2008, Rieger ve ark. 2011).  

 

HÜCRE 
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Analiz sonucu aşağıdaki şekilde değerlendirilmektedir.  

  

Canlı Hücreler: PI ile boyanmaz. Annexin V ile boyanmaz. 

Erken Apoptotik Hücreler: PI ile boyanmaz, Annexin V ile iyi boyanırlar.  

Geç Apoptotik Hücreler: PI ve Annexin V ile boyanır ancak çok geç dönemde Annexin V ile 

boyanma hiç gerçekleşmeyebilir.  

Ölü Hücreler: PI ile boyanır, Annexin V ile boyanmaz.  

 

Akış sitometrisi analizi sonunda deney grupları cihazda okutulduktan sonra sonuçlar 

bilgisayar programı üzerinde alınabilmektedir. Bu program üzerinde sonuçların 

değerlendirilmesi ise aşağıdaki şekilde (Şekil 2.23) gösterildiği gibi yapılmaktadır.  
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Şekil 2.23: Akış sitometrisi canlılık analiz sonuçlarının değerlendirilmesi  

 

(Görselde koyun kıkırdak hücresinin pozitif kontrol analiz sonucu gösterilmiştir.)  

 

1)nekrotik hücreler 

2)geç apoptotik hücreler 

3)canlı hücreler 

4)erken apoptotik hücreler 

Grafikte numaralandırılmış 

olan kısımların ifade 

karşılıkları ve sayısal ölçüm 

değerleri aşağıdaki gibidir.  

Hücre 

Grubu 

Hücre boyutlarının 

gösterildiği grafik 

Propidium İodide ile 

boyanan hücrelerin 

gösterildiği grafik  

Annexin V FITC ile 

boyanan hücrelerin 

gösterildiği grafik 

1 2 

3 4 
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BD FACS Calibur Flow Sitometri cihaz programında sonuçlar iki şekilde 

alınabilmektedir. Birincisi yukarıdaki örnekteki gibi grafikler ile sonuçların değerlendirilmesi, 

ikincisi ise hücre grubu sınırlarını işaretleyerek (kapı alınarak) kalan sınırlar içindeki ifade 

edilen sonuçların değerlendirilmesi şeklindedir. (Şekil 2.24).  

 Bu tez çalışmasında grafikler ile sonuç alma yöntemi tercih edilmiştir, çünkü kapı 

alarak sonuç çıkarıldığı takdirde sadece nekrotik ve canlı hücrelerin net bir şekilde ayrımı 

yapılabilmektedir. Geç apoptotik ve erken apoptotik hücrelerin sonuçlarının net bir şekilde 

ayrımı yapılamadığı için tercih edilmemiştir.  
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Şekil 2.24:Sığır kıkırdak hücresinin pozitif kontrol deney grubu  

Kapılar 
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2.11. MTT Analizi 

 MTT analizi yöntemi, uygulanmış olan kimyasal ajanın/ilacın farklı 

konsantrasyonlarda hücreler üzerinde yarattığı sitotoksik etkilerinin yani hücre canlılığının ve 

proliferasyonun sayısal veriler doğrultusunda değerlendirilmesinde ve aynı zamanda IC50 

(%50 inhibitör konsantrasyonu) hesaplanmasında tercih edilen bir yöntemdir. MTT sarı renkli 

bir tetrazolyum tuzudur. Tetrazolyum tuzları, organik yapıda heterosiklik bileşiklerdir ve 

tetrazolyum tuzlarının elektron alması sonucu indirgenmeleri, formazan adı verilen bir yapıya 

dönüşmelerini gerçekleştirerek, renk değişikliği oluşumunu sağlamaktadırlar (Tokur ve Aksoy 

2017). Tetrazolyum halkasının kırılması ancak aktif mitokondriler tarafından 

gerçekleştirilebilir ve bunun sonucunda da renk değişimi yalnızca canlı hücrelerde 

gözlemlenebilir. Canlılıklarını yitirmiş hücrelerde ise tetrazolyum bileşiklerini indirgeme 

yetilerini kaybetmeleri sonucunda renk değişim olayı gözlenmez (Mossman 1983, Tokur ve 

Aksoy 2017).  

 MTT canlılıklarını koruyan hücrelerin mitokondriyal enzimlerine bağlanması 

sonucunda suda çözünemeyen mor renkte kristaller oluşturur ve oluşan bu kristaller DMSO, 

izopropanol gibi organik çözücülerin eklenmesi ile çözülmektedir. Proliferasyonun yüksek 

olduğu hücrelerin ve canlı hücrelerin mor renkle boyandıkları gözlenirken, sitotoksik 

kimyasal ajanın/ilacın etkisi ile birlikte canlılığı azalmış olan hücreler veya ölen hücreler açık 

mor renkte ya da pembe olarak gözlemlenmektedirler. Oluşan bu renkler ELISA cihazında 

540 nm dalga boyunda ölçülerek sayısal veriler elde edilip değerlendirilmektedir (Tokur ve 

Aksoy 2017).  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

 Çalışma materyali 20.11.2017 tarihinde Tekirdağ Büyükşehir Belediyesi 

mezbahasında kesilen sığır ve koyunların, farklı dokularından elde edilen kıkırdak ve 

granüloza hücrelerinden oluşmaktadır.  

 

3.1.1. Kullanılan cihaz ve ekipmanlar 

Bu tez çalışmasında kullanılan cihazlar çizelge 3.1 de verilmiştir ve çalışma Namık 

Kemal Üniversitesi, Tarımsal Biyoteknoloji Anabilim Dalı Hayvan Biyoteknolojisi 

Laboratuvarında (memeli hücre kültürü laboratuvarı) tamamlanmıştır.  

 

Çizelge 3.1:  Kullanılan cihazlar 

CİHAZ MODEL 

-80 ºC Derin Dondurucu Wisd Simple Freez U400 

Akış Sitometrisi BD FACSCalibur 

Buzdolabı +4 ºC Beko 

Hassas Terazi AND GF-600 

Isıtıcı Tabla Enda 

Isıtıcılı Manyetik Karıştırıcı Wisestir MHS-20A  

İnkübatör Panasonic 

İnvert Mikroskop BOECO BAB DCM 510 

Laminar Flow Kabin Heal Force HFsafe-1200 

Otoklav Alp CL40M  

Ph Metre Jenco 6173Ph 

Santrifüj Hettich Universal 320 

Su Banyosu DAIHAN 1 lt WB-11 

Ultra Saf Su Cihazı Millipor Direct-Q 3 UV with Pump 

Vakum Pompası KNF N022AN.18 

Eliza Cihazı Termo Scientific-Multiskan GO 
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3.1.2. Kullanılan kimyasallar 

Bu tezçalışmasında kullanılan kimyasallar çizelge 3.2 de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.2: Kullanılan kimyasallar 

KİMYASAL MARKA 

Antibiyotik BIOCHROM-A 2213 

Antibiyotik-Antimikotik Sigma-A5955 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich-D2650 

DMEM-F12 Gibco-32500-0235 

DPBS Sigma-D56522 

Etil alkol Sigma 

Fötal Bovine Serum (FBS) Sigma-F9665 

Gliserol Sigma-Aldrich-G 2025 

Hidroklorik asit (HCL) Sigma 

Izopropil alkol (2-propanol) Sigma 

NaOH Sigma 

RNaseA  Thermo Scientific- EN0531 

 

Sodyum Bikarbonat Sigma 

Teksol %96 Sigma 

Tripan Blue BIOCHROM 

Tripsin Gibso-25200-056 

Tetrazolium Tuzu-MTT Sigma-M 5655 

 

3.1.3. Kullanılan kitler 

Çalışmada kullanılan kitler çizelge 3.3 de verilmiştir. 

Çizelge 3.3: Kullanılan Kitler 

KİT MARKA 

Apoptoz Belirleme Kiti (Annexin V-FITC, PI) eBioscience 
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3.2. Deney Grupları 

3.2.1. Kontrol deney grupları 

 Negatif kontrol olarak primer kültür ile elde edilen, sığır ve koyuna ait olan (kıkırdak, 

granüloza) hücreler kriyoprotektan kullanılmadan dondurulmuş işlemin sonunda çözülerek 

akış sitometrisi ve MTT analizleri yapılmıştır.   

Pozitif kontrol olarak, primer kültür ile elde edilen, sığır ve koyuna ait olan (kıkırdak, 

granüloza) hücreler dondurma işlemine tabi tutulmadan inkübatörde %10 FBS, %1 

antibiyotik içeren DMEM-F12 medyumda kültüre edilmiş ve konfluent olduklarında diğer 

deney grupları ile birlikte akış sitometrisi ve MTT analizleri yapılmıştır.   

   

3.2.2.DMSO ve gliserol karşılaştırması deney grupları (Mr. Frosty) 

Bu deney gruplarda koyun ve sığıra ait granüloza ve kıkırdak hücreleri DMSO ve 

gliserolün  %5, %10 konsantrasyonlarında Mr. Frosty içinde -80oC’de derin dondurucuda 24 

saat bekletilerek dondurulmuş ve daha sonra çözülerek analiz edilmiştir.  

  

3.2.3.DMSO ve gliserol karşılaştırması deney grupları (karton kutu) 

Bu deney gruplarda koyun ve sığıra ait granüloza hücreleri DMSO ve gliserolün %5, 

%10 konsantrasyonlarında karton kutu içinde -80oC’de derin dondurucuda 24 saat 

bekletilerek dondurulmuş ve daha sonra çözülerek analiz edilmiştir.  

3.2.4.DMSO ve gliserol karşılaştırması deney grupları (köpük kutu) 

Bu deney gruplarda koyun ve sığıra ait granüloza hücreleri DMSO ve gliserolün %5, 

%10 konsantrasyonlarında köpük kutu içinde -80oC’de derin dondurucuda 24 saat bekletilerek 

dondurulmuş ve daha sonra çözülerek analiz edilmiştir. 

 

3.2.5. Saklama sırasında ısı değişikliği deney grupları 

Sığır ve koyuna ait granüloza hücreleri DMSO’nun iki farklı konsantrasyonu 

kullanılarak Mr. Frosty içinde -80ºC’de 24 saat bekletilerek dondurulmuş ve daha sonra 

dondurulmuş hücreler iki gruba ayrılıp bir kısmı karton kutu ve bir kısmı Mr. Frosty içerisine 

yerleştirilmiştir. İçinde dondurulmuş hücrelerin bulunduğu karton kutu ve Mr. Frosty 24 saat 
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boyunca -20ºC’de bekletilmiş ve sonrasında tekrar -80ºC derin dondurucuya yerleştirilmiştir. 

Bu hücreler çözüldükten sonra analiz edilmiştir.  

3.2.6. Dondurma medyumu final konsantrasyonları 

 %5 DMSO içeren dondurma medyumu (%5 DMSO, %55 DMEM, %40 FBS)  

 %10 DMSO içeren dondurma medyumu (%10 DMSO, %50 DMEM, %40 FBS)  

 %5 gliserol içeren dondurma medyumu (%5 GLİSEROL, %55 DMEM, %40 FBS)  

 %10 gliserol içeren dondurma medyumu (%10 GLİSEROL, %50 DMEM, %40 FBS)  

 

3.3. Yöntemler 

3.3.1. Primer kültür 

 Dokular steril bistüri uçları ile alınmış ve özellikle kulak dokusu alınmadan önce 

parçanın alınacağı bölge %10’luk çamaşır suyu ve ardından %70 alkolle temizlenmiş, daha 

sonrasında içinde %5 antibiyotik-antimikotik içeren tuzlu fosfat tampon (PBS) çözeltisinin 

bulunduğu 15 ml santrifüj tüplerine yerleştirilerek ve soğuk ortamda muhafaza edilerek en 

geç iki saat içerisinde laboratuvara getirilmiştir (Şekil 3.1). Laboratuvara getirilen dokular 

içinde %2 antibiyotikli PBS bulunan tüplere aktarılmış ve işlem sırası gelene kadar +4 

bekletilmiştir.   

 

Şekil 3.1: Laboratuvara getirilen doku örnekleri 
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Ekim işlemi ilk önce sığır kıkırdak dokusuyla başlamıştır. Kabin içerisine alınan doku 

steril bistüri ucu yardımı ile küçük parçalara ayrılarak (1 mm3) 35 mm hücre kültürü için özel 

olan petrilere ekilmiştir. Doku parçalarının yapışması için bir süre (2-3 dakika) beklenmiş ve 

ardından dokuların yüzeyini kaplayacak şekilde %10 FBS ve %1 antibiyotik içeren DMEM-

F12 (hücre kültür medyumu) ile kaplanmıştır (Şekil 3.2). Bu şekilde sığır ve koyuna ait olan 

kıkırdak dokularının primer kültürleri yapılmıştır. Ekimleri kültür petri kapları içerisinde 

gerçekleştirilen kıkırdak doku parçacıkları 37ºC ve %5 CO2 içeren inkübatör içerisine 

alınmıştır (Arat ve ark. 2011).  

 

 

Şekil 3.2:Dokuların küçük parçalara ayrılması, petrilerin inkübatörde bekletilmesi 

 

Primer kültüründe steriliteye fazlasıyla önem verilmesine rağmen kontaminasyon 

gelişme riski çok fazladır. Yapılan bu deneyde ekimin beşinci gününde sığır kıkırdak 

petrisinin bir tanesinde kontaminasyon gözlendiği için bu petri hemen imha edilmiştir. Tekrar 

oluşabilecek kontaminasyon riskine karşı %1 antibiyotik-antimikotikli medyum hazırlanmış 

ve diğer örneklerin medyumları %1 antibiyotik-antimikotikli medyum ile değiştirilmiştir. 

Kültür sürecinin devamında herhangi başka bir kontaminasyon oluşmamıştır. Ekim 

yapıldıktan yaklaşık 9 gün sonra kıkırdak dokularının etrafında hücrelerin yayılma gösterdiği 

tespit edilmiştir (Şekil 3.3 ve Şekil 3.4).  
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Şekil 3.3:Primer kültürde üreme gösteren sığır kıkırdak hücreleri 

 

 

Şekil 3.4:Primer kültürde üreme gösteren koyun koyun kıkırdak hücreleri 

 

 Kıkırdak hücrelerinin ekimlerinin yapılmasından yaklaşık 20 gün (Şekil 3.5) sonra 

doku parçaları petri kaplarından uzaklaştırılmış, işlemler yapışan hücreleri kaldırmamak 

amacıyla oldukça yavaş şekilde gerçekleştirilmiştir. Ekimden 25 gün sonra konfluent olan 

petri kapları 60 mm’lik petri kaplarına pasajlanmıştır (Arat ve ark. 2011).  

 

Doku (kıkırdak) 

Parçası 

Doku parçasından 

üreme gösteren 

hücreler 

Doku kıkırdak 

parçası 

Doku parçasından 

üreme gösteren 

hücreler 
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Şekil 3.5:Sığır ve koyun kıkırdak doku parçasından üreme gösteren hücreler (ekimin 20. 

günü) 

Sığır ve koyunun ovaryum foliküllerinin aspirasyonu ile granüloza hücreleri elde 

edilmiştir. Ovaryumlardan enjektör yardımı ile alınan sıvı (Şekil 3.6), içinde hücre kültür 

medyumu bulunan 15 ml santrifuj tüpüne aktarılmış ve santrifuj sonrası çöken hücreler,  35 

mm’lik hücre kültür kaplarına bölünmüş ve %1 antibiyotik-antimikotik, %10 FBS ve içeren 

DMEM-12 kültür medyumunda inkübatöre (%5CO2, 37ºC) kaldırılmıştır (Arat ve ark. 2011).  

 

Şekil 3.6: Ovaryumdan granüloza hücre izolasyonu 

Ekimin ertesi günü petri kaplarının dPBS ile yıkaması yapılmıştır. Granüloza hücreleri 

kıkırdak hücrelerine göre çok daha hızlı çoğalma göstermişlerdir (Şekil 3.7 ve Şekil 3.8).  

Sığır Koyun 
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Şekil 3.7: Ovaryumdan elde edilen sığır ve koyun granüloza hücreleri ( ekimin 3. günü) 

 

 

 

Şekil 3.8: Ovaryumdan elde edilen sığır ve koyun granüloza hücreleri (ekimin 5. günü) 

 

Granüloza hücreleri tamamen konfluent (kültür kabının yüzeyinin tamamen 

kaplanması) olduklarında 60 mm’lik kültür petrilerine alınmışlardır. Bu süreç ekimden 

sonraki 6-10 gün süre arasında kültür petrilerinin konfluent olma durumuna göre 

tamamlanmıştır.  

 

 

 

Sığır Koyun  

Sığır Koyun  
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3.3.2. Hücre kültürü (pasajlama) 

 Primer kültür sonrası konfluent olan petrilerden doku parçaları aspirasyon yöntemi ile 

uzaklaştırılmıştır. Petri içindeki besiyeri çekildikten sonra DPBS (Dulbecco’s Phosphate 

Buffered Saline) ile yıkanmış ve ardından %0.25 tripsin-EDTA solüsyonu eklenerek 5 dakika 

boyunca 37ºC ve %5 CO2 içeren inkübatörde bekletilmiştir. Bekleme süresi sonunda 

hücrelerin kalkıp kalkmadığı mikroskop altında incelenmiş ve hemen ardından tripsini 

inaktive etmek için, eklenen tripsin miktarının en az iki katı kadar %10 FBS ve %1 

antibiyotik içeren DMEM-F12 ile sulandırılmıştır. Hücreler yavaş bir şekilde pipetlenerek tek 

hücre süspansiyonu elde edilmiş ve 15 mm’lik santrifüj tüplerine aktarılmıştır. Burada dikkat 

edilecek husus petri kaplarında hücre bırakmadan hepsini santrifüj tüpünün içine alabilmektir. 

Sonrasında tüpler 5 dakika boyunca 1000 rpm de santrifüj edilmiştir. Kabin içerisine alınan 

tüplerin dibinde santrifüj sonrası çöken hücre peleti gözlemlenmiş ve üstte kalan supernatant 

vakum pompası yardımı ile uzaklaştırılmıştır. Hücreler %10 FBS ve %1 antibiyotik içeren 

DMEM-F12 ile sulandırılmış ve içinde 5 ml DMEM-F12 bulunan 60 mm’lik petri kaplarına 

ekilmiştir (Arat 2011, 2013).   

 

3.3.3. Hücrelerin dondurulması 

Pasajları yapılan hücreler tamamen konfluent olduklarında bir kısmı kontrol grubu için 

tekrar ekilirken bir kısmı deney grubuna uygun olarak dondurulmuştur. Hücreler 60 ml’lik 

petri kaplarını tamamen kapladığında 5 ml dPBS ile yıkanarak, 0.5 ml %0.25 Tripsin-EDTA 

solüsyonu eklenmesi ile 5 dakika boyunca inkübatörde bekletilerek petri kaplarından 

kaldırılmıştır. Kabin içerisine alınan petrilere tripsinin inaktive edilmesi için eklenen tripsin 

miktarının en az iki katı kadar kültür medyumu eklenerek santrifüj tüplerine alınmış ve 1000 

rpm’de 5 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası üst kısımda kalan süpernatant 

atılarak hücreler, 0.5 ml besiyeri ile sulandırılmış ve kriyotüplere aktarılmıştır. Bu 

kriyotüplerin her birinin üzerine daha önce deney gruplarına göre farklı konsantrasyonlarda 

2x olarak hazırlanan ve +4ºC bekletilen dondurma solusyonlarından 0.5 ml ilave edilmiş ve 

hücreler 1 ml dondurma medyumu içinde yine deney gruplarında belirtildiği gibi Mr. Frosty 

(Şekil 3.9), karton kutu (Şekil 3.10) veya köpük kutu (Şekil 3.11) içine alınıp -80 ºC derin 

dondurucuda 24 saat bekletilerek dondurulmuştur (Arat 2011, 2013).   
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Şekil 3.9: Mr. Frosty içerisinde hücrelerin dondurulması 

                                 

Şekil 3.10: Karton kutu içerisinde hücrelerin dondurulması 

 

 

Şekil 3.11: Köpük kutu içerisinde hücrelerin dondurulması. 

 

 1  2 
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Köpük kutu içerisinde hücrelerin dondurulması, Şekil 3.11’de gösterildiği gibi 1 

numaralı köpük, 2 numaralı köpük üzerine kapak olarak geçirilerek köpük kutu içerisine 

alınmıştır ve daha sonra diğerlerinde olduğu gibi -80ºC derin dondurucuda 24 saat 

bekletilerek dondurma işlemi tamamlanmıştır.  

Hücrelerin dondurulduğu dondurma medyumunun final konsantrasyonları bölüm 

3.2.6’da verilmiştir.  

  

3.3.4. Hücrelerin çözülmesi 

Daha önce anlatıldığı şekilde dondurulmuş ve -80 ºC derin dondurucuda bekleyen 

kriyotüpler, laboratuvara getirilerek hemen 37ºC su banyosunda 30-50 saniye bekletilmesi ile 

çözündürülmüştür. Çözündürme işlemi tamamlanan hücreler santrifüj tüplerine alınarak 5 

dakika boyunca 1000 rpm’de santrifüj edilmiş ve üst kısımda kalan süpernatant atılmıştır. 

Hücreler, 1 ml medyum ile sulandırılmış ve her bir deney grubuna ait hücrelerin sayımı 

yapıldıktan sonra bir kısmı MTT analizi için alınarak 96 kuyulu petri kaplarına ekilmiş ve geri 

kalanı akış sitometrisi analizi için Anexin-V ile boyanmıştır.  

 

3.3.5. Hücre sayımı 

Dondurma işlemi uygulanmayan pozitif kontrol grubunu oluşturan kültürdeki hücreler 

ilk olarak %0.25 Tripsin-EDTA solüsyonu ile petri kaplarından kaldırılmış ve 1000 rpm’de 5 

dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Sonrasında üst kısımda kalan süpernatant atılarak hücreler 

1 ml medyum ile sulandırılmıştır. Bahsedildiği gibi 1 ml medyum ile sulandırılmış pozitif 

kontrole ve donmuş çözülmüş deney gruplarına ait hücreler, pipetleme yapılarak homojen 

hale getirilmiştir. Daha sonra küçük eppendorf tüpleri içerisine her bir örnekten 10 µl hücre 

süspansiyonu alınarak üzerine 90 µl tripan mavisi eklenmiş ve örnekler böylelikle %10 

seyreltilerek thoma lamı ile mikroskop altında sayım yapılmıştır (Şekil 3.12) (Arat 2013).  
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Şekil 3.12: Hücrelerin Tripan Mavisi ve Thoma Lamı ile mikroskop altında sayımın 

yapılması 

Thoma lamı; bir büyük kare içerisinde on altı orta boy kareden oluşur ve her orta boy 

karenin içerisinde de yirmi beş adet küçük kare mevcuttur (Şekil 3.13). Homojen hale 

getirilmiş hücreler thoma lamına aktarıldıktan sonra, mikroskop altında ilk olarak 10x objektif 

büyütmesinde büyük kare bulunmuş ve daha sonra 40x objektif büyütmesinde 16 orta boy 

karenin bulunduğu alan görme alanına getirilip ve içindeki hücrelerin sayımı yapılmıştır (Arat 

2013).  

        

Şekil 3.13: Thoma Lamı görüntüsü (Dursun ve Ayturan 2017) 
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Alandaki hücreler çok kalabalık olduğu durumda çapraz olarak sekiz orta boy kare 

belirlenip sayımı yapılmış ve çıkan sayı sekize bölünüp on altı ile çarpılmıştır. Bir başka 

sayım yöntemi olarak da köşelerden dört ve ortadan bir karenin belirlenip, sadece bu karelerin 

içindeki hücrelerin sayılması ve bulunan sayının beşe bölünüp on altı ile çarpılması şeklinde 

yapılmaktadır. Hangi şekilde olursa olsun 16 orta boy karenin sayımı ile elde ettiğimiz değer 

aşağıdaki formülde N yerine yazılmış ve seyreltme faktörü olarak hücrelerin tripan mavisi 

seyreltme oranı kullanılmıştır (Arat 2013).  

 

N x Dilüsyon Faktörü x 10.000= Hücre/ml 

                        

Şekil 3.14: Hücre sayım görüntüsü; A:Canlı hücre, B:Ölü hücre 

 

3.3.6. MTT analizi 

Her deney grubuna ait örneklerin hücre sayıları belirlendikten sonra, 96 kuyulu petri 

kabına her bir örnekten 15.000/kuyu hücre olacak şekilde üçer kuyuya ekim yapılmıştır. Her 

bir örnek için pozitif kontrol hücreleri de aynı sayıda üçer kuyuya ekilmiştir. Ayrıca üçer 

kuyuda boş bırakılmıştır. Böylece donmuş çözülmüş bir kriyotüp içindeki hücreler için 96 

kuyucuklu petride, 3 adet örnek, üç adet pozitif kontrol, üç adet boş kuyu oluşturulmuştur.  

Ekimi tamamlanan petri kapları 24 saat boyunca inkübatörde kültüre bırakılmıştır ve bu 

bekleme süresi sonunda her bir kuyucuğa 20 µl MTT boyası eklenerek (işlem karanlıkta 

yapılır)  hücreler 37ºC’de 3 saat boyunca karanlıkta inkübe edilmiştir. Karanlık ortam hücre 

kültür kabının alüminyum folyo ile sarılması ile sağlanmıştır (Şekil 3.15).  

A 

B 
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Şekil 3.15: Karanlık ortam için alüminyum folyo ile sarılmış petri kabı 

 

Daha sonra canlı hücreler tarafından oluşturulan formazan tuzlarının çözülebilmesi 

için her bir kuyuya 100 µl DMSO eklenerek oda sıcaklığında 20 dakika süre boyunca 

karanlıkta bekletilmiş ve renk değişimleri 540 nm dalga boyunda ELISA cihazında 

okutulmuştur (Şekil 3.16).  

 

                                 

Şekil 3.16: ELISA cihazında renkleri değişen hücrelerin okutulması 
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ELISA cihazında okutulduktan sonra elde edilen sayısal verilere aşağıdaki formül 

uygulanarak hücre proliferasyon oranları hesaplanmıştır (Kılıç ve ark. 2012).  

 

 

Hücre Proliferasyon Yüzdesi=
𝐴−𝐵

𝐶−𝐵
  x 100 

 

A: Deney grubundaki değer 

B: Boş kuyu değeri 

C: Pozitif kontrol grubundaki değer 

 

 Sonuçların istatistiksel açıdan değerlendirilmesi bütün deney grupları tamamlandıktan 

sonra yapılmış ve istatistiksel hesaplamalarda her değer teker teker hesaplanarak hücre 

proliferasyonu değerlendirilmiştir.  

 

3.3.7. Akış sitometrisi analizi (flow sitometri) 

 Sayım için 1 ml medyum içinde bulunan ve bir kısmı MTT analizi için alınmış olan 

hücreler,  5 dakika boyunca 1000 rpm’de santrifüj edilmiş,  medyum atılmış ve hücre peleti 

soğuk PBS (1 ml) ile sulandırılmış ve tekrar santrifüj (Şekil 3.17) edilmiştir. Soğuk PBS ile 

yıkama işlemi iki kez tekrarlanmıştır.  

                   

Şekil 3.17: Santrifüj edilen hücreler (1000 rpm, 5 dakika) 
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Santrifüjden çıkan hücrelerdeki süpernatant atılarak hücreler üzerine 195 µl Binding 

Buffer ve 5 µl Annexin V FITC eklenerek 10 dakika boyunca oda sıcaklığında inkübe 

edilmiştir. Bu aşamalarda dikkat edilmesi gereken unsur işlemlerin karanlıkta 

gerçekleştirilmesidir. Karanlık ortamın sağlanması için laboratuvar ve kabin ışıklarının 

kapatılması haricinde santrifüj tüpleri alüminyum folyo ile sarılmış (Şekil 3.18) ve tüpler kutu 

içerisine alınmıştır.  

                  

Şekil 3.18: Santrifüj tüplerinin alüminyum folyo ile sarılması 

 

Bekleme süresi sonunda tekrar santrifüj edilerek (1000 rpm, 5 dakika) üst kısımda 

kalan süpernatant atılmıştır. Sonrasında hücreler üzerine 190 µl Binding Buffer eklenmesinin 

ardından hafif pipetleme yapılarak 5 µl RNaseA ve 10 µl PI (Propidium Iodide) eklenmiş ve 

karanlık ortam şartları sağlanarak 10 dakika boyunca oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

Bekleme süresi sonunda tüpler tekrar santrifüj edilerek süpernatant atılmış ve hücreler üzerine 

500 µl dPBS eklenmesi ile birlikte hafif pipetleme yapılmasının ardından hücreler flow 

sitometri tüplerine alınmıştır. Üzeri alüminyum folyo ile kapatılan tüpler sırası ile BD FACS 

Calibur Flow Cytometer cihazında okutularak analiz tamamlanmıştır. Deney gruplarından 

örnekler aşağıda verilmektedir (Şekil 3.19, Şekil 3.20, Şekil 3.21).  
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Şekil 3.19: Saklama sırasında ısı değişikliği deney grubuna ait sığır kıkırdak hücresi akış 

sitometrisi analiz sonucu örneği  

Görselde ısı değişikliği deney 

grubundan bir örnek sunulmuştur. Bu 

örnek %5 DMSO içeren dondurma 

medyumunda dondurulmuş sığır 

kıkırdak hücresine aittir. Dondurma 

işlemi tamamlandıktan sonra ve 

donma süreci tamamen bittiğinde 24 

saat boyunca -20ºC’de bekletilmiş ve 

daha sonra tekrar -80ºC’ ye 

alınmıştır. Çözündürülüp analizler 

uygulanmış ve analiz sonuçları 

yandaki grafikteki gibidir.  

nekrotik hücreler 

geç apoptotik hücreler 

canlı hücreler 

erken apoptotik hücreler 
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Şekil 3.20: DMSO ve gliserol karşılaştırması deney grubuna (Mr. Frosty)  ait koyun 

granüloza hücresi akış sitometrisi analiz sonucu örneği 

 

 

 

                   

Şekil 3.21: Saklama sırasında ısı değişikliği deney grubuna ait sığır granüloza hücresi akış 

sitometrisi analiz sonucu örneği  

  

 

nekrotik hücreler 

geç apoptotik hücreler 

canlı hücreler 

erken apoptotik hücreler 

 

nekrotik hücreler 

geç apoptotik hücreler 

canlı hücreler 

erken apoptotik hücreler 
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3.3.8. İstatistiksel analizler 

 Bu tez çalışmasında her bir grup üç kez üç tekerrür olacak şekilde birbirinden 

bağımsız olarak tekrar edilmiştir. Akış sitometrisi ve MTT analizleri tamamlandıktan sonra 

SPSS (Statical Package fort he Social Sciences) programı yardımı ile istatistiksel analizler 

hesaplanmıştır. SPSS programında One-Way ANOVA (tek yönlü varyans analizi) testi 

kullanılarak deney grupları arasında bulunan fark Duncan önemlilik testine göre 

değerlendirilmesi yapılmıştır (P˂0.05).  
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4. BULGULAR 

4.1. Deney 1- DMSO ve gliserol karşılaştırması deney sonuçları (Mr. Frosty) 

Bu deney gruplarında koyun ve sığıra ait granüloza ve kıkırdak hücreleri %5, %10 

DMSO ve gliserol konsantrasyonlarında Mr. Frosty içinde -80oC’de derin dondurucuda 24 

saat bekletilerek dondurulmuş ve daha sonra çözülerek analiz edilmiştir. Hiç kriyoprotektan 

kullanılmadan dondurulan hücreler negatif, dondurma işlemi uygulanmayan kültürdeki 

hücreler pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Hücrelerin akış sitometrisi ve MTT analiz 

sonuçları çizelge 4.1 ve çizelge 4.2’de verilmiştir.  

Çizelge 4.1: Koyun granüloza hücrelerinde akış sitometrisi analiz sonuçları 

Grup Hücre* Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

(%) 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı 

Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre Oranı 

1 K-GC %5 DMSO  16.99±0.37d 4.21±0.04b 78.69±0.32c 0.10±0.00b 

2 K-GC %10 DMSO  8.13±0.95e 8.63±0.94a 83.11±1.05b 0.13±0.05b 

3 K-GC %5 GLISEROL  65.49±0.28b 0.72±0.33c 33.37±0.28e 0.07±0.01b.c 

4 K-GC %10 GLISEROL  26.72±0.34c 1.71±0.11c 71.46±0.33d 0.09±0.01b.c 

5 K-GC %0  

 

90.34±0.05a 5.02±0.05b 4.40±0.11f 0.23±0.01a 

6 K-GC Pozitif Kontrol 

 

6.15±0.07f 1.21±0.13c 92.60±0.20a 0.02±0.00c 

*K-GC: koyun granüloza hücresi, a-f Sütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel 

olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Çizelge 4.2: Koyun granüloza hücrelerinde MTT analiz sonuçları 

a-c Sütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. 

P˂0.05 

 

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon 

1 K-GC %5 DMSO  142.51±10.5a 

2 K-GC %10 DMSO  121.57±6.79a 

3 K-GC %5 GLISEROL  16.95±11.03c 

4 K-GC %10 GLISEROL  45.54±5.98b 

5 K-GC %0  4.88±1.69c 
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Koyun granüloza hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz 

sonucu en yüksek canlılık oranı %10 DMSO ile alınırken (Çizelge 4.1), MTT analizinde aynı 

hücrelerin 24 saat kültür sonrası proliferasyon oranları DMSO’nun her iki konsantrasyonunda 

da benzer ve gliserol gruplarından yüksek bulunmuştur (Çizelge 4.2). Gliserol ile dondurulan 

hücrelerde ise çözüm sonrası hemen yapılan analiz sonucu en yüksek canlılık oranı %10 

gliserol ile alınırken, aynı hücrelerin 24 saat kültür sonrası proliferasyon oranlarının düşmüş 

olduğu görülmüştür. Her iki analiz sonucuna göre DMSO ile dondurulan hücrelerin hem 

canlılık hem de proliferasyon oranlarının gliserol ile dondurulan hücrelerden yüksek olduğu 

tespit edilmiştir. Kriyoprotektan kullanılmayan negatif kontrol grubun canlılık ve 

proliferasyon oranları ise tüm grupların gerisinde kalmıştır. Kriyoprotektan gruplarının 

hepsinin canlılık oranları pozitif kontrol grubundan düşük çıkmış, ancak en yakın değerin 

%10 DMSO konsantrasyonundan alındığı görülmüştür.  

Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.07-0.13 arasında 

değişmiştir. Kriyoprotektan grupları arasında en yüksek geç apoptotik hücre oranı %10 

DMSO konsantrasyonunda (%8.6), en yüksek nekrotik hücre oranı %5 gliserol (%65) 

konsantrasyonunda tespit edilmiştir.    

Çizelge 4.3: Koyun kıkırdak hücrelerinde akış sitometrisi analiz sonuçları 

Grup Hücre* Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

(%) 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı 

Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre Oranı 

1 K-KR %5 DMSO  25.10±0.07c 3.58±0.13b 71.20±0.19d 0.10±0.01b 

2 K-KR %10 DMSO  7.19±0.11d 3.39±0.17b 89.38±0.24b 0.02±0.00c 

3 K-KR %5 GLISEROL  44.35±1.82b 3.92±0.16b 51.62±1.70e 0.10±0.03b 

4 K-KR %10 GLISEROL  22.02±0.34c 2.49±0.24b 75.290.64c 0.09±0.01b.c 

5 K-KR %0  

 

86.55±0.92a 10.11±1.11a 3.10±0.22f 0.23±0.03a 

6 K-KR Pozitif Kontrol 

 

4.24±1.48d 0.46±0.14c 95.23±1.63a 0.05±0.00b.c 

*K-KR: koyun kıkırdak hücresi, a-f Sütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel 

olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 
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Çizelge 4.4: Koyun kıkırdak hücrelerinde MTT analiz sonuçları 

a-cSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

 

Koyun kıkırdak hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz 

sonucu en yüksek canlılık oranı %10 DMSO ile alınırken (Çizelge 4.3), MTT analizinde aynı 

hücrelerin 24 saat kültür sonrası proliferasyon oranları DMSO’nun her iki konsantrasyonunda 

da benzer bulunmuştur (Çizelge 4.4). Gliserol ile dondurulan hücrelerde ise çözüm sonrası 

hemen yapılan analiz sonucu en yüksek canlılık oranı %10 gliserol ile alınırken, aynı 

hücrelerin 24 saat kültür sonrası proliferasyon oranlarının düşmüş olduğu görülmüştür. Her 

iki analiz sonucuna göre DMSO ile dondurulan hücrelerin canlılık ve proliferasyon 

oranlarının gliserol ile dondurulan hücrelerden yüksek olduğu tespit edilmiştir. 

Kriyoprotektan kullanılmayan grubun canlılık ve proliferasyon oranları ise %5 gliserol hariç 

tüm grupların gerisinde kalmıştır. Kriyoprotektan gruplarının hepsinin canlılık oranları pozitif 

kontrol grubundan düşük çıkmış, ancak en yakın değerin %10 DMSO konsantrasyonundan 

alındığı görülmüştür.  

Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.02-0.10 arasında 

değişmiştir. Kriyoprotektan grupları arasında geç apoptotik hücre oranı %2.49-3.92 arasında 

değişmiş ancak gruplar arasında istatistik fark tespit edilmemiş, en yüksek nekrotik hücre 

oranı %5 gliserol konsantrasyonunda (%44.35) tespit edilmiştir.    

 

 

 

 

 

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon  

1 K-KR %5 DMSO  59.74±4.74a 

2 K-KR %10 DMSO  78.12±11.88a 

3 K-KR %5 GLISEROL  -8.56±7.56c 

4 K-KR %10 GLISEROL  27.37±10.66b 

5 K-KR %0  12.40±5.27c 
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Çizelge 4.5: Sığır granüloza hücrelerinde akış sitometrisi analiz sonuçları 

Grup Hücre* Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

(%) 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı 

Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre Oranı 

1 S-GC %5 DMSO  25.18±1.31c 7.39±0.82a 67.36±1.57c 0.05±0.02c 

2 S-GC %10 DMSO  13.26±2.26d 6.94±1.43a 79.76±0.83b 0.04±0.01c 

3 S-GC %5 GLISEROL  58.37±0.56b 0.86±0.05b 40.65±0.52d 0.11±0.01b 

4 S-GC %10 GLISEROL  60.03±0.29b 0.89±0.06b 38.96±0.34d 0.11±0.02b 

5 S-GC 

%0 

 

84.08±0.13a 6.87±0.25a 8.80±0.12e 0.24±0.00a 

6 S-GC Pozitif Kontrol 

 8.67±0.50e 0.35±0.07b 90.93±0.45a 0.03±0.00c 

*S-GC: sığır granüloza hücresi, a-eSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel 

olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Çizelge 4.6: Sığır granüloza hücrelerinde MTT analiz sonuçları 

a-dSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

 

Sığır granüloza hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz 

sonucu en yüksek canlılık oranı %10 DMSO ile alınırken (Çizelge 4.5), aynı hücrelerin 24 

saat kültür sonrası MTT analizinde en yüksek proliferasyon oranı %10 gliserol 

konsantrasyonunda bulunmuştur (Çizelge 4.6). Çözüm sonrası hemen yapılan analiz sonucuna 

göre DMSO ile dondurulan hücrelerin canlılık oranlarının gliserol ile dondurulan hücrelerden 

yüksek olduğu tespit edilirken, aynı hücrelerin 24 saat kültür sonrasında gliserol gruplarının 

proliferasyon oranlarının DMSO gruplarını geçtiği veya benzer oranlara ulaştığı görülmüştür. 

Kriyoprotektan kullanılmayan grubun canlılık ve proliferasyon oranları ise tüm grupların 

gerisinde kalmıştır. Kriyoprotektan gruplarının hepsinin canlılık oranları pozitif kontrol 

grubundan düşük çıkmış, ancak en yakın değerin %10 DMSO konsantrasyonundan alındığı 

görülmüştür.  

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon 

1 S-GC %5 DMSO  120.20±9.07b 

2 S-GC %10 DMSO  89.39±6.88c 

3 S-GC %5 GLISEROL  120.81±10.50b 

4 S-GC %10 GLISEROL  149.41±11.00a 

5 S-GC %0  6.11±3.21d 
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Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.04-0.11 arasında 

değişmiştir. Kriyoprotektan grupları arasında en yüksek geç apoptotik hücre oranları DMSO 

gruplarında (%7.39, %6.9), en yüksek nekrotik hücre oranları gliserol gruplarında (% 58.37, 

%60) tespit edilmiştir.  

Çizelge 4.7: Sığır kıkırdak hücrelerinde akış sitometrisi analiz sonuçları 

Grup Hücre* Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

(%) 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı 

Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre Oranı 

1 S-KR %5 DMSO  16.49±0.22b 8.68±0.49b 74.73±0.32b 0.09±0.00b.c 

2 S-KR %10 DMSO  19.96±0.75b 7.06±0.19b 72.92±0.67b 0.05±0.01b.c 

3 S-KR %5 GLISEROL  69.97±0.13a 2.37±0.34c 27.87±0.74c 0.11±0.02b 

4 S-KR %10 GLISEROL  70.57±0.32a 1.82±0.47c 27.48±0.29c 0.12±0.00b 

5 S-KR %0  

 

67.21±0.42a 27.29±1.15a 5.15±0.76d 0.33±0.04a 

6 S-KR Pozitif Kontrol 

 

8.69±2.96c 0.75±0.23c 90.51±3.20a 0.03±0.00c 

*S-KR: sığır kıkırdak hücresi, a-cSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel 

olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Çizelge 4.8: Sığır kıkırdak hücrelerinde MTT analiz sonuçları 

a-c Sütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. 

P˂0.05 

Sığır kıkırdak hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz sonucu 

en yüksek canlılık oranları %5 ve  %10 DMSO ile alınırken her iki grup arasında istatistiksel 

fark tespit edilmemiştir (Çizelge4.7), gliserol gruplarında canlılık oranları ise düşük 

bulunmuştur. Ancak aynı hücrelerin 24 saat kültür sonrası MTT analizlerinde DMSO ve 

gliserol gruplarının proliferasyon oranları birbirine yakın bulunmuştur (Çizelge 4.8). 

Kriyoprotektan kullanılmayan grubun canlılık ve proliferasyon oranları ise tüm grupların 

gerisinde kalmıştır. Kriyoprotektan gruplarının hepsinin canlılık oranları pozitif kontrol 

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon 

1 S-KR %5 DMSO  187.92±16.31a.b 

2 S-KR %10 DMSO  241.43±50.90a 

3 S-KR %5 GLISEROL  146.77±17.49b 

4 S-KR %10 GLISEROL  221.60±6.45a.b 

5 S-KR %0  32.10±1.99c 
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grubundan düşük çıkmış, ancak en yakın değerlerin DMSO konsantrasyonlarından alındığı 

görülmüştür.  

Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.05-0.12 arasında 

değişmiş, ancak gruplar arasında istatistik fark tespit edilmemiştir. Kriyoprotektan grupları 

arasında en yüksek geç apoptotik hücre oranları DMSO gruplarında (%7, %8.6), en yüksek 

nekrotik hücre oranları gliserol gruplarında (%69.9, % 70.57) tespit edilmiştir.  

4.2. Deney 2- DMSO vegliserol karşılaştırması deney sonuçları (karton kutu) 

Bu deney gruplarda koyun ve sığıra ait granüloza hücreleri %5, %10 DMSO ve 

gliserol konsantrasyonlarında karton kutu içinde -80 oC’de derin dondurucuda 24 saat 

bekletilerek dondurulmuş ve daha sonra çözülerek analiz edilmiştir. Dondurma işlemi 

uygulanmayan kültürdeki hücreler pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Hücrelerin akış 

sitometrisi ve MTT analiz sonuçları çizelge 4.9-4.12 arasında verilmiştir.  

Çizelge 4.9: Karton kutuda dondurulan koyun granüloza hücrelerinin akış sitometrisi analiz 

sonuçları 

Grup Hücre Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

(%) 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı 

Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre Oranı 

1 K-GC %5 DMSO  21.37±1.22c 6.51±0.18c 72.05±1.40c 0.05±0.00b 

2 K-GC %10 DMSO  12.77±0.63d 3.81±0.31d 83.38±0.44b 0.03±0.01b 

3 K-GC %5 GLISEROL  37.57±1.10b 8.67±0.12a 53.66±1.11d 0.09±0.01a 

4 

 

K-GC %10 GLISEROL  44.39±0.83a 7.48±0.10b 48.07±0.72e 0.04±0.00b 

5 K-GC Pozitif Kontrol 6.15±0.07e 1.21±0.13e 92.60±0.20a 0.02±0.00b 

a-eSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Çizelge 4.10: Karton kutuda dondurulan koyun granüloza hücrelerinin MTT analiz sonuçları 

a,bSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon  

1 K-GC %5 DMSO  107.23±2.22b 

2 K-GC %10 DMSO  92.82±6.84b 

3 K-GC %5 GLISEROL  96.76±6.62b 

4 K-GC %10 GLISEROL  211.44±31.90a 
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Koyun granüloza hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz 

sonucu en yüksek canlılık oranı %10 DMSO ile alınırken (Çizelge 4.9), aynı hücrelerin 24 

saat kültür sonrası MTT analizinde en yüksek proliferasyon oranı  %10 gliserol 

konsantrasyonunda bulunmuştur (Çizelge 4.10). Çözüm sonrası hemen yapılan analiz 

sonucuna göre DMSO ile dondurulan hücrelerin canlılık oranlarının gliserol ile dondurulan 

hücrelerden yüksek olduğu tespit edilirken, aynı hücrelerin 24 saat kültür sonrasında en 

yüksek proliferasyon oranı %10 gliserol konsantrasyonundan alınmış, diğer grupların canlılık 

oranları arasında istatistiksel fark bulunmamıştır. Kriyoprotektan gruplarının hepsinin canlılık 

oranları pozitif kontrol grubundan düşük çıkmış, ancak en yakın değerin %10 DMSO 

konsantrasyonundan alındığı görülmüştür.  

Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.03-0.09 arasında 

değişmiştir. Kriyoprotektan grupları arasında en yüksek geç apoptotik hücre oranları %5 

gliserol (%8.6), en yüksek nekrotik hücre oranı %10 gliserol grubunda (%44) tespit edilmiştir.  

Çizelge 4.11: Karton kutuda dondurulan sığır granüloza hücrelerinin akış sitometrisi analiz 

sonuçları 

Grup Hücre Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı 

Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre Oranı 

1 S-GC %5 DMSO  11.72±0.21c 2.74±0.11a 85.45±0.29b 0.07±0.01b 

2 S-GC %10 DMSO  8.91±0.02d 2.16±0.06b 88.80±0.08a 0.13±0.00a 

3 S-GC %5 GLISEROL  61.09±0.14a 1.35±0.12c 37.45±0.03d 0.10±0.01a.b 

4 S-GC %10 GLISEROL  52.50±0.25b 2.24±0.01b 46.79±1.51c 0.13±0.00a 

5 S-GC Pozitif Kontrol 8.67±0.50d 0.35±0.07d 90.93±0.45a 0.03±0.00c 

a-dSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Çizelge 4.12: Karton kutuda dondurulansığır granüloza hücrelerinin MTT analizi sonuçları 

a-c Sütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. 

P˂0.05 

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon  

1 S-GC %5 DMSO  71.18±2.83b 

2 S-GC %10 DMSO  123.19±17.35a 

3 S-GC %5 GLISEROL  27.23±9.79c 

4 S-GC %10 GLISEROL  44.98±7.84b.c 
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Sığır granüloza hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz 

sonucu (Çizelge 4.11), ve 24 saat kültür sonrası MTT analizi sonucunda (Çizelge 4.12), en 

yüksek canlılık ve proliferasyon oranları %10 DMSO konsantrasyonunda tespit edilmiştir. 

Her iki analiz sonucuna göre DMSO ile dondurulan hücrelerin canlılık ve proliferasyon 

oranlarının gliserol ile dondurulan hücrelerden yüksek olduğu bulunmuştur. Kriyoprotektan 

gruplarının %10 DMSO hariç canlılık oranları pozitif kontrol grubundan düşük çıkmış ve 

%10 DMSO konsantrasyon grubu ile pozitif kontrol arasında istatistiksel fark bulunmamıştır.  

Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.03-0.13 arasında 

değişmiştir. Kriyoprotektan grupları arasında en yüksek geç apoptotik hücre oranları %5 

DMSO (%2.74), en yüksek nekrotik hücre oranları %5 (%61) gliserol gruplarında tespit 

edilmiştir.  

4.3. Deney 3- DMSO ve gliserol karşılaştırması deney sonuçları (köpük kutu) 

Bu deney gruplarda koyun ve sığıra ait granüloza hücreleri %5, %10 DMSO ve 

gliserol konsantrasyonlarında köpük kutu içinde -80oC’de derin dondurucuda 24 saat 

bekletilerek dondurulmuş ve daha sonra çözülerek analiz edilmiştir. Dondurma işlemi 

uygulanmayan kültürdeki hücreler pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Hücrelerin akış 

sitometrisi ve MTT analiz sonuçları çizelge 4.13-4.16 arasında verilmiştir.  

 

Çizelge 4.13: Köpük kutuda dondurulan koyun granüloza hücrelerinin akış sitometrisi analiz 

sonuçları 

Grup Hücre Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

(%) 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı 

Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre Oranı 

1 K-GC %5 DMSO  17.78±0.97c 7.97±0.37a 74.13±1.14b 0.11±0.00b 

2 K-GC %10 DMSO  25.35±1.33b 0.48±0.02e 73.91±1.36b 0.24±0.07a 

3 K-GC %5 GLISEROL  52.36±0.23a 5.59±0.17b 41.91±0.08d 0.12±0.00b 

4 K-GC %10 GLISEROL  51.09±0.12a 2.85±0.04c 45.81±0.08c 0.24±0.02a 

5 K-GC Pozitif Kontrol 6.15±0.71d 1.21±0.13d 92.60±0.20a 0.02±0.00b 

a-dSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 
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Çizelge 4.14: Köpük kutuda dondurulan koyun granüloza hücrelerinin MTT analiz sonuçları 

a-c Sütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. 

P˂0.05 

Koyun granüloza hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz 

sonucu (Çizelge 4.13), en yüksek canlılık oranları DMSO ile dondurulan hücrelerden elde 

edilmiş, gliserol kullanılan hücrelerin canlılık oranları daha düşük bulunmuştur. DMSO nun 

iki konsantrasyonu arasında istatistiksel fark tespit edilmemiştir. Aynı hücrelerin 24 saat 

kültür sonrası MTT analizinde en yüksek proliferasyon oranları yine DMSO ile dondurulan 

hücrelerden elde edilmiş, ancak gliserol ile dondurulan hücrelerin proliferasyon oranlarının da 

arttığı görülmüştür. Kriyoprotektan gruplarının hepsinin canlılık oranları pozitif kontrol 

grubundan düşük çıkmış, ancak en yakın değerlerin DMSO konsantrasyon gruplarından 

alındığı görülmüştür (Çizelge 4.14).  

Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.11-0.24 arasında 

değişmiştir. Kriyoprotektan grupları arasında en yüksek geç apoptotik hücre oranları %5 

DMSO (%7.9), en yüksek nekrotik hücre oranları gliserol gruplarında (%51-52) tespit 

edilmiştir.  

Çizelge 4.15: Köpük kutuda dondurulan sığır granüloza hücrelerinin akış sitometrisi analiz 

sonuçları 

Grup Hücre Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

(%) 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre 

Oranı 

1 S-GC %5 DMSO  13.68±1.39c 3.00±0.11a 83.14±1.46a.b 0.16±0.03a 

2 S-GC %10 DMSO  15.44±0.30c 2.93±0.13a 81.43±0.17b 0.19±0.03a 

3 S-GC %5 GLISEROL  58.46±5.67a 1.11±0.11c 40.29±5.82d 0.13±0.03a 

4 S-GC %10 GLISEROL  48.73±1.03b 1.99±0.23b 49.04±1.23c 0.22±0.01a 

5 S-GC Pozitif Kontrol 8.67±0.50c 0.35±0.07d 90.93±0.45a 0.03±0.00b 

a-dSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon  

1 K-GC %5 DMSO  128.46±17.19a 

2 K-GC %10 DMSO  110.43±3.70a.b 

3 K-GC %5 GLISEROL  71.88±0.63c 

4 K-GC %10 GLISEROL  91.37±4.05b.c 
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Çizelge 4.16: Köpük kutuda dondurulan sığır granüloza hücrelerinin MTT analiz sonuçları 

a,bSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Sığır granüloza hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz 

sonucu (Çizelge 4.15),  en yüksek canlılık oranları DMSO ile dondurulan hücrelerden elde 

edilmiş, gliserol kullanılan hücrelerin canlılık oranları daha düşük bulunmuştur. DMSO nun 

iki konsantrasyonu arasında istatistiksel fark tespit edilmemiştir. Aynı hücrelerin 24 saat 

kültür sonrası MTT analizinde en yüksek proliferasyon oranları yine DMSO ile dondurulan 

hücrelerden elde edilmiş, ancak hem DMSO hemde gliserol ile dondurulan hücrelerin 

proliferasyon oranlarının düştüğü belirlenmiştir. Kriyoprotektan gruplarının hepsinin canlılık 

oranları pozitif kontrol grubundan düşük çıkmış, ancak en yakın değerlerin DMSO 

konsantrasyon gruplarından alındığı görülmüştür (Çizelge 4.16).  

Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.13-0.22 arasında 

değişmiştir. Kriyoprotektan grupları arasında en yüksek geç apoptotik hücre oranları DMSO 

gruplarında (% 2.93-3), en yüksek nekrotik hücre oranı %5 gliserol grubunda (% 58.46) tespit 

edilmiştir.  

4.4. Deney 4- Saklama sırasında ısı değişikliği deney sonuçları 

Isı değişikliği deney gruplarında sığır ve koyuna ait granüloza hücreleri genelde tercih 

edilen ve daha iyi sonuç verdiği belirtilen kriyoprotektan (DMSO) ile dondurulmuştur. 

DMSO’nun iki farklı konsantrasyonu kullanılarak Mr. Frosty içinde -80ºC’de 24 saat 

bekletilerek dondurulan hücreler daha sonra iki gruba ayrılıp bir kısmı karton kutu ve bir 

kısmı Mr. Frosty içersine yerleştirilmiştir. Daha sonra içinde dondurulmuş hücrelerin 

bulunduğu karton kutu ve Mr. Frosty 24 saat boyunca -20ºC’de bekletilmiş ve sonrasında 

tekrar -80ºC derin dondurucuya yerleştirilmiştir. Dondurma işlemi uygulanmayan kültürdeki 

hücreler pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Bu hücrelerin çözüldükten sonraki analiz 

sonuçları çizelge 4.17-4.20 arasında verilmiştir.  

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon 

1 S-GC %5 DMSO  46.52±3.75a 

2 S-GC %10 DMSO  46.54±4.80a 

3 S-GC %5 GLISEROL  23.51±1.96b 

4 S-GC %10 GLISEROL  27.24±3.20b 
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Çizelge 4.17: Koyun granüloza hücreleri ısı değişikliği deney grubu akış sitometrisi analiz 

sonuçları 

Grup Hücre Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

(%) 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı 

Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre Oranı 

1 K-GC %5 DMSO    

Mr. Frosty 

48.80±0.37b 1.66±0.10b.c 49.43±0.41d 0.10±0.00a.b 

2 K-GC %10 DMSO  

Mr. Frosty 

24.42±0.18d 6.09±0.68a 69.40±0.16b 0.09±0.00b 

3 K-GC %5 DMSO Kutu 76.26±0.24a 1.98±0.15c 21.62±0.37e 0.13±0.01a 

4 K-GC %10 DMSO 

Kutu 

39.29±0.27c 4.12±0.37b 56.46±0.27c 0.11±0.00a.b 

5 K-GC Pozitif Kontrol 6.15±0.07e 1.21±0.13d 92.60±0.20a 0.02±0.00c 

a-eSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Çizelge 4.18: Koyun granüloza hücreleri ışı değişikliği deney grubu MTT analiz sonuçları 

a,bSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Koyun granüloza hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz 

sonucu (Çizelge 4.17), en yüksek canlılık oranları % 10 DMSO ile dondurulan ve Mr. 

Frosty’de muhafaza edilen hücrelerden elde edilmiştir. Aynı hücrelerin 24 saat kültür sonrası 

MTT analizinde %5, %10 DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen ve %10 

DMSO ile dondurulan ve karton kutu içinde muhafaza edilen hücrelerin proliferasyon oranları 

benzer çıkmış, en düşük oran %5 DMSO ile dondurulan ve karton kutu içinde muhafaza 

edilen hücrelerden elde edilmiştir. Kriyoprotektan gruplarının hepsinin canlılık oranları 

pozitif kontrol grubundan düşük çıkmış, ancak en yakın değerin %10 DMSO 

konsantrasyonundan alındığı görülmüştür (Çizelge 4.18).  

Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.09-0.13 arasında 

değişmiştir. Kriyoprotektan grupları arasında en yüksek geç apoptotik hücre oranları %10 

DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen hücrelerde (%6) ve  %10 DMSO ile 

dondurulan ve karton kutuda muhafaza edilen hücrelerde (%4), en yüksek nekrotik hücre 

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon 

1 K-GC %5 DMSO Mr. Frosty 40.00±8.11a.b 

2 K-GC %10 DMSO Mr. Frosty 56.67±3.73a 

3 K-GC %5 DMSO Kutu 32.32±0.72b 

4 K-GC %10 DMSO Kutu 54.79±7.53a.b 
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oranı %5 DMSO ile dondurulan ve karton kutuda muhafaza edilen hücrelerde (%76) tespit 

edilmiştir.  

Çizelge 4.19: Sığır granüloza hücreleri ısı değişikliği deney grubu akış sitometrisi analiz 

sonuçları 

Grup Hücre Kriyoprotektan Nekrotik 

Hücre Oranı 

(%) 

Geç Apoptotik 

Hücre Oranı 

Canlı 

Hücreler 

Oranı 

Erken 

Apoptotik 

Hücre Oranı 

1 S-GC %5 DMSO    

Mr. Frosty 

64.48±0.09b 0.63±0.09b.c 36.74±0.14d 0.13±0.01a.b 

2 S-GC %10 DMSO  

Mr. Frosty 

21.45±0.42d 1.51±0.12a 76.95±0.50b 0.08±0.00c 

3 S-GC %5 DMSO Kutu 66.30±0.70a 0.84±0.06b 32.70±0.74e 0.15±0.00a 

4 S-GC %10 DMSO 

Kutu 

37.12±0.69c 1.40±0.14a 61.36±0.83c 0.11±0.01b.c 

5 S-GC Pozitif Kontrol 8.67±0.50e 0.35±0.07c 90.93±0.45a 0.03±0.00d 

a-eSütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. P˂0.05 

Çizelge 4.20: Sığır granüloza hücreleri ışı değişikliği deney grubu MTT analiz sonuçları 

a,b Sütunlarda farklı harflerle belirtilen değerler istatistiksel olarak birbirinden farklıdır. 

P˂0.05 

Sığır granüloza hücrelerinin çözüm sonrası hemen yapılan akış sitometrisi analiz 

sonucu (Çizelge 4.19), en yüksek canlılık oranları % 10 DMSO ile dondurulan Mr. Frosty’de 

muhafaza edilen hücrelerden elde edilmiştir. Aynı hücrelerin 24 saat kültür sonrası MTT 

analizinde %10 DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen hücreler ile %10 

DMSO ile dondurulan ve karton kutu içinde muhafaza edilen hücrelerin proliferasyon oranları 

benzer çıkmış, en düşük oranlar %5 DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen 

hücreler ve %5 DMSO ile dondurulan ve karton kutu içinde muhafaza edilen hücrelerden elde 

edilmiştir. Kriyoprotektan gruplarının hepsinin canlılık oranları pozitif kontrol grubundan 

düşük çıkmış, ancak en yakın değerin %10 DMSO konsantrasyonundan alındığı görülmüştür 

(Çizelge 20).  

Gruplar Hücre Kriyoprotektan Proliferasyon 

1 S-GC %5 DMSO Mr. Frosty 17.67±2.14b 

2 S-GC %10 DMSO Mr. Frosty 46.44±4.31a 

3 S-GC %5 DMSO Kutu 21.05±1.49b 

4 S-GC %10 DMSO Kutu 42.73±3.36a 
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Erken apoptotik hücre oranı kriyoprotektan grupları arasında %0.08-0.15 arasında 

değişmiştir. Kriyoprotektan grupları arasında en yüksek geç apoptotik hücre oranları %10 

DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen hücrelerde (% 1.51) ve % 10 DMSO 

ile dondurulan ve karton kutu içinde muhafaza edilen hücrelerde (%1.4) tespit edilmiş ve 

aralarında istatistik fark bulunmamıştır. En yüksek nekrotik hücre oranları %5 DMSO ile 

dondurulan ve karton kutu içinde muhafaza edilen hücrelerde (%66.3) tespit edilmiştir.  

4.5. Mr. Frosty (deney 1), karton kutu (deney 2), köpük kutu (deney 3) içinde 

dondurulan hücrelerin analiz sonuçları karşılaştırması 

Önceki deney gruplarındaki DMSO ve gliserolün %5 ve %10 konsantrasyonlarının üç 

farklı muhafaza kutusu içinde -80oC derin dondurucuda dondurulan grupların karşılaştırması 

yapılmış ve çizelge 4.21- 4.24 arasında verilmiştir.  

Çizelge 4.21: Koyun granüloza hücrelerinde Mr. Frosty, Kutu ve Köpük koruyucu 

kutularında akış sitometrisi analiz sonuçları 

Grup Hücre* Kriyoprotektan Mr. Frosty 

Canlılık Oranı (%) 

Kutu Canlılık 

Oranı (%) 

Köpük Canlılık 

Oranı (%) 

1 K-GC %5 DMSO  78.69±0.32aC 72.05±1.40bC 74.13±1.14bB 

2 K-GC %10 DMSO  83.11±1.05aB 83.38±0.44aB 73.91±1.36bB 

3 K-GC %5 GLISEROL  33.37±0.28cE 53.66±1.11aD 41.91±0.86bD 

4 K-GC %10 GLISEROL  71.46±0.33aD 48.07±0.72bE 45.81±0.08cC 

5 K-GC Pozitif Kontrol 92.60±0.20aA 92.60±0.20aA 92.60±0.20aA 

*K-GC: koyun granüloza hücresi, istatistik farklar sütunlarda büyük harfler ile satırlarda 

küçük harfler ile gösterilmiştir. P˂0.05   

Çizelge 4.22: Koyun granüloza hücrelerinde Mr. Frosty, Kutu ve Köpük koruyucu 

kutularında MTT analiz sonuçları 

Grup Hücre Kriyoprotektan Mr. Frosty 

Proliferasyon 

Oranı 

Kutu 

Proliferasyon 

Oranı 

Köpük 

Proliferasyon 

Oranı 

1 K-GC %5 DMSO  142.51±10.51aA 107.23±2.22aB 128.46±17.19aA 

2 K-GC %10 DMSO  121.57±6.79aA 92.82±6.84bB 110.43±3.70a.b A.B 

3 K-GC %5 GLISEROL  16.95±11.03bC 96.76±6.62aB 71.88±0.63Ac 

4 K-GC %10 GLISEROL  45.54±5.98bB 211.44±31.90aA 91.37±4.05b B.C 

*İstatistik farklar sütunlarda büyük harfler ile satırlarda küçük harfler ile gösterilmiştir. 

P˂0.05   
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Koyun granüloza hücrelerinin üç farklı kutu kullanılarak dondurulduğu deneylerin 

akış sitometri sonuçlarına genel olarak bakıldığında DMSO nun gliserole göre daha yüksek 

canlılık oranı ile sonuçlandığı görülmüştür (Çizelge 4.21). DMSO’nun  %5 

konsantrasyonunda Mr. Frosty’de dondurulan hücrelerin canlılık oranlarının karton kutu ve 

köpük kutuda dondurulanlardan daha yüksek olduğu belirlenmiştir. DMSO nun %10 

konsantrasyonunda ise Mr. Frosty ve karton kutuda dondurulan hücrelerin köpük kutuda 

dondurulanlara oranla daha yüksek canlılık oranına sahip oldukları tespit edilmiş, Mr. Frosty 

ve karton kutu içinde dondurulan hücrelerin % 10 DMSO konsantrasyonunda canlılık oranları 

yüksek olurken köpük kutu içinde dondurulanlarda DMSO nun her iki konsantrasyonundan 

da benzer sonuç alınmıştır. Hücrelerin 24 saat kültür sonrası yapılan MTT analiz sonuçları da 

genel olarak benzer çıkmıştır. Bununla birlikte gliserol konsantrasyonlarında Mr. Frosty’de 

dondurulan hücrelerin canlılık oranları oldukça düşükken karton ve köpük kutularda 

dondurulan hücrelerin canlılık oranlarının yükseldiği ve DMSO konsantrasyonlarına yetiştiği 

görülmüştür (Çizelge 4.22).  

Çizelge 4.23: Sığır granüloza hücrelerinde Mr. Frosty, Kutu ve Köpük koruyucu kutularında 

akış sitometrisi analiz sonuçları 

Grup Hücre* Kriyoprotektan Mr. Frosty 

Canlılık Oranı (%) 

Kutu Canlılık 

Oranı (%) 

Köpük Canlılık 

Oranı (%) 

1 S-GC %5 DMSO  67.36±1.57bC 85.45±0.29aB 83.14±1.46aA.B 

2 S-GC %10 DMSO  79.76±0.83bB 88.80±0.08aA 81.43±0.17bB 

3 S-GC %5 GLISEROL  40.65±0.52aD 37.45±0.36aD 40.29±5.82aD 

4 S-GC %10 GLISEROL  38.96±0.34bD 46.79±1.51aC 49.04±1.23aC 

5 S-GC Pozitif Kontrol 90.93±0.45aA 90.93±0.45aA 90.93±0.45aA 

*S-GC: sığır granüloza hücresi, istatistik farklar sütunlarda büyük harfler ile satırlarda küçük 

harfler ile gösterilmiştir. P˂0.05   
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Çizelge 4.24: Sığır granüloza hücrelerinde hücrelerinde Mr. Frosty, Kutu ve Köpük koruyucu 

kutularında MTT analiz sonuçları 

Grup Hücre Kriyoprotektan Mr. Frosty 

Proliferasyon 

Oranı 

Kutu 

Proliferasyon 

Oranı 

Köpük 

Proliferasyon 

Oranı 

1 S-GC %5 DMSO  120.20±9.07aB 71.18±2.83bB 46.52±3.75cA 

2 S-GC %10 DMSO  89.39±6.88aC 123.19±17.35aA 46.54±4.80bA 

3 S-GC %5 GLISEROL  120.81±10.50aB 27.23±9.79bC 23.51±1.96bB 

4 S-GC %10 GLISEROL  149.41±11.00aA 44.98±7.84b B.C 27.24±3.20bB 

*İstatistik farklar sütunlarda büyük harfler ile satırlarda küçük harfler ile gösterilmiştir. 

P˂0.05   

Sığır granüloza hücrelerinin üç farklı kutu kullanılarak dondurulduğu deneylerin akış 

sitometri sonuçlarına genel olarak bakıldığında koyun hücrelerinde olduğu gibi DMSO nun 

gliserole göre daha yüksek canlılık oranı ile sonuçlandığı görülmüştür (Çizelge 4.23). Ancak 

DMSO’nun  %5 konsantrasyonunda Mr. Frosty’de dondurulan hücrelerin canlılık oranlarının 

karton kutu ve köpük kutuda dondurulanlardan daha düşük olduğu belirlenmiştir. DMSO nun 

%10 konsantrasyonunda ise Mr. Frosty ve köpük kutuda dondurulan hücrelerin canlık oranları 

benzer bulunurken en yüksek oran karton kutuda dondurulan hücrelerden elde edilmiştir.  Mr. 

Frosty ve karton kutu içinde dondurulan hücrelerin % 10 DMSO konsantrasyonunda canlılık 

oranları %5 DMSO konsantrasyonunda dondurulan hücrelerden yüksek olurken köpük kutu 

içinde dondurulanlarda DMSO nun her iki konsantrasyonundan da benzer sonuç alınmıştır. 

MTT sonuçları da genel olarak benzer çıkmıştır (Çizelge 4.24). Ancak koyun hücrelerinden 

farklı olarak karton ve köpük kutuda gliserol kullanılarak dondurulan hücrelerin canlılık 

oranları oldukça düşükken Mr. Frosty’de dondurulan hücrelerin canlılık oranlarının 

yükseldiği ve %10 gliserol konsantrasyonunda dondurulan hücrelerin canlılık oranlarının 

DMSO ile dondurulan hücreleri geçtiği görülmüştür.  
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

5.1. Tartışma 

Gen kaynaklarının korunabilmesi nesillerin kaybolma riskine karşı dünyanın geleceği 

için önemli bir faktördür. Biyolojik materyallerin dondurulup çözündürüldüğünde yaşamsal 

faaliyetlerin devam ettiğinin keşfedilmesi kaybolan türleri geri getirebilme fikrini beslemiştir. 

Böylece gen kaynaklarının zarar görmeden uzun yıllar boyunca muhafaza edilebilmesi 

amacıyla dondurulmuş materyallerin saklandığı gen bankaları kurulmuştur. Hücrelerin 

sağlıklı bir şekilde dondurulup uzun yıllar muhafaza edilebilmesi için kriyoprotektan adı 

verilen kimyasal maddeler sayesinde düşük sıcaklıklarda hücre içinde oluşabilecek su 

kristallerinin önüne geçilebilmektedir. Bu esnada dondurma hızı da oldukça önemli bir 

faktördür ve termal şoka neden olmayacak şekilde ayarlanması gerekmektedir. Kolay, uygun 

maliyetli ve güvenilir kriyoprezervasyon protokolleri hücreler ile ilgili daha sonraki 

çalışmaların başarılı ve etkili bir şekilde uygulanması için çok önemlidir.  

Canlı materyallerin dondurulmasında yavaş dondurma, hızlı dondurma ve 

vitrifikasyon adı verilen farklı yöntemler kullanılmaktadır. Hücre dondurulmasında genelde 

tercih edilen yöntem yavaş dondurmadır (Freshney 2005, Morris 2007).  Birçok laboratuvar, 

kontrollü yavaş bir dondurma yaklaşımı kullanarak iyi sonuçlar bildirmiştir. Bununla birlikte 

hücre dondurulmasında farklı yöntemlerin karşılaştırıldığı çalışmalar vardır. Duran ve ark. 

(2001) tarafından yapılan bir çalışmada, Hep-2 ve tavşan böbrek hücrelerine çeşitli dondurma 

yöntemleri denenmiş ve hücre canlılığına olan etkileri araştırılmıştır. Araştırıcılar hücrelerin 

dondurulmasında kriyoprotektan olarak %5-10 oranlarında DMSO, gliserol ve Rowe 

karışımlarını (içeriği %4.2 w/v sorbitol, %35 v/v gliserol) farklı dondurma yöntemlerinde 

denedikleri çalışmalarında, yavaş dondurma metodunda hücreleri ilk olarak +4ºC’de 30 

dakika, -20ºC’de 30 dakika ve -70ºC’de bir gece boyunca beklettikten sonra sıvı azota 

geçirmişler, orta hızda dondurma metodunda ilk önce +4ºC’de 30 dakika,  kristalizasyonun 

başlaması için -20ºC’de 30 dakika boyunca beklettikten sonra sıvı azota bırakmışlar, hızlı 

dondurma metodunda ise hücreleri +4ºC’de 30 dakika boyunca beklettikten sonra direkt sıvı 

azota aktarmışlardır. Yapılan bu çalışmada üç farklı dondurma yönteminden çıkan sonuçlar 

karşılaştırıldığında en yüksek hücre canlılığının yavaş dondurma metodu ile sağlanmış olduğu 

görülmüş, %10 konsantrasyonunda kullanılan DMSO, gliserol ve Rowe karışımı sonuçlarına 

bakıldığında en yüksek canlılık oranını DMSO’nun sağladığını belirtilmiştir. Cetinkaya ve 

ark. (2009) tarafından yapılan bir çalışmada ise sığır kas ve kıkırdak hücrelerinin 



 
 

73 
 

dondurulmasında yavaş dondurma tekniği ve vitrifikasyon tekniğini karşılaştırılmıştır. 

Kriyoprotektan madde olarak DMSO tercih edilmiş ve %5-10 oranları denenmiştir. 

Araştırıcılar en iyi sonucun 1ºC/dk ısı düşmesi ile yavaş dondurma yönteminden alındığını 

dondurma hızının daha yavaş gerçekleştiği gruplarda başarı azalırken, hızın arttırıldığı 

gruplarda başarı oranının hücre tipine göre değişkenlik gösterdiğini belirtmişlerdir. DMSO 

konsantrasyonları karşılaştırıldığında ise %10 oranının uygulandığı grupların daha fazla başarı 

sağlamış olduğu belirtilmiştir. Cetinkaya ve Arat (2011)’ın yaptığı başka bir çalışmada kas ve 

kıkırdak hücreleri kontrollü dondurma makinesinde ısının 0.5, 1, 2 C/dk düşürülmesi ile yavaş 

dondurulmuş erişkin kıkırdak hücrelerinin canlılık oranları sırasıyla % 60.8, %78.3, %80 

olarak bulunmuş ancak aralarında istatistiksel fark tespit edilmediği bildirilmiş ve 

vitrifikasyon uygulanan erişkin kıkırdak hücreleri ile de yavaş dondurma sonuçlarına benzer 

canlılık oranı elde edilmiştir. Ancak aynı çalışmada kas hücrelerinde en yüksek canlılık oranı 

(%74) 1ºC/dk ısı düşmesi ile dondurulan hücrelerden elde edilirken, vitrifikasyon uygulanan 

hem kas, hemde fetal kıkırdak (sırasıyla %49, %33) hücrelerinde canlılık oranı düşmüştür. 

Naaldijk ve ark. (2013) uyguladıkları kontrollü hızlı dondurmanın, 1°C/dk kontrollü yavaş 

dondurmadan ve vitrifikasyondan daha düşük hücre verimi ile sonuçlandığını belirtmişlerdir. 

Ayrıca Xu ve ark. (2012) mezenkimal kök hücrelerde hızlı dondurmanın (5-10°C/dk) hücre 

iskeletine yavaş dondurmadan (1°C/dk) daha fazla zarar verdiğini belirtmişlerdir. Bu tez 

çalışmasında %5 ve %10 DMSO ve gliserol konsantrasyonları ile genelde daha iyi sonuç 

verdiği belirtilen 1°C/dk kontrollü yavaş dondurma yöntemi tercih edilmiş, diğer çalışmalarla 

benzer şekilde en yüksek canlılık oranı %10 DMSO konsantrasyonundan elde edilmiştir.  

Hücrelerin kriyoprezervasyonunun uygun olmayan yavaşlıkta veya hızda yapılması 

hücreler için öldürücü olabilmektedir. Hücrenin canlılığı etkileyen faktörlerden bazıları, 

ekstra ve intraselüler solüsyondaki önemli değişikliklerin dondurma sırasında suyun 

uzaklaşmasına sebep olması ve bu sırada meydana gelen ısı transferleridir.  Çoğu hücre hatları 

1 ila 5oC/dk ısı düşmesi ile yavaş dondurulur. Bu hızdaki farklılık hücre tiplerine göre değişen 

hücre büyüklüğü, membran yapısı ve dayanıklılığı ile ilgilidir. Bu yavaş ısı düşüşü en iyi bir 

şekilde programlanabilir dondurma cihazları ile sağlanır.  Ancak daha ucuz ve pratik yöntem 

kalın karton, polistren veya köpük kutu olarak gösterilmekle birlikle en iyi alternatifin ısıyı     

-80oC’ye kadar 1oC/dk düşüren polistren özel bir dondurma kutusu (Mr. Frosty) olduğu 

belirtilmektedir (Masters 2000, Freshney 2005, Morris 2007). Hücre dondurulması ile ilgili 

çeşitli çalışmalarda bu kutunun tercih edildiği görülmektedir (Gómez ve ark. 2008, Stacey ve 

Masters 2008, (Naaldijk ve ark. 2013, 2016)). Baust ve ark. (2007), hücrelerin kontrollü 
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dondurma makinesi kullanarak ısının -80°C’ye kadar 1°C/dk düşürülmesi ile yavaş 

dondurulmasının, donmamış hücrelere kıyasla eşdeğer hücre verimi ile sonuçlandığını 

belirtirlerken, Naaldijk ve ark. (2013) Mr. Frostry’de dondurdukları hücrelerden elde ettikleri 

verimin kontrollü dondurma makinesinde donduralan hücrelere oranla daha yüksek olduğunu 

bildirmişlerdir.  İki çalışmada da ısı 1°C/dk ile  -80°C’ye kadar yavaş düşürülmüş ancak iki 

farklı cihaz kullanılmıştır. Bu tez çalışmasında Mr. Frosty’nin yanı sıra karton ve köpük 

kutular içinde dondurma işlemi yapılmış ve sonuçlar karşılaştırılmıştır. İstatistiksel veriler 

doğrultusunda sonuçlar hücre canlılığı bazında karşılaştırıldığında ısının farklı oranlarda 

yavaş düşmesini sağlayan üç koruyucu kutu içinde dondurulan hücrelerin canlılık oranlarında 

büyük bir fark gözlenmemiştir. Fakat hücre tipi ve uygulanan kriyoprotektan çeşidine bağlı 

olarak canlılık yüzdeleri değişkenlik göstermiştir. Bu tez çalışması ve diğerlerinde yavaş 

dondurma sonuçlarındaki farklılık hücre tipi farkına, farklı kriyoprotektan karışımlarına, 

uygulamadaki farklılıklara bağlı olarak meydana gelmiş olabilir ancak Naaldijk ve ark. 

(2013)’nın da belirttiği gibi bu farklı ortamlarda donma dinamiğinin ayrıntılarını keşfetmek 

için daha fazla araştırma yapılması gerekmektedir.  

Naaldijk ve ark. (2013) hücre kriyoprezervasyonu üzerine yayınlanan verilerin 

birçoğunun çözüm sonrası hücre geri kazanımının ölçülmesi şeklinde yapıldığını ((Pasch ve 

ark. 1999, 2000), Rindler ve ark. 1999), ancak bunun farklı dondurma protokollerinin hücre 

üzerindeki etkisinin gözlemlenmesi için yeterli olmadığını belirtmişlerdir. Araştırıcılar donma 

ile ilişkili hücre ölümünün, çözümden 24 saat sonra belirlenebildiğini (Borderie ve ark. 1998, 

Saraste ve Pulkki 2000) ve bir dondurma protokolü ile ilgili gözlenen belirgin faydaların, 

hücre çözüldükten hemen sonraki ve devam eden kültüründeki zaman noktası ile korelasyon 

göstermediğini ve bu yüzden kendi çalışmalarında hücreleri hem çözer çözmez tripan mavisi 

ile boyayarak hemde kültüre ettikten sonra MTT ile analiz etmişlerdir. Araştırıcılar primer 

fibroblast hücrelerini 8 farklı protokol ile hem kontrollü dondurma makinesi, hem de Mr. 

Frosty kullanarak yavaş olarak, veya vitrifikasyon yöntemi ile dondurdukları çalışmalarında 

çözüm sonrası canlılık oranları ile kültür sonrasında yapılan MTT analizi proliferasyon 

sonuçlarının korelasyon göstermediğini belirtmişlerdir. Bu çalışmada çözüm sonrası hemen 

tespit edilen verilere göre farklı bir protokolün, kültür sonrası elde edilen verilere göre ise 

farklı bir protokolün daha yüksek canlılık oranı verdiği tespit edilmiştir. Bu tez çalışmasında 

ise hücreler çözüm sonrası hemen akış sitometrisi analizi ile ve 24 saat kültür sonrasında da 

MTT ile analiz edilmiş ancak daha önceki çalışmadan farklı olarak her iki analiz sonuçlarının 

grupların büyük çoğunluğunda korelasyon gösterdiği tespit edilmiştir. Sadece bazı deney 
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gruplarında çözüm sonrası hemen analiz edildiğinde düşük canlılık oranı veren gliserol 

dondurma gruplarının 24 saat kültür sonrası proliferasyon oranlarının arttığı görülmüştür. Bu 

çalışmanın diğerinden farklı olmasının sebebi çözüm sonrası uygulanan akış sitometrisi analiz 

yönteminin önceki çalışmada uygulanan tripan mavisi yönteminden daha hassas olması ve 

daha doğru ve güvenilir sonuç vermiş olması olabilir.   

Başarılı bir dondurma işlemi için kullanılan kriyoprotektanın toksik etkili olmaması 

gerekir. Bu nedenle mevcut kriyoprotektanların farklı konsantrasyonlarının çeşitli hücre 

tiplerinde meydana getirebileceği zararlar ve onlara alternatif olabilecek yeni 

kriyoprotektanlar veya kombinasyonlar üzerinde çeşitli çalışmalar yürütülmektedir. Örneğin, 

Clapisson ve ark. (1999) periferik kan kök hücreleri ile çalışmışlar ve bu hücrelerin 

dondurulmasında Hidroksietil Nişasta (HES)’nın DMSO’dan daha az toksik etki göstermesi 

sebebi ile iki farklı dondurma grubu oluşturmuşlardır. Hücrelerin bir kısmı yalnızca %10 

DMSO uygulaması ile dondurulmuş, bir kısmı da %3 HES+%5 DMSO çözeltisi uygulanarak 

dondurulmuştur. Çalışma sonrasında veri sonuçlarına göre %3 HES+%5 DMSO çözeltisinin, 

uygulandığı grup hem canlılık bakımından hem de Granülosit Makrofaj Koloni Oluşturan 

Birim (GM-CFU) aktivitesi bakımından daha başarılı olduğunu bildirmişlerdir. Ancak başka 

bir çalışma tam tersi olarak HES’in daha toksik olduğunu göstermiştir. Bu çalışmada Graham 

ve ark. (2015)  tavukdan elde ettikleri kırmızı kan hücrelerinin dondurulmasında gliserol, 

DMSO ve HES çözeltilerinin farklı konsantrasyonlarda etkilerini incelemişlerdir. Gliserol 

(%20), DMSO (%10), HES (%7.5, %11.5, %20) konsantrasyonlarını uygulayarak 

dondurmayı gerçekleştirmişlerdir. Çalışma sonrasında nekroz ve geç apoptoz değerlerine 

bakıldığında %10 DMSO konsantrasyonunda  %3 ve % 20, gliserol konsantrasyonunda %1 

gibi düşük değerler gözlemlenirken HES konsantrasyonlarında % 60-80 aralığında değerler 

bulunmuştur. Ayrıca taramalı elektron mikroskobu ile inceleme sonucu en fazla membran 

değişikliği %20 HES konsantrasyonunda ortaya çıkmıştır. Araştırmacılar kriyoprotektan 

olarak HES’in tek başına kullanıldığında diğerlerine kıyasla başarısız olduğunu hücre tipi 

veya kullanılan yöntemin buna sebebiyet vermiş olabileceğini değerlendirilmişlerdir. Buna 

karşın Gomez ve ark. (2008) tarafından dondurulmuş hücrelerin nükleer transferdeki etkisinin 

araştırıldığı bir çalışmada kedi fibroblast hücreleri %10 DMSO uygulanarak, Mr. Frosty 

içerisinde dondurulmuş, nekrotik ve apoptotik hücre oranlarının arttığı sonucuna varılmıştır. 

Naaldijk ve ark. (2016) insan deri fibroblastların ve keratinositlerin dondurulmasında % 10 

DMSO+% 90 FCS, %5 DMSO+%95 FCS, %5 DMSO+%5 HES+%90 FCS, % 10 HES+%90 

FCS, % 10 HES+% 90 DMEM ve % 10 DMSO+% 90 DMEM gibi dondurma solüsyonları 
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uygulanmış ve canlılık üzerine ne gibi etkiler yarattığını araştırmışlardır. Çözündürüldükten 

sonra canlılık ve 3 gün kültür sonrasında hücre proliferasyonlarına bakılmış ve sonuçlar 

değerlendirilmiştir. Keratinositlerin dondurulmasında %10 HES veya %5 HES+%5 DMSO 

çözeltisi uygulamalarında her ikisininde uygun olabileceğini belirtirken insan deri 

fibroblastların dondurulmasında %5 HES+%5 DMSO solüsyonunun canlılık üzerinde daha 

fazla başarı sağladığını bildirmişlerdir. Bu tez çalışmasında farklı konsantrasyonlarda DMSO 

ve gliserol kullanılarak farklı kutuların içinde dondurma işleminin yapıldığı tüm deney 

gruplarında erken apoptotik hücre oranı %1’in (%0.02-%0.24) altında bulunmuştur.  DMSO 

konsantrasyonlarında geç apoptotik hücre oranı %0.48-%8.63 arasında değişmiştir. Bu oranlar 

gliserol gruplarında %0.72-%8.6 arasında bulunmuştur. Ancak nekrotik hücre oranları 

apoptotik hücre olanlarından yüksek bulunmuş ve en yüksek nekrotik hücre oranları gliserol 

gruplarında (%44.35-%70.57) görülmüştür. Bu oranlar DMSO grupların %8-%25 arasında 

değişmiştir. Çalışmamız değerlendirildiğinde DMSO birçok koşulda %10 konsantrasyonunda 

başarılı bulunmuştur. Apototik hücre oranlarına karşın nekrotik hücre oranlarının daha yüksek 

olması dondurma protokollerinin hücreye verdiği mekanik hasarın kriyoprotektanın verdiği 

toksik/apoptotik etkiden daha fazla olduğunu göstermektedir.  

 Uygulanan kriyoprotektanların dondurmadaki başarısı, dondurma protokolüne, 

yönteme, malzemelere ve dondurulan hücrenin tipine, hücrenin çözüm sonrası 

kriyoprotektana maruz kalma süresine bağlı olarak değişebilmektedir. Dondurma 

solüsyonlarında kullanılan kriyoprotektanlara uzun süre maruz kalma onun toksik etkisini 

artırabilir. Nitekim Alsalim ve ark. (2018) kültür ortamına %4 DMSO takviyesinin, 24 saat 

sonra, %2 DMSO takviyesinin 48 saat sonra hücre canlılığı üzerinde önemli olumsuz etkiye 

sahip olduğunu belirtmişlerdir. Bu konsantrasyonlarda DMSO uygulamasının süre arttıkça 

olumsuz etkisininde arttığını canlılık oranının %20’nin altına düştüğünü bildirmişlerdir. 

Choresca ve ark. (2010), benzer şekilde kültür medyumuna DMSO katılmasının 48 saat sonra 

yüksek oranda apoptotik hücre oranına sebep olduğunu, Koo ve ark (2009) aynı etkinin 24 

saat sonra görüldüğünü bildirmişlerdir. Her iki çalışmada da hücreler sinkronizasyon amacıyla 

kullanılan DMSO’ya 37oC’de kültür ortamında uzun süre maruz kalmışlardır. Bu tez 

çalışmasında uygulanan %5 ve %10 DMSO konsantrasyonunun apoptotik hücre oranında 

artışa ve hücre canlılığında çok büyük azalmaya yol açmamasının sebebi hücrelerin 

DMSO’ya oda ısısında kısa süre maruz kalması ve hemen dondurulması, hızlı çözüm 

sonrasında da DMSO’nun kısa sürede ortamdan uzaklaştırılması olarak değerlendirilmiştir.  
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Elde edilen verilerin sonuçlarına bakıldığında DMSO’nun gliserole göre hücreleri, 

dondurmanın zararlı etkisinden daha fazla koruduğu görülmüştür. Uygulanan %10 dozu %5’e 

göre daha başarılı sonuçlar vermiştir. Günümüzde yapılan dondurma çalışmalarında da en 

fazla kullanılan kriyopretektanlardan ikisi DMSO ve gliserol olmuştur. Bu iki 

kriyoprotektanın karşılaştırıldığı çalışmalarda DMSO’nun daha iyi sonuçlar verdiği 

gösterilmiş (Guan ve ark. 2006, Duran ve ark. 2001) ve bu nedenle gliserolün hücreler 

üzerinde daha az toksik etki gösterdiği bilinmesine rağmen DMSO’nun kullanılması 

önerilmiştir. Bu sonuçlar tez çalışmamızdaki sonuçlar ile uyumludur. Daha önceki 

çalışmalarda DMSO’nun daha iyi sonuç vermesinin sebebinin, hücre içerisine gliserole göre 

daha hızlı diffüze olabilmesi ve bunun sonucunda da daha yüksek kriyoprotektif etki 

göstermesi olduğu değerlendirilmiştir (McGann 1978, Anchordoguy ve ark. 1991, Rinkes ve 

ark. 1992, Freshney 2005).  

Yapılan çalışmalarda yüksek canlılık oranları elde etmek için sukroz, trehaloz, sığır 

serum albumini (BSA), sığır serumu gibi çeşitli şekerler, proteinler ve protein kaynaklarının 

olumlu sonuçlar vermesi, onların hücre dondurulmasında kullanılan hücre içine giremeyen 

kriyoprotektan maddeler olarak adlandırılmalarını ve dondurma solusyonlarına dahil 

edilmelerini sağlamıştır. Kültüre edilen hücrelerin dondurulmasında standart 

kriyopreservasyon protokolleri çoğunlukla DMSO ve FCS içerir (Naadijk ve ark. 2016). Bazı 

araştırmalarda BSA’nın kriyoprezervasyonundaki rolü araştırılmış ve hücre kaynağına veya 

tipine bağlı olarak değişen sonuçlar elde edilmiştir  (Shaw ve Trounsen 1989,  Ollero ve ark. 

1996, Borderie ve ark. 1998, Duran ve ark. 2001).  Borderie ve ark. (1998) insan kornea 

keratosit hücrelerinin kriyo-prezervasyonunda albuminin iki farklı konsantrasyonunun hücre 

canlılığı üzerindeki etkisini araştırdıkları çalışmada %2’den %10’a kadar değişen albumin 

konsantrasyonunun hücre canlılığı üzerinde etkili olmadığını tesbit ederken, Duran ve ark. 

(2001),  primer tavşan böbrek ve HEp-20 devamlı hücrelerinin kriyoprezervasyonunda, 5, 10, 

20 ve 30g/mL sığır serum albuminin etkisini araştırdıkları çalışmalarında en yüksek canlılık 

oranını  %10 dimetil sülfoksit ve 30g/mL albumin içeren dondurma solüsyonundan elde 

ettiklerini bildirmişlerdir. Kearney (1991) insan deri keratinosit ve fibroblast hücrelerinin 

kriyoprezervasyonunu serum varlığında değişik kriyoprotektan maddelerin etkisini 

araştırdıkları çalışmalarında ise farklı dondurma ve soğutma rejimleri uygulamışlar ve en iyi 

neticeyi dondurma metoduna bağlı olarak yüksek serum konsantrasyonuyla elde etmişlerdir. 

Ayrıca DMSO’nun kültür medyumuna katılmasının pH’yi yükselteceği ve bununda hücre 

canlılığını düşüreceği belirtilmektedir.  Bu nedenle çok iyi pH kontrolü sağlayan ve hücreyi 
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donmanın sebep olduğu hasara karşı koruyan albumini yüksek oranda içeren serumun DMSO 

ile birlikte kullanımı önerilmekte,  kriyoprotektan medyumunda serumun olmamasının hücre 

canlılığını düşüreceği belirtilmektedir (Morris 2007). Bu tez çalışmasında da DMSO ve 

gliserolün %5 ve %10 konsantrasyonunda kullanılmış, medyumdaki serum oranı standart 

%40 olarak uygulanmıştır. Serum içermeyen bir kriyoprotektan uygulama grubu olmadığı için 

serum etkisinin çalışılmadığı bu tez çalışmasında yine de serumun kriyoprotektanlara destek 

olmuş olabileceği söylenebilir. Bununla birlikte serumun olduğu ancak kriyoprotektanın 

kullanılmadığı kontrol grubunda hücre canlılık ve proliferasyon oranının çok düşük olması 

başarılı bir kriyopreservasyon için DMSO ve gliserol gibi bir kriyoprotektana ihtiyaç 

olduğunu ve canlılık oranında da belirleyici faktörün bu iki madde olduğunu göstermektedir.   

Avrupa hayvan hücre kültürleri koleksiyonu (ECACC)  hücre bankasında dondurma 

işleminin programlanabilir dondurucularda yapıldığı, çoğunlukla çözüm sonrası canlılığın 

%85 den fazla ve normal olarak dondurma öncesindeki canlılık oranından çok az düşük 

olmasının beklendiği belirtilmektedir. Çözüm sonrası canlılığın %75 altına düşmesi başarısız 

bir dondurma işlemini gösterir ve kabul edilmez (Morris 2007). Bu tez çalışmasında hücre 

tipleri ve uygulanan farklı protokolere bağlı olarak değişkenlik göstermekle birlikte en yüksek 

canlılık oranı %10 DMSO konsantrasyonundan elde edilmiş ve grupların büyük kısmında 

canlılık oranı %80’nin üstüne ve bazılarında %89’un üstüne çıkmıştır.  

Kriyoprezervasyon sonrası hücrelerin mümkün olduğunca hızlı bir şekilde 

çözdürülmesi hücre canlılığı açısından son derece kritiktir. Hızlı çözme ile hücre ölümlerinin 

ve hasarlarının meydana geldiği kritik rekristalizasyon fazı çabuk bir şekilde geçildiğinden bu 

sırada oluşabilecek hücre kaybı veya hasarları minimuma indirilebilmektedir (Anchordoguy 

ve ark. 1987, Wolfe ve ark. 1994) ve bu yüzden hücre yavaş dondurulur ve hızlı çözülür 

şeklinde özetlenen temel bilgi klasik hücre kültürü kitaplarında yerini almıştır (Masters 2000, 

Freshney 2005, Morris 2007). Ancak bu temel prensibin bozulabileceği istenmeyen durumlar 

meydana gelebilir ve hücre tam tersine yavaş çözülürken aynı hücre tekrar yavaş bir şekilde 

donabilir. Bu durum hücrelerin saklandığı -80oC derin dondurucularda uzun süreli elektrik 

kesintilerinden sonra tekrar elektriğin gelmesi şeklinde meydana gelebilir ve hücreler fark 

edilmeden derin dondurucunun içinde yavaş olarak çözülür ve sonra tekrar donar. Bizim 

çalışmamızda ısı değişikliğinin incelendiği, bu sebeple -80ºC’de donmuş olarak saklanan 

hücrelerin 24 saat boyunca -20ºC bekletilip tekrar -80ºC’ye alındığı deney grubunda hücre 

canlılığının ciddi bir şekilde etkilendiği görülmüştür. Koyun hücrelerinde çözüm sonrası 

canlılık oranı %21-69 arasında değişirken, sığır hücresinde bu oran %32-76 arasında 
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değişmektedir. Burada hücre canlılığına etki eden faktörün uygulanan kriyoprotektanın dozu 

ve içinde bekletildiği koruyucu kutu olduğu görülmüştür. En yüksek canlılık oranları her iki 

hücrede de %10 DMSO konsantrasyonu ile dondurulan ve Mr. Frosty içerisinde ısı 

değişikliğine uğrayan koyun ve sığır hücrelerinde tespit edilmiş ve sırası ile canlılık oranları 

%69 ve %76 olarak bulunmuştur. Bu veriler ışığında ısı değişikliğinden hücreleri korumanın 

en iyi yolu onları %10 DMSO konsantrasyonunda dondurmak ve mümkünse Mr. Frosty 

içerisinde saklamaktır şeklinde bir değerlendirme yapılabilir.  

5.2. Sonuç 

Bu çalışma sığır ve koyun dokularından primer kültür yöntemiyle elde edilen kıkırdak 

ve granüloza hücreleri ile yapılmış, dondurmanın zararını azaltabilmek ve engelleyebilmek 

için kriyoprotektan olarak DMSO ve gliserol tercih edilmiş ve her ikisininde %5-10 oranları 

kıyaslanmış ve tüm deney gruplarında yavaş dondurma tekniği uygulanmıştır. Koyun 

granüloza hücrelerinde DMSO ve gliserolün %5-10 oranlarının uygulandığı hücrelerde çözüm 

sonrası hemen yapılan akış sitometrisi sonuçlarına bakıldığında en yüksek canlılık oranı %5 

ve %10 DMSO konsantrasyonun uygulandığı gruplarda bulunmuştur ve canlılık oranlarının 

sırası ile (%78.69, %83.11) olduğu gözlemlenmiştir. Gliserolün uygulandığı deney 

gruplarında canlılık oranları DMSO ile kıyaslandığında daha düşük kalmıştır ve %5, %10 

gliserol konsantrasyonunda canlılık yüzdeleri sırası ile (%33.37, %71.46) olarak bulunmuştur. 

Kriyoprotektanın kullanılmadığı deney grubunda ise canlılık oranı nerdeyse yok denecek 

kadar azdır ve bu durum kriyoprotektan önemini ortaya çıkarmaktadır. Hücre proliferasyon 

yüzdelerine bakıldığında MTT analiz sonuçlarına göre proliferasyonun en yüksek olarak 

gözlendiği deney grubu yine DMSO grupları olmuştur ve dozlar arasında istatististiksel farka 

rastlanmamıştır. Gliserol uygulanan gruplarda ise canlılık oranının azaldığı görülmüştür 

(%16.95, %45.54). Koyun kıkırdak hücrelerine bakıldığında ise çözündürme sonrası en 

yüksek canlılık yüzdesini sağlayan faktör koyun granülozalarda da olduğu gibi %5-10 DMSO 

konsantrasyonu (%71.20, %89.38) olmuştur. Gliserol gruplarına bakıldığında %5-10 

konsantrasyondaki canlılık oranları sırası ile (%51.62, %75.29) olarak bulunmuştur fakat bu 

canlılık oranları 24 saat kültür sonrasında düşmüştür ve %10 gliserol konsantrasyonunda 

proliferasyon, %5 konsantrasyonuna göre daha başarılı (%27.37) olsa da DMSO (%78.12) ile 

kıyaslandığında oldukça düşüktür. Koyun kıkırdak ve granüloza hücrelerinde genel olarak 

%10 DMSO konsantrasyonu gayet başarılı sonuçlar vermiştir. Kriyoprotektan uygulanmadan 

dondurulan hücrelerde ise hem çözüldükten sonraki canlılık yüzdesi hem de kültür sonrası 

proliferasyon yüzdesi yine oldukça düşük bulunmuştur.  
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Sığır granüloza hücrelerinde de çözüm sonrasında canlılık oranında başarı sağlayan 

faktör benzer olarak %10 DMSO konsantrasyonu olmuştur (%79.76).  Sığır kıkırdak 

hücrelerinde ise çözüm sonrasında hücre canlılığı bakımından yine DMSO grupları, gliserol 

gruplarına göre daha başarılı bulunmuştur ve konsantrasyonlar arasında istatistiksel farka 

rastlanmamıştır. DMSO %5-10 konsantrasyonunda canlılıklar (%74.92, %72.92) oranlarında 

bulunurken gliserol konsantrasyonunda bu canlılık oranları oldukça düşüktür (%27.87, 

%27.48). Kriyoprotektanın kullanılmadığı deney gruplarında canlılık yüzdesi her iki hücre 

tipinde de düşük bulunmuştur (%5, %8). Fakat 24 saat kültür sonrasında proliferasyon 

oranlarına bakıldığında istatistiksel veri sonuçlarına göre her iki hücre tipinde de hem DMSO 

hemde gliserol gruplarındaki canlılık oranlarının yükseldiği dikkat çekmiştir. Özellikle çözüm 

sonrasında canlılık yüzdeleri oldukça düşük bulunan gliserol gruplarında sığır granüloza ve 

kıkırdak hücreleri kültür sonrası kendini toparlamayı başarmış olsalar da %10 DMSO 

konsantrasyonu çözüm sonrası canlılık oranları baz alınarak genel anlamda daha başarılı 

olarak değerlendirilmiştir.  

Koyun granüloza hücrelerinde direkt olarak kutu ve köpük içerisinde dondurulmasının 

gerçekleştirildiği deney gruplarında çözülme sonrası hücre canlılık yüzdelerine bakıldığında 

en yüksek oran DMSO konsantrasyonlarının uygulandığı gruplarında görülmüştür. Koyun 

granüloza hücrelerinde kutu içerisinde dondurma sonrasında en yüksek canlılık %10 DMSO 

konsantrasyonunda (%83.38) olarak bulunmuştur. Gliserol uygulanan gruplarda hücre 

canlılığı DMSO’ya göre daha düşüktür (%48, %53). Köpük kutu içersinde dondurulan 

hücrelerde ise DMSO konsantrasyonları arasında istatistiksel farka rastlanmamıştır ve en 

yüksek canlılık oranları DMSO konsantrasyonlarında bulunmuştur (%73, %74). Karton kutu 

ve köpük içerisinde dondurulan hücrelerde 24 saat kültür sonrasında proliferasyon oranlarına 

bakıldığında gliserol gruplarının kendini toparlayıp canlılıklarını (%90, %211) artırdıkları 

görülmüştür. Sığır hücrelerinde ise hem karton hemde köpük içerisinde dondurulan hücrelerde 

canlılık oranının yüksek olmasını sağlayan faktör diğer bütün gruplarda da olduğu gibi 

DMSO olmuştur ve %5-10 konsantrasyonları arasında büyük bir fark gözlemlenmemiştir. 

DMSO konsantrasyonlarında canlılık oranları %85-88 arasında değişirken, köpük kutularda 

bu oran %81-83 arasında değişmektedir. Gliserol gruplarında canlılık oranları DMSO’ya 

kıyasla hem kutu hemde köpük deney grubunda da yine düşük bulunmuştur (%37-49).  Genel 

olarak hücre canlılığında başarının sağlanması DMSO uygulaması ile sağlanmış hücrelerin 

içinde bulundukları ve ısıyı farklı şekilde yavaş düşüren kutuların etkisi görülmemiştir.  
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Dondurulmuş hücrelerin -80ºC derin dondurucuda saklandığı süre içinde büyük ısı 

değişikliklerine maruz kalmasının ne gibi etkiler yaptığını araştırdığımız deney gruplarında 

canlılığın yüksek olduğu gruplar %10 DMSO konsantrasyonunun uygulandığı gruplar 

olmuştur ve Mr. Frosty içerisinde bekletilen hücrelerde canlılık yüzdesi karton kutuda 

bekletilenlere kıyasla daha yüksek bulunmuştur. DMSO’nun %10 konsantrasyonlarında Mr. 

Frosty veya kutu içerisinde -20ºC’de bekletilen ve sonrasında tekrar bulundukları muhafazalar 

içerisinde -80ºC derin dondurucuda dondurulan koyun granüloza hücrelerinde canlılık 

oranları sırası ile (%69.40, %56.46) olarak bulunmuştur. Sığır granüloza hücrelerinde ise yine 

%10 DMSO konsantrasyonlarında daha yüksek canlılık oranları bulunurken bu değerler Mr. 

Frosty ve kutu olmak üzere sırası ile (%76.95, %61.36) olarak tespit edilmiştir Fakat bu 

oranların 24 saat kültürün ardından düştüğü dikkat çekmiştir ve koyun granüloza hücrelerinde 

en yüksek proliferasyon oranı %10 DMSO konsantrasyonlarında Mr. Frosty ve kutu olmak 

üzere sırası ile (%54.79, %56.67), sığır hücrelerinde (%42.73, %46.44) olarak bulunmuştur. 

Isı değişiminin hücreler üzerinde oldukça olumsuz etkisi bu deney grubu ile birkez daha 

görülmüştür. Bu olumsuz etki sonucunda canlılık oranının yüksek olmasını sağlayan etmen 

ilk olarak hücrelerin içinde bulunduğu koruyucu kutu ve sonrasında hücrelerin dondurulduğu 

kriyoprotektan ve uygulanan konsantrasyonu olmuştur. Mr. Frosty içerisinde hücrelerin 

saklanması ve aynı zamanda %10 konsantrasyonunda DMSO uygulaması ile en yüksek 

canlılık oranı elde edilmiş, ısı değişikliğinin bu şartlar sağlandığında daha iyi tolere 

edilebildiği sonucuna varılmıştır.  

 Bu çalışmada hücre canlılık oranlarının yüksek olarak elde edilmesi önemli bir 

husustur. Çalışma genelinde apoptoz oranları genel olarak nekrotik hücre oranlarından daha 

düşük bulunmuştur. Apoptotik hücre oranlarının düşük bulunması hücre canlılık oranındaki 

düşüklüğün apoptozise neden olan DNA hasarından ziyade, kültürlerdeki manipülasyonların  

(pasajlama, tripsinleme, pipetleme) veya hücre dondurma ve çözme işlemlerinin hücre 

membranında oluşturduğu hasar sebebiyle nekrotik hücre oluşumuna bağlı olduğu izlenimini 

vermektedir. Nekrotik hücre oranının DMSO’ya kıyasla gliserol uygulanan gruplarda daha 

yüksek olması, DMSO’nun hücreleri donma ve çözülmenin verdiği mekanik etkiden daha iyi 

koruduğunu göstermektedir. Bunun sebebi olarak DMSO’nun gliserole göre hücre içerisine 

daha hızlı diffüze olabilmesi olabilir. Çalışmamızda DMSO’nun çok yüksek apoptotik etki 

göstermemiş olması dondurma ve çözüm işlemleri sırasında toksik etkisinde kaçınmak için 

hızlı davranılmasına ve çözüm sırasında DMSO’nun ortamdan hemen uzaklaştırılmasına 

bağlanabilir. Dondurmanın başarısı kriyoprotektan seçimi ve konsantrasyonunun yanı sıra 
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hücre kültür koşulları, medyumları, tripsin konsantrasyonu, uygulama süresi, hücrenin dış 

ortamda bekletildiği süre gibi birçok farklı etmene bağlı olarak değişebilir. Ayrıca hücre tipi 

de sonuçları etkileyen önemli bir faktördür. Bu nedenle her basamakta titiz davranılmalı ve 

her hücre tipi için farklı gereksinimler olabileceği düşünülerek dondurma protokolü optimize 

edilmelidir.  
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7. ÖZGEÇMİŞ 

 Ezgi SERTER, 12.03.1993 tarihinde Ödemiş/İZMİR’de doğdu. İlköğretim ve 

ortaöğretimini Kaymakçı Şehit Öğretmen Lokman Çeker İlköğretim Okulu’nda, lise 

öğretimini Ödemiş Kaymakçı Çok Programlı Anodolu Lisesi’nde tamamladıktan sonra 2011 

yılında Namık Kemal Üniversitesi Yabancı Diller Yüksek Okulu’nda bir yıl hazırlık eğitimine 

başladı. Ardından 2012 yılında Namık Kemal Üniversitesi Ziraat Fakültesi Tarımsal 

Biyoteknoloji Anabilim Dalında lisans eğitimine başladı ve 2016 yılında mezun oldu. Mezun 

olduğu aynı yıl Namık Kemal Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Tarımsal Biyoteknoloji 

Anabilim Dalında yüksek lisans eğitimine başladı ve 2016 yılı güz döneminden itibaren 

yüksek lisans eğitimine devam etmektedir.  

 


