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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

CIFTLIK HAYVANLARINA AIT FIBROBLAST, KIKIRDAK, GRANULOZA VE KAS
HUCRELERINDE IMMUNOHISTOKIMYASAL KARAKTERIZASYON VE HUCRE
SIKLUS ANALIZLERI

Aysel EREN

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittist
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Rifat Bircan
2.Danigsman: Prof. Dr. Sezen Arat

Niikleer transfer (NT) sonucu bir canlinin klonlanmasi, yani genetik kopyasinin olusturulmas: modern
biyoteknolojinin giiniimiizdeki en ileri noktast ve yardimci lireme tekniklerinin en gelismisidir. Bu teknoloji
iistiin genetik yapiya sahip veya hastaliklara direngli bireylerin sayisini artirmak i¢in kullanilabilecegi gibi, ayni
zamanda sayilari gittikge azalan lokal irklarin yok olma smirindan kurtarilmasi i¢in de kullanilabilecektir. Ancak
ilk klonun {iiretilmesinden bu yana birgok calisma yapilarak teknoloji iyilestirilmeye ¢alisilmis olsa da, basart
yiizdesi halen istenilen seviyede degildir. Klon embriyosu 6liimlerinin viicut hiicrelerinin yetersiz yeniden
programlanmasinin sonucu olan dengesiz gen ekspresyonlar: sebebiyle meydana geldigi yaygin bir kanidir.
Dondr niikleusun yeniden programlanmasinda gerg¢eklesen bazi hatalarin klonlamadaki basarisizliklarin temel
sebebi oldugu ileri siiriilmektedir. Hiicre programlanmasinin ve dolayisiyla klonlama basarisinin anahtar
faktorlerinden biri dondr hiicre ile oositin arasindaki uyumdur. Bu nedenle NT’de en onemli basamak
klonlanmast istenen canlinin hiicresinin istenilen siklus dénemine getirilmesidir. Yapilan bu ¢aligmanin amaci,
farkli tiirlere ait (sigir, koyun, kegi, manda) ¢iftlik hayvanlarindan elde edilen farkl: tipteki hiicrelerin (deri
fibroblasti, kas hiicresi, kikirdak hiicresi, graniiloza hiicresi) immiinohistokimyasal karakterizasyonunun
yapilmasinin ardindan, degisik yontemler kullanilarak (serum agligi, kontak inhibisyon ve roskovitin) hiicre
siklusunun istenilen dénemine getirilmesini saglamak (senkronizasyon), yontemlerin hiicre iizerinde meydana
getirebilecegi muhtemel zararli etkileri belirlemek, en iyi sonug¢ veren ve en zararsiz yontemi tespit etmektir.
Yapilan bu ¢alismada immiinohistokimyasal boyama yontemi kullanilarak hiicrelerin karakterizasyonu
yapilmustir. Senkronizasyon deneyleri sonucunda flow sitometre ile hiicrelerin canlilik ve hiicre siklusu analizleri
yapilmigtir. Bu ¢aligma sonucunda, dort hayvan tiirlinde klonlama ¢aligmalarinda en az bir kez kullanilmis ve
canli dogum ile sonug¢lanmig dort farkli hiicre tipi i¢in en yiiksek G1/GO orani veren ve hiicrelere en az zararl
olan bir veya birkag hiicre senkronizasyon segenegi belirlenmistir. Bu ¢alisma simdiye kadar bu kadar farklh
hiicre tipinde farkli senkronizasyon yontemlerinin denendigi ve ayn1 zamanda bu yontemlerin hiicre tizerindeki
zararinin analiz edildigi ilk caligmadir. Ayrica genetik kaynaklarin koruma programlari kapsamina alinan
dondurulmus hiicre bankalarinda saklanacak hiicreler de diisiiniilerek tiim uygulamalar hem taze hem de donmus
hiicre kiiltiirlerinde karsilagtirmali olarak yapilmistir. Sonug olarak roskovitin uygulanan deney gruplarinda
senkronizasyon isleminde basar1 elde edilememisken, konfluensi ve serum agligi uygulanan gruplarda
senkronizasyon saglanmstir. Senkronizasyonun en iyi gergeklestigi ve hiicre canlihigimin en az etkilendigi grup
ise serum agliginin uygulandig1 deney gruplar1 olmustur.

Anahtar kelimeler: Hiicre kiiltiirdi, hiicre siklusu, hiicre senkronizasyonu,
immiinohistokimyasal karakterizasyon, niikleer transfer, akis sitometrisi
2015, 143 sayfa
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IMMUNOHISTOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND ANALYSES OF CELL
CYCLES FIBROBLASTS, CARTILAGE, GRANULOSA AND MUSCLE CELLS FROM
FARM ANIMALS
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Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Rifat Bircan
Co Supervisor : Prof. Dr. Sezen Arat

Cloning of organisms with nuclear transfer (NT), namely production of genetic copy of
organisms, is the most advanced point of today’s modern biotechnology and assisted reproductive
techniques. This technology can be used to increase the number of genetically superior organisms or
disease-resistant individuals as well as to save local breeds the number of which are dwindling from
the border of extinction. Although this technilogy could be improved by performing many studies
since the production of the first clone, success rate is still not at the desired level. The common belief
for deaths of cloned embryo is the inadequate reprogramming of somatic cells which causes
unbalanced gene expression. Some failures that occur during reprogramming of the donor nucleus are
considered as the main reason for unsuccessful cloning. The one of the key factors for cell
programming, and thus success of cloning, is harmony between the donor cell and the oocyte.
Therefore, the most important step of NT is to synchronize the cells of desired animal at desired cell
cycle stage for cloning. The aim of this study is to characterize of cells (such as skin fibroblasts,
muscle cells, cartilage cells and graniiloza cells) with immunohistochemistical staining and then
synchronize different types of the cells obtained from various species at a particular cell cycle stage
using a variety of methods (serum starvation, contact inhibition and roscovitin), to determine the
potential harmful effects of methods on these cells, and to establish the less hazardous and the best
method. Cells were characterizated immiinohistochemistrically. After synchronization experiments,
cells were analysed by flow cytometry for cell viability, apoptosis, necrosis and cell cycle stages. As a
result of this study, one or a few cell synchronization options giving highest rate of G1/G0 and having
lowest harmful effect on cells were identified for four different cell types used at least on time for
nuclear transfer studies and resulted in live birth. This is the first study in which several
synchronization methods were tested on different cell types and harmful effects of those methods on
the cell were analyzed. In addition, taking into account of cells stored in frozen cell banks in the scope
of genetic resouces conservation program, all methods were comparatively applied on both fresh and
frozen cells. As a result, synchronization wasn’t achieved in roscovitine treated groups, but the cells
were synchronized in serum starvation and confluency groups. The groups of best synchronization and
the least affected cell viability were serum starvation groups.

Keywords : cell culture, cell cycle, cell synchronization, immunohistochemical
characterization, nuclear transfer, flow cytometry

2015, 143 pages
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1.GIRIS

Niikleer transfer sonucu bir canlinin klonlanmasi yani genetik kopyasinin
olusturulmasit modern biyoteknolojinin glinlimiizdeki en ug¢ noktast ve yardimer iireme
tekniklerinin en gelismisidir. Bu teknoloji iistiin genetik yapiya sahip veya hastaliklara
direngli bireylerin sayisini artirmak i¢in kullanilabilecegi gibi ayni zamanda sayilar gittikge
azalan lokal 1rklarin yok olma sinirindan kurtarilmasi i¢in de kullanilabilecektir. Bu yiizden
Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) gen kaynaklarinin korunmast igin iilkeleri
belli zamanlarda bir araya getirmekte ve bu toplantilarda gelecekte yok olacak tiirleri geriye
getirmek i¢in hiicre bankalarinin kurulmasinin gerekliligini tartismaktadir. Kurulacak hiicre
bankalarinin etkin bir sekilde kullanilabilmesi, teknolojinin sorunlarinin ¢6ziilmesine baglidir.
Bu nedenle hala bu teknolojiyi kullanabilen iilkeler yogun olarak arastirmalarina devam
etmektedirler (Campbell 2002).

Erigkin bir canlinin basari ile klonlanmasi sonucu dogan ilk klon koyun “Dolly” nin
(Wilmut ve ark. 1997) ardindan sigir, kegi, at, domuz, tavsan, manda, katir, fare, tavsan ve
deve gibi birgok memeli tiirii ayn1 ydntem ile klonlannustir (Arat ve ark. 2011). Ilk klonun
tiretilmesinden bu yana birgok ¢alisma yapilarak teknoloji iyilestirilmeye galisilmis olsa da,
basar1 yiizdesi halen istenilen seviyede degildir. Baz1 ¢alismalarda %12.5 gibi daha yiiksek
sonuglar alinmasina karsin (Arat ve ark. 2011) sigir da dahil olmak iizere ¢ogu tiirde NT’in
basar1 ortalamasi %0.5 ile 5 arasinda degismektedir (Smith ve ark. 2000, Solter 2000, Shi ve
ark. 2007, Wani ve ark. 2010). In vitro fertilizasyon (IVF) ile karsilastirildiginda embriyonal
kayiplar ¢ok fazladir ve embriyolarin ¢ogu gebeligin 35 ila 60. giinleri arasinda %50-100
kayipla sonu¢lanmaktadir (Edwards ve ark. 2003). Bu kayiplar tek bir anomaliden ¢ok,
gelisim bozuklugu ve geriliginden, muhtemel kromozom anomalilerinden, yenidoganin artan
agirhigindan, akcigerdeki anormalliklere, solunum problemlerinden metabolik hasarlara kadar
degisen komplikasyonlara baghdir. NT ile elde edilen embriyolarin plasentalar: genelde
biiyiikk ama az sayida plasentom, 6dem ve hidroallantois igerir (Hill ve ark. 1999, Constant ve
ark. 2006, Farin ve ark. 2006, Bertolini ve ark. 2007). Yavrunun normalden biiyiik olmasi ile
karakterize biiyiik yavru sendromu sik goriilen bir gelisme bozuklugudur (Cibelli ve ark.
1998, Constant ve ark. 2006). NT etkinligini arttirmak i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmis, genotip
(Heyman ve ark. 2002), donér hiicre ¢esidi (Kato ve ark. 2000) ve evresine (Renard ve ark.



2002) bagli olarak kiiciik degisiklikler gozlemlenmis, ancak ¢ok biiyiilk bir basari elde

edilememistir.

Doéllenmemis yumurta hiicresi yetigkin viicut hiicresine 6zgii gen ekspresyon
motiflerinin silinip embriyonal gelisimin yeniden baslatilmasi i¢in gerekli gen ekspresyonu
motiflerini olusturabilme potansiyeline sahiptir. Bu olgu yeniden programlama olarak
adlandirtlir. Yeniden programlanma viicut hiicresi niikleusunun epigenetik olarak tekrar
ayarlanmasi ile olusturulur, ancak yeniden programlanma mekanizmas: tam olarak
bilinmemektedir. Birgok klon embriyo anormal biiyiik plasentaya sahiptir ve embriyogenezin
degisik gelisim evresinde veya dogum Oncesi donemde oliirler (Ogura ve ark. 2002). Klon
embriyosu Olimlerinin viicut hiicrelerinin yetersiz yeniden proglamlanmasinin sonucu olan
dengesiz gen ekspresyonlari sebebiyle meydana geldigi yaygin bir kanidir. NT islemi
esnasinda oosit (yumurta hiicresi), donor (viicut hiicresi) nukleusu orijinal halinden zigotik
cekirdege doniistiiriir. Dondr niikleusun yeniden programlanmasinda gergeklesen bazi
hatalarin  klonlamadaki basarisizliklarin  temel sebebi oldugu diisliniiliir. Hiicre
programlanmasinin ve dolayisiyla klonlama basarisinin anahtar fakorlerinden biri donér hiicre
ile oositin arasindaki uyumdur (Campbell ve ark. 2003). Bu nedenle NT’de en Onemli

basamak hiicrenin istenilen siklus (dongii) donemine getirilmesidir.

Hiicre siklusu (dongiisii) G1, S, G2 evreleri ve mitozdan olusur. Mitozu takiben iki
kardes hiicre G1 fazina girer. Bu donemdeki hiicre bilyiir ve hiicre dis1 bliyliime faktorlerine
cevap verir. Yine bu donemde kromozom yogunlagsmasi kaybolur ve tekrar ¢ekirdek zarfi
olusur. Bunu takip eden S fazinda ise DNA replikasyonu meydana gelir. G2 fazinda ise
yeniden kromozomlar yogunlagir ve hiicre mitoza girer. Mitoz esnasinda kromozomlar
yogunlagsmis olarak kalir. Niikleer transfer caligmalarinda cogunlukla G1/GO fazindaki
hiicreler segilir. Bu donemdeki hiicrelerin yeniden programlanmaya daha uygun oldugu ve
daha yiiksek oranda normal embriyo gelisimi ile sonuglandigi bildirilmistir (Wilmut ve ark.
1997, Baguisi ve ark. 1999, Kubota ve ark. 2000, Campbell 2000, Arat ve ark. 2001a,
Gibbons ve ark. 2002). Buna karsin diger hiicre siklus donemlerindeki hiicrelerin 6rnegin S
fazinda olanlarin kullanildig1 durumda, erken kromozom yogunlagsmasi sonucu kromozomal
anomali, G2/M fazinda olanlarin kullanildigi durumda ise andploidi sonucu diisiik embryo

gelisimi goriildiigi bildirilmistir (Campbell ve ark. 2003).

Hiicreler G1/GO fazina degisik sekillerde getirilebilirler. Kumulus hiicreleri ise elde

edildikleri andaG1/G0 donemindedirler ve hemen NT igin kullanilabilirler. Eger hiicreler



kiiltiire ediliyorsa boliinen hiicre popiilasyonunda ¢ok degisik donemlerde hiicre vardir. Bu
hiicreleri istenen doneme getirmek i¢in serum aghigr (diisik serum varhiginda kiiltiir)
uygulanabilir ve boylece hiicreler yeteri kadar beslenemedikleri i¢in dinlenme fazina yani GO
fazina gegerler. Ilk basarili NT ¢alismasinda bu yontem kullanilmistir (Wilmut ve ark. 1997).
Diger yontemde hiicreler kiiltiir kaplarmi kapladiklarinda birbirleri ile temas ettikleri icin
(kontak inhibisyon) S fazina gecemezler ve G1°de kalirlar. Baz1 NT ¢aligsmalarinda bu yontem
kullanilmistir (Cibelli ve ark. 1998, Arat ve ark. 2001b, Arat ve ark. 2002, Gerger ve ark.
2010, Arat ve ark. 2011). Bir baska yontem ise sikline bagimli Kinaz inhibitori gibi
(roskovitin, dimetil siilfoksit, siklohekzimid) bazi kimyasallar kullanilarak hiicrelerin G1
fazinda engellemesidir ve baz1 NT caligmalarinda da bu yontem kullanilmistir (Arat ve ark.
2001b, Gibbons ve ark. 2002, Goissis ve ark. 2007, Hashem ve ark. 2006). Bu
senkronizasyon ajanlarimin kullanimi hiicre siklusunu diizenlemede etkili olmakla birlikte
DNA hasarina sebep olarak hiicre hasari veya Olimil ile sonuglanabilen toksik etkileri
beraberinde getirebilir (Koo ve ark. 2009). Benzer bir durumun da serum agligi sonucu
goriildiigiine dikkat geken ve gerek embriyonal donemde gerekse dogum sonrasi 6liimlere bu
yontemin sebep oldugu, 6liimlerin DNA hasarlarina veya apostozise bagl olabilecegini ileri
stiren ¢aligmalar da bulunmaktadir (Kato ve ark. 1998, Wells ve ark. 1998a, Hill ve ark. 1999,
Gibbons ve ark. 2002). Ancak hiicre kiiltiiriinde serum aglhigimin apoptoza sebep oldugunu
gosteren ¢aligmalar oldukga simnirlidir ve erigkin hiicreler (Peng ve ark. 2013, Dalman ve ark.
2010) ile yapilmis birkag ¢alisma disinda ¢ogu fetal hiicrelerde yapilmigtir (Peura 2001, Kues
ve ark. 2002, Cho ve ark. 2005). Buna karsin serum agliginin herhangi bir olumsuz etkisine
rastlanmadigini rapor eden bir ¢aligma da mevcuttur (Lima-Neto ve ark. 2010). Bunun yani
sira, senkronizasyonda kullanilan kimyasal ajanlar farkli tip hiicrelerde farkli reaksiyonlara
sebep olabilirler, ancak bununla ilgili ayrintili bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bugiine kadar;
fibroblastlar, meme bezi hiicresi, kumulus hiicresi, ovidukt hiicresi, l6kositler, graniiloza
hiicresi, lireme hiicresi, kas hiicresi, karaciger hiicresi gibi ¢ok degisik eriskin hiicre tipleri
klonlama ¢alismalarinda kullanilmis ancak farkli basar1 oranlari ile sonuglanmistir (Brem ve
Kuhholzer 2002). Daha sonra klonlamada kullanilabilecegi gosterilen hiicre tiplerine bobrek
hiicresi (Adams ve ark. 2004) ve kikirdak hiicresi (Arat ve ark. 2011) gibi yenileri
eklenmistir. Ancak bu ¢alismalarin higbirinde uygulanan senkronizasyon yontemlerinin hiicre

tizerinde nasil etki yaptig1 incelenmemistir.

Bir¢ok tiirlin klonlanmasindan sonra niikleer transfer teknolojisi 6zellikle nesli tehlike

altindaki tiirlerin korunma programlarinda ele alinmaya baglanmistir. Yillar 6nce teknolojinin



nesli tehlike altindaki tiirlerin korunmasina nasil fayda saglayacagi ile ilgili bir rapor
yayinlanmistir (Wells ve ark. 1998b). Bu nedenle gen bankalarinda artik sadece dondurulmus
sperma ve embriyo saklamak yerine ayni zamanda dondurulmus hiicrelerin saklanmasi da
onerilmektedir (Ryder 2002, Andrabi ve Maxwell 2007, Leon-Quinto ve ark. 2009).
Ulkemizde ve diinyada ilk kez gen bankasinda saklanan hiicreler ile sayilar1 azalan bir yerli
irkimiz  klonlanmig ve yukarida bahsedilen varsayim ve Oneriler somut veriler ile

kanitlanmistir (Arat ve ark. 2011).

Literatiir bilgilerinden anlasildigi tizere c¢ogunlukla tek, bazen iki hiicre tipi
kullanilarak smirli  sayida yapilan denemelerle gelistirilen hiicre  senkronizasyon
yontemlerinin farkl tiirlerde ve farkli tipteki hiicrelerde uygulandigi ¢esitli NT ¢alismalarinda
standart sonuglarin alimamamasi ve basar1 oranlarinin ¢ok degisken seyretmesi, bu
yontemlerin farkli tiirlerde ve farkli tip hiicrelerde daha ayrintili incelenmesi gerektigini
ortaya koymaktadir. Ayrica yontemlerin hiicre lizerindeki toksik etkilerinin de varsayimdan
Ote in vitro ¢aligmalar ile ortaya ¢ikarilmaya ihtiyact vardir. Kullanilan yontemlerin hiicreye
zararina iligkin ortaya konan ¢eligkili raporlardan konunun yeterince aydinlatilmadigi
anlagilmaktadir. Ayrica, daha fazla tiirde ve ¢esitli hiicre tiplerinde ayni anda yapilacak
caligmalara ihtiyag¢ oldugunu da isaret etmektedir. Bununla beraber gelecekte kaybolan tiir
veya irklarin geriye getirilmesinde kullanilacak hiicrelerin hiicre bankalarinda dondurulmus
olarak saklanmis olacagi disilniiliirse bu donmus hiicrelere uygulanacak her tiirlii
senkronizasyon yonteminin de verimliligini ve hiicreye verebilecegi zarari belirlemek

onemlidir.

Yapilan bu caligmada sigir, koyun, ke¢i ve mandadan elde edilen primer deri, kas,
kikirdak ve graniiloza hiicre hatlarinda hiicrelerin G1/GO fazina getirilmesi i¢in serum agligi,
kontak inhibisyon ve roskovitin uygulanmasi olarak bilinen senkronizasyon yontemleri
kullanilarak, bu yontemlerin farkli tiirlere ait farkli tipteki taze ve dondurulmus hiicreler
tizerindeki etkileri analiz edilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda hangi tiiriin hangi hiicre
tipinde, hangi yontemin en yiikksek oranda senkronizasyonu sagladigi tespit edilmeye
calisilmig, ayni zamanda uygulamanin hiicre canliligi iizerindeki etkileri de incelenerek
hiicreye en az zarar veren yontem belirlenmeye calisilmistir. Tiim g¢alisma hem taze hem
dondurulmus hiicrelerde karsilastirmali yapilarak ozellikle dondurulmus hiicrelerde elde
edilen sonuglarda fark olup olmadigi incelenmistir. Dondurulmus hiicrelerin sonuglari
ozellikle hiicre bankalarinda saklanan hiicrelerle yapilacak caligmalar i¢in ayr1 bir dnem

tagimaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 immiinohistokimyasal Karakterizasyon

Histokimya Pears’in tanimi ile maddeleri hiicre ve doku diizeyinde ayirt etmeye,
yerlesimlerini ve miktarlarini saptamaya yarayan kimyasal tekniklerin ortak adidir. Bu amagla
spesifik maddeler, reaktif gruplar ve enzim katalizorleri kullanilabilir. Raspail ve Pears doku
ve hiicrenin mikroskopik incelenmesi amaciyla kimyasal reaksiyonlarin kombinasyonunu
1825°te gergeklestirmis olmalarina karsin, teknigin histoloji laboratuvarlarinda rutin olarak
kullanilmas1 1860°larda baslamis ve vazgecilmez olarak nitelendirilmesi 1930’lu yillar
bulmustur. 1970’lerde histokimyasal prosediirler gelistirilmis, in situ hibridizasyon ve

molekiiler biyolojik teknikler histokimyaya eklenmistir (Damjanov ve Linder 1996).

Immunohistokimya hiicre ve doku i¢inde bulunan bazi enzimlerin ya da
makromolekiillerin lokalizasyonlarini incelemeye yardimci olan bir tekniktir. Incelenecek
olan makromolekiile kars1 gelistirilmis olan bir antikorun kullanilmasi immiinohistokimyanin
temelini olusturmaktadir. Dokuda saptanmaya c¢aligilan protein antijen, bu proteinin
saptanmasi i¢in yararlanilan protein ise antikordur. Poliklonal ve monoklonal olmak tizere iki
tip antikor kullanilir. Poliklonal antikorlar, uygun bir hayvani bir antijen ile immunize ederek
tiretilen antikorlardir. Bir hayvandan (6rnegin bir sigandan) alinan bir antijen baska bir
hayvana (6rnegin tavsan) enjekte edildiginde, yabanci bir madde olarak algilandigindan
dolay1 B lenfositler tarafindan verilen antijene kars1 antikor iiretilir. Uretilen bu poliklonal
antikorlar kandan izole edilip saflastirilir. Monoklonal antikorlar ise tek bir B lenfositine
dayanan hiicre klonlarinin {irettigi antikorlardir. Monoklonal antikor tiretimi farelerin spesifik
antijenlerle asilanmasina ve B lenfositlerin myeloma hiicrelerinin hibridoma olusturmasina

dayanmaktadir (Hayat 2002). Monoklonal antikor tiretimi Sekil 2.1” de sematize edilmistir.
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Sekil 2.1.Monoklonal antikor iiretiminin sematize edilmesi

Immiinohistokimyasal karakterizasyonda direkt yontem, indirekt ydntem, ¢dziinebilir enzim
immun kompleks yontemi, avidin-biotin yontemi kullanilabilir. Calismamizda indirekt

yontem ile immiinohistokimyasal karakterizasyon gergeklestirilmistir.

2.1.1 Indirekt Yontem ile immiinohistokimyasal Karakterizasyon

Her hiicre tipi kendine 6zgili proteinler sentezlemektedir. Bu ydntemde sentezlenen
proteinler antijen olarak kabul edilmekte ve hiicrelerdeki antijene Once isaretli olmayan
primer antikor baglanmaktadir. Ardindan isaretlenmis ikinci (sekonder) antikor primer
antikora baglanir (Sekil 2.2) ve boylece mikroskopta goriintii elde edilir (Hayat, 2002). Eger
boyama yapilan hiicrelerde istenilen antijen bulunmuyorsa primer antikor baglanamayacak ve

gorlintii olusmayacaktir.
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Sekil 2.2. Indirekt yontemle immiinohistokimyasal karakterizasyonun sematik gdsterimi

2.2 immiin Histokimyasal Karakterizasyonda Yararlamlan Hiicre Organelleri ve
Kisimlar:

2.2.1 Hiicre iskeleti

Hiicre iskeleti (sitoskeleton) mikrotiibiiller, aktin filamentleri (mikroflamentler) ve ara
filamentlerden olusmaktadir.
Ara filamentler, hiicreye mekanik destek saglar ve yiikiin dagilmasina yardim eder.
Mikrotiibiiller, etrafi zarla ¢evrili organellerin sitoplazmadaki konumlarinin belirlenmesinde,
tasinma ve sabitlenmesinde gorevlidir. Aktin filamentleri, hiicre yiizeyinin seklinin
belirlenmesinde ve hiicre hareketinde rol alir. Bu yapilar hiicre iginde diizgiin seyirli veya ag
seklinde  bir cat1  olusturduklarinda,  hiicre  iskeleti  olarak  adlandirilirlar

(www.nature.com/principles).

2.2.1.1 Hiicre Iskeletindeki Ara Filamentler (iplikler)

Hiicre iskeletinin en kararli elemani olan kasilabilir olmayan filamentlere, aktin
filamentlerden (mikroflamentlerden) daha kalin, mikrotiibiillerden daha ince olduklari i¢in ara
(intermediyer) filament ad1 verilmistir. Cekirdek zarinin i¢ kisminda yer alan ara filamentler
(¢ekirdek laminleri), hiicre DNA’s1 i¢in koruyucu bir kafes teskil eder. Ara filamentler,
degisik yonlerde veya birbirlerine paralel seyrederek, hiicreleri ve hiicre cekirdeklerini
destekleyen bir iskelet olustururlar (sekil 2.3). Hiicreye mekanik destek saglamakta ve hiicre
biitiinliiglinlin korunmasinda gorev almaktadir. Sitoplazmadaki ara filamentler, koken

aldiklar1 c¢ekirdek laminleriyle siki bir iligski i¢indedirler. Cekirdek laminleri, Okaryotik
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hiicrelerin ¢ekirdek zarlarinin i¢ kisminda bir ag yapist meydana getirir. Bu ag yapisi,
kromozomlar ve c¢ekirdek porlari ic¢in tutunma bolgeleridir ve filamentdz proteinlerden
olusmustur. Ara filamentler, 6zellikle sitoplazma gibi mekanik basiya daha fazla maruz kalan
yerlerde belirgindir. Bu filamentlerin ana islevinin, hiicrelere ve dokulara fiziki anlamda gii¢
ve destek saglamak oldugu diistiniilmektedir. Ara filamentler evrimsel olarak korunmus g¢esitli
proteinlerden olusmaktadir ve dokuya, hiicre tipine bagl olarak degisiklik gostermektedirler

(Cooper 2007)

Stabil ve suda erimeyen proteinlerden olusan ara filamentler 8-11 nm ¢apindadir.
65’ten fazla ara filament tespit edilmis ve aminoasit dizisine gore 6 grupta toplanmistir. Doku
ve hiicre tipine gore sentezlenen ara filamentler hiicrelerin karakterizasyonunda 6nemli bir

yere sahiptir (Cooper 2007, Lodish ve ark. 2000).

Vimentin ise yapilan gruplandirmaya gore tip 3 grubuna girer ve mezensimal kokenli
hiicreler tarafindan sentezlenir. Vimentin, organellerin yerini sabitlemeye yarar, hiicreye
esneklik saglar ve hiicre i¢inde Kolesterol tasinmasinda rol oynar. Vimentin ve mikrotiibiiller
arasinda siki iliskiler vardir (Cooper, 2007; Lodish H. ve ark., 2000). Vimentin mezensimal
kokenli hiicrelerde sentezlendigi i¢in bu hiicrelerin karakterizasyonunda kullanilmaktadir

(Cooper 2007, Lodish ve ark. 2000).

Sitokeratin epitel hiicrelerinde keratin iceren ara filamentlerdir ve yapilan
gruplandirmaya gore tip 1 grubuna dahildir. Epitelyal kokenli hiicrelerin karakterizasyonunda
kullanilir (Cooper 2007, Lodish ve ark. 2000).

Desmin kas hiicrelerinde, Z diskinde aktin flamentlerinin baglanmasinda goérev alan
469 amino asitten olusan tip 3 ara filamentidir. Kas hiicrelerinin karakterizasyonunda

kullanilmaktadir (Cooper 2007, Lodish ve ark. 2000).

Ara filamentlerden bagka hiicrede bulunan proteinler de karakterizasyonda
kullanilabilir. Aktin, yuvarlak sekilli, yapisal bir proteindir. Aktin filamentleri hiicreye
mekanik destek saglar, hiicrenin seklini belirler, hiicrenin hareket etmesine olanak
saglar(aktin filamentlerden olusan lamellipodia, filopod ve psédopod gibi yapilar

araciligryla); bazi tip hiicreler arasi bariyerlerin olusumunda, sitoplazma hareketinde ve hiicre
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Sekil 2.3. Deneysel Sekillerden esinlenerek ¢izilen hiicre modelinin sematik gosterimi
(Kreplak ve Fudge 2007)

boliinmesi sirasinda hiicrenin ekvatorunda bogum olusmasinda rol alirlar. Kas
hiicrelerinde, miyozin adli  proteinle Dbirlikte, kasilma eyleminin gergeklestirilmesinde
gorevlidir. Mezengimal kokenli hiicreler tarafindan sentezlenmektedir (Cooper 2007, Lodish

ve ark. 2000).

Ara filementlere ilave olarak elastin kikirdak dokusu gibi esnek olan dokularda yer
alan  ve dokunun immiinohistokimyasal karakterizasyonunda kullanilan bir proteindir
(Cooper, 2007; Lodish H. ve ark., 2000).

2.3 Hiicre Dongiisii (Siklusu)

Hiicre, biiytikliik bakimindan belirli bir sinira ulagtigi zaman kuramsal olarak ikiye
boliinmesi gereklidir. Clinkii hiicre genel olarak bir kiire seklinde diisiiniiliirse, bliylimede
hacim/yiizey orantisi ¥ dir. Yani hacim yaricapin kiibiiyle artarken, ylizeydeki biiylime
yarigcapin karesine bagimli kalir ve bir zaman sonra hiicrenin yiizeyi gerek besin aligverisini
gerek artik maddelerin atilimini ve gerekse gaz aligverisini biitiin hiicreye saglayamayacak
duruma gelir ve hiicre, ylizeyini arttirmak amaci ile boliinmeye baglar. Ayrica biiyliyen
hiicrede sitoplazma/gekirdek orani arttigindan ve g¢ekirdegin etki alani sinirli oldugundan bu
durum hiicreyi oliime siiriikleyebilir, dolayisiyla hiicreyi boliinmeye zorlar. Hiicrenin igine
yapay olarak iki cekirdek yerlestirildiginde ya da cekirdek i¢indeki kromozom sayisi iki
katina ¢ikarildiginda hiicrenin hacmi normal biiytlikliigiiniin iki misli olabilir. Bu, ¢ekirdegin

sinirh bir etkiye sahip oldugunu kanitlar (Demirsoy 2006).
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Boliinme biiylimeyi, rejenerasyonu ve dokularin yenilenmesini saglar. Bir hiicreli
canlilarda mitoz ayni1 zamanda iiremeyi saglar. Her canlida ve ayni bireyin farkli
dokularindaki hiicrelerin mitozla boliinme hizi tamamen farklidir. Ornegin bagirsak
mukozasindaki, epidermisteki, kan hiicrelerini lireten dokulardaki hiicrelerin siirekli
boliinmesine karsilik, diger dokulardaki hiicreler belirli zamanlarda, sinir ve retina hiicreleri

ise belirli bir siireden sonra hi¢ boliinmez (Ross ve ark. 2003, Freshney 2005)

Hiicrelerdeki tiim yapilarin iki katina ¢ikarak, daha sonra iki yavru hiicreye verilmesini
saglayan mitoz boliinmeler arasindaki dongiiye hiicre dongiisii (hiicre siklusu) denir. Hiicre
dongiisii iki asamaya ayrilir: Interfaz ve mitoz. Interfaz ise kendi igerisinde ii¢ alt gruba
ayrilir: gapl (Gl fazi), sentez (S fazi), gap2 (G2 fazi1). Hayvanlarda hiicre dongiisiiniin
tamamlanmasi yaklasik 20-24 saat kadar siirer. Bu siirenin yaklasik bir saati mitoz boliinmeye
ayrilmistir. Geri kalan siire interfazdaki biiyiime i¢in kullanilir. En uygun beslenme ve
sicaklik kosullarinda dahi herhangi bir hiicre ¢esidinin boliinme siiresi sabittir. Uygun
olmayan kosullarda bu siire uzayabilir. Fakat hiicrenin hem optimumdan daha hizh
biiylimesini hem de optimumdan daha kisa siirede dongiisiinii tamamlamas1 olanaksizdir. Her
hiicrenin dongii siiresi kusursuz bir zamanlamayla gelisecek sekilde programlanmistir. Bu
program iki asamada yiiriitiiliir: Ilkinde kromozomlardaki kalitsal materyal iki katina ¢ikarilir,
ikincisinde ise hiicrenin diger organelleri ¢ogaltilir. (Ross ve ark. 2003, Freshney 2005,
Copeer 2007).

2.3.1 interfaz Evresi

Interfaz kendi icerisinde {i¢ alt gruba ayrilir: gap 1 (G1), sentez (S), ve gap 2 (G2)’dir.

2.3.1.1 G1 Evresi

G1, mitoz sonucunda olusan hiicrenin olusumundan DNA’nin replike oldugu sentez
(S) fazina kadar gegen siiredir. Bu evrede riboniikleikasitler (RNA) ve organeller ¢ogaltilir,
hiicre béliinmesi icin gerekli proteinler ve adenozintrifosfat (ATP) sentezlenir. Ozellikle ig
iplikleri i¢in gerekli proteinler bu evrede hazirlanmis olur (Cooper 2007). Hiicre ¢ogalmasi ve
bunun kontrolii ile ilgili caligmalarda G1 evresinin 6nemi biiytliktiir. G1’in ge¢ bir noktasinda
biitiin hiicreler iki yoldan birini izler. Hiicreler ya dongiiden ¢ikarak dinlenme durumuna geger
ve GO evresine girer yada DNA sentezine baslayarak dongiliye devam eder (Cooper, 2007).

GO0 fazindaki hiicrelerin metabolizmasi ve biyokimyasi hiicrenin yagamini devam ettirebilmesi
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icin minimum diizeye disiirtliir, hiicreler bu evrede giinlerce, aylarca hatta yillarca

kalabilmektedirler (Ross 2003, Golitsin ve Krylov 2010).

2.3.1.2 S Evresi

S faz1 G1 fazinin bitigini izler ve hiicre dongiisiiniin interfaz safhasindaki en 6nemli
olay S fazinda gergeklesir ki, bu evrede niikleustaki DNA iki katina ¢ikar (Sekil 2.4). Memeli
hiicrelerinde bu siire 6-8 saat siirer. DNA replikasyonunun gergeklestigi evredir ( Ross ve ark.
2003, Freshney 2005, Cooper 2007).

2.3.1.3 G2 Evresi

S evresininin bitisini izler. Bu evre yaklasik olarak 3-5 saat siirer. Bu evrede her bir
kromozomdan 2 kopya igerir ve bu yiizden 4n seklinde ifade edilir (Cooper 2007). Bu evrede
hiicre biiyiimeye devam eder ve mitoz i¢in gerekli olan proteinler sentezlenir. Ayrica
DNA’nin iki katina ¢iktigindan emin olunur (Freshney 2005). G1 ve G2 fazlari ile mitoz

oncesi ve sonrasinda hiicreye bilylime zamani saglanmis olur (Ross 2003).

Hiicre dongiisiinde iki Onemli ge¢is vardir. Bunlardan biri G1 evresi ile
kromozomlarin sentezlenmeye basladigi S evresi arasinda, ikincisi ise G, evresi ile
kromozomlarin yogunlastigi ve mitoza basladigi M evresi arasindadir (Ross 2003, Cooper
2007).
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Sekil 2.4. Hiicre dongiisiiniin sematik gosterimi (Alberts ve ark. 2002)
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2.4 Hiicre Dongiisiiniin Kontrol Noktalari

Hiicre dongiisii hiicre i¢i sinyallerin yaninda ¢evreden gelen hiicre disi sinyallerle de
kontrol edilmektedir. Hiicre dis1 sinyallere 6rnek olarak biiylime faktorleri verilebilir. Ayrica
hiicre biliylimesi, DNA replikasyonu, mitoz gibi hiicresel siiregler de hiicre i¢i sinyalleri
olusturmakta ve hiicre dongiisii sirasinda etkili olmaktadir (Alberts ve ark. 2002, Cooper
2007).

Hiicre dongiisiinii kontrol eden molekiillerin miktarlarindaki ve aktivitelerindeki ritmik
dalgalanmalar, hiicre dongiisiindeki ardisik olaylarm hizimi belirler.  Bu diizenleyici
molekiiller iki temel protein tipindedirler. Bunlardan bazilari, diger proteinleri fosforile
ederek onlar1 aktive yada inaktive eden protein kinaz enzimleridir (Lodish ve ark. 2000, Ross
ve ark. 2003, Cooper 2007). G1 evresi sonunda yer alan kontrol noktast G1 evresinden S
evresine gecisi kontrol eder (Cooper 2007). Belirli protein kinazlar G1 ve G2 kontrol
noktalarinda “devam et” sinyali veren molekiillerdir (Freshney 2005, Cooper 2007) G1
evresinden S evresine gecisi kontrol eden ve G1 evresi sonunda yer alan kontrol noktasi
onemli role sahiptir (Copeer ve ark., 2007; Alberts B. ve ark., 2002). Bu diizenleyici nokta
bira mayasi olan Saccharomyces cerevisiae’de kesfedilmis ve hem DNA replikasyonunu hem
de hiicre boliinmesini kontrol ettigi i¢in sinir noktasi olarak belirlenmistir. Hiicreler sinir
noktast kabul edilen G1 kontrol noktasindan gectikten sonra S evresine girerler (Planas-Silva
ve Weinberg 1997, Lodish ve ark. 2000, Cooper ve ark. 2007). Fakat hiicre boliinmesinin
devam etmesi i¢in uygun sartlarin bozuldugu durumlarda (besin yetersizligi, hiicre biiyiikliigii,
doku hasar1 gibi) hiicre G1 kontrol noktasindan gegemez ve hiicre dongiisiiniin haraketsiz
asamasi yada dinlenme evresi olarak adlandirilan GO evresine girer (Ross ve ark. 2003,
Cooper 2007). GO evresinde hiicrenin metabolizmast ve biyokimyasi hiicrenin yagamini
devam ettirebilmesi icin gerekli olan minumum diizeye disiiriiliir. (Ross, 2003) GO
evresindeki hiicreler biiylimeyi durdurmus ve protein sentez hizini azaltmig olmalarina

ragmen, metabolik olarak aktiftir (Alberts ve ark. 2002, Cooper 2007).

G1 kontrol noktasinin yaninda G2 kontrol noktasi da hiicre i¢i ve dis1 sinyallerden
etkilenir ve bdylece hiicre dongiisiinde hiicrenin G1 evresinden S evresine, G2 evresinden M
evresine gecisi kontrol edilir (Cooper 2007). G2 fazinda replike olmamis ya da hasarli DNA
mevcutsa, hiicre uygun kosullar saglananincaya kadar M evresine gegemez (Planas-Silva ve
Weinberg 1997, Copeer 2007). S kontrol noktasi ise DNA replike olmadan 6nce DNA
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Sekil 2.5. Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 (Alberts ve ark., 2002)

iceriginin kontrol edilmesini ve hasar var ise tamir edilmesini saglar (Lodish ve ark. 2000,
Freshney 2005, Copeer 2007).

Hiicre dongiisiiniin kontrolii G1, S, M noktalarinda protein kinazlar ile saglanmaktadir (Sekil
2.5). Biiylimekte olan bir hiicrede hiicre dongiisiinii yiiriiten kinazlar sabit bir derisimde
bulunurlar ve ¢ogu zaman inaktif durumdadirlar. inaktif formdaki kinazin aktif hale ge¢mesi
i¢in bir sikline baglanmasi gerekir. Bir siklin-bagimli kinazin (cyclin-dependent kinase, CDK)
aktivitesi onun siklin partnerinin derisimindeki degisikliklere gore artar ya da azalir (Sekil
2.6). Siklin diizeyi interfaz boyunca (G1, S, G2) hizla artar ve daha sonra mitoz sirasinda
aniden diiser (Planas-Silva ve Weinberg 1997, Alberts ve ark., 2002, Cooper 2007, Golitsin
ve Krylov 2010).
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Sekil 2.6. Hiicre dongiisii sirasinda siklin seviyelerinin sematik olarak gosterimi (Malumbres
ve Barbacid 2009)

Hiicre dongiisii evreleri siklinler (siklin D, E, A), siklin-bagimli kinazlar ve siklin-
bagimli kinaz inhibitorleri (cyclin-dependent kinase inhibitors, CDKI) gibi diizenleyici
proteinlerin aktivasyonlari ve ekspresyonlart ile diizenlenir. Siklinler CDK’lar ile baglanarak
holoenzimleri olusturur ve spesifik katalitik alt {nitelerin aktivasyonunu gerceklestirir.
Holoenzimlerin temel fonksiyonu retinoblastoma proteininin (Rb) fosforlanmasidir, boylece
retinoblastoma fosforilasyonu E2F (transkripsiyon faktorii) ailesi tiyesi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuna onciiliik eder. E2F salinmasi, S evresinin ilerlemesini diizenleyen
cesitli genlerin eksprese olmasini saglar. Retinoblastoma proteinleri de GO evresinden G1
evresine gegisin diizenlenmesinde anahtar rol oynar ve aktivitesi siklin D1-CDK4 kompleksi
ile diizenlenir. Siklin D-CDK4/6 erken G1 evresinde siklin E-CDK2 ise S evresine gegiste
onemlidir. G1 faz1 siklin gruplan tarafindan desteklenir. G1 fazinin ortasinda siklin D,
sonlarina dogru ise siklin E aktiftir. Siklin/CDK holoenzimlerinin kinaz aktiviteleri CDKI
tarafindan negatif olarak diizenlenir (Planas-Silva ve Weinberg 1997, Hashitoma ve ark.
2004, Cooper ve ark. 2007, Zhou ve ark. 2013).

Cizelge 2.1. CDK ve siklinlerin hiicre dongiisiinde aktif oldugu evreler

CDK Siklin Hiicre Déngiisii Faz Aktivitesi
CDK4 siklin D1, D2, D3 G, faz

CDK6 siklin D1, D2, D3 G, fazm

CDK2 siklin E G,/s faz gecisi

CDK2 siklin A S fa=m

CDK1 (cdc2) siklin A G,/M faz gegisi

CDK1 (cdc2) siklin B Mitoz

CDK7 siklin H CAEK, tim hiicre dongiisa fazlan

14



2.5 Hiicre Senkronizasyonu

Senkronizasyon, es zamanlama veya esleme, esglidiimlii calisan pargali sistemlerin
zamanlamalarinin eslestirilmis oldugunu ifade eder. Hiicre senkronizasyonu ise bir kiiltiirdeki
hiicre dongiisiinlin farkli agsamalarinda bulunan hiicrelerin ¢esitli molekiiler ve biyokimyasal
yontemler kullanilarak ayni evreye getirilmesidir (Grdina ve ark. 1987). Bir kiiltiirdeki
hiicreler farkli fazlarda olabilirler. Genetik olarak birbirinin ayni bireylerin yaratilmasi
anlamina gelen niikleer transferde temel materyaller oosit (metefaz 1l evresinde) ve G1/G0 de
tutulan donor hiicrelerdir.  Bu teknoloji donér anneden alinan déllenmemis yumurtanin
niikleusunun ¢ikarilmasi ve kopyalanmak istenen organizmadan alinan hiicrenin niikleusunun,
bu i¢i bosaltilmis yumurtaya aktarilmast yolu ile tim organizmay:r kopyalama ilkesine
dayanmaktadir (Sekil 2.7) (EKinci ve ark. 2005). Bugiine kadar fibroblastlar, meme bezi
hiicresi, kumulus hiicresi, oviduct hiicresi, lokositler, graniiloza hiicresi, iireme hiicresi, kas
hiicresi, karaciger hiicresi, kikirdak hiicresi gibi cok degisik eriskin hiicre tipleri klonlama
calismalarinda kullanilmis, farkli basari oranlari ile sonuglanmistir (Brem ve Kuhholzer
2002, Arat ve ark. 2011) .

NT calismalarindaki en 6nemli faktor farklilagsmis somatik donor hiicrelerin yeniden
programlanabilmesidir. Bu mekanizmada destekleyici rol oynayan diger kritik faktor ise
donor hiicrelerin hiicre siklus fazidir (Oh ve ark. 2009). Donér hiicrelerin bulunduklari hiicre
dongiisii evresi NT basarisin1 etkileyen en Onemli faktorlerden biri olarak karsimiza
cikmaktadir (Boquest ve ark. 1999). NT ¢alismalarinda dondr hiicrelerin GO/G1 evresinde
olmasi tercih edilir. Yapilan birgok NT g¢alismasi bu doénemdeki hiicrelerin yeniden
programlanmaya daha uygun oldugunu ve daha yiiksek oranda normal embriyo gelisimi ile
sonuglandigini gostermistir (Wilmut ve ark. 1997, Baguisi ve ark. 1999, Kubota ve ark. 2000,
Polejaeva ve Campbell 2000, Arat ve ark. 2001a, Gibbons ve ark. 2002). Hiicre tiplerinin
GO/G1 evresine gelme oranlari ile ilgili de bir¢cok ¢alisma yapilmistir. Halen giiniimiizde
donoér hiicreler GO/G1 evresine getirilerek kullanilmaktadir (Hayes ve ark. 2005). Donor
hiicreleri GO/G1 evresine getirebilmek igin farkli yontemler denenmistir. Hiicreleri istenen
doneme getirmek icin uygulanan serum agligr (diisiik serum varliginda kiiltiir) yontemi ile
hiicreler yeteri kadar beslenemedikleri i¢in dinlenme evresine yani GO evresine gecerler
(Wilmut ve ark. 1997) veya hiicreler kiiltiir kaplarin1 kapladiklarinda birbirleri ile temas
ettikleri i¢in (kontak inhibisyon) S evresine ge¢emezler ve G1’de kalirlar (Cibelli ve ark.
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http://tr.wikipedia.org/wiki/E%C5%9Fg%C3%BCd%C3%BCm

1998, Arat ve ark. 2001b, Arat ve ark. 2002) veya spesifik CDK2 inhibitorii olan roskovitinin
besiyerine uygulanmasi ile de hiicre siklusu diizenlenir ve hiicreler G1 evresinde engelenir.
Roskovitinin ortamdan kaldirilmast ile hiicreler S evresine girip hiicre dongiisiinii tamamlarlar
(Arat ve ark. 2001, Gibbons ve ark. 2002, Oh ve ark. 2009, Caputgu, 2013 ).

niikleer donér

Sekil 2.7. Niikleer transfer isleminin sematik gosterimi
(http://www.cs.washington.edu/building/art/JacobLawrence)
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2.6 Programlanmis Hiicre Oliimii (Apoptoz)

Okaryot organizmalarda yasam, belli basli kisimlardan olusmaktadir. Bunlar dogum,
bliylime, lreme, yaslanma ve Olimdiir. Yasamin bu sekilde siirdiirilebilmesi ic¢in canliy1
olusturan hiicrelerin sayisal dengesi ¢ok 6nemlidir. Canlida yeni hiicreler olusurken, varolan
hiicrelerin bir kismi da hiicre oOliimii ile ortadan kaldirilmakta, bdylelikle denge
korunmaktadir. Varolan bu hiicreler fizyolojik, programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz ve
patolojik hiicre 6liimii nekroz gibi ¢esitli hiicre 6liim tipleriyle yok olmaktadir (Thompson
1995, Ameisen 1996).

Hiicre olimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskobunun ve yeni boya
yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak nekroz tanimlanmistir. 1972 yilinda, iskemiye
maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha farkli hiicre 6liimii gosterilmis ve buna,
Yunanca’da aga¢ yapraklarinin gévdeden ayrilmasi anlamma gelen “apoptozis’ adi

verilmistir (Cohen 1993).

Apoptoz genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen,
programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada homeostazi
koruyan bir olaydir. Programlanmis  hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6liimii
apoptoz ile ayn1 anlamda kullanilan terimlerdir (Schwartzman ve Cidloski 1993). Wyllie,
1980 yilinda deneysel apoptoz, glukokortikoidlere maruz birakilan olgunlagsmamis
timus hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik  jel
ayrimin1  yaparak, hiicrede DNA biitiinliigliniin  kalmadigini, apoptotik hiicre ig¢in
karakteristik  olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugunu gostermistir (Cooper
2007).

Apoptoz genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla diizenlenir. Hiicre
apoptoz icin sinyal aldiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik degisim
gozlenir. Hiicre kiigiilmeye ve yogunlagmaya baslar, hiicre iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zar1 yer
yer parcalanir, dagilir. Cekirdek DNA’s1 parcalara ayrilir, kromatini yogunlasir piknotik bir
goriiniim alir. Apoptoza ugrayan bir hiicrede laminlerin ve aktin filamentlerinin yapisinin

bozulmasi sonucu sitoplazma c¢ekilmeye ve kiiciilmeye baglar. Kromatin ve ¢ekirdekte
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bulunan yapisal proteinlerin parcalanmasi sonucu cekirdekte yogunlagsma baslar ve ¢ogu
zaman kromatinin ¢ekirdek zarinin i¢ yiizline yerlesmesi nedeniyle at nali bigiminde goriiliir.
Cekirdek de hiicre gibi biiziisiir ve bazen zarla sarili olarak birkag pargaya ayrilabilir. DNA’s1
niikleozomlarindan kesilir, bu nedenle jel elektroforezinde tipik merdiven bant goriiniimii alir.
Niikleer porlar kromatinin zara komsu olmadig1 bolgelerde yogunlasirlar. Hiicre biiziilmeye
ve kiigiilmeye devam eder ve makrofajlarin taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay
ayirt edilebilecegi zarla gevrili kiigiik parcalara ayrilir. Ancak hiicre organelleri yapisal
biitiinliiklerini korur. Iclerinde sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller ve bazilarinda
¢ekirdek pargalari da mevcut olan apoptotik cisimcikler meydana gelir. Hiicre zarla sarili
tomurcuklar halinde kopar, apoptotik cisimciklere ayrilir (Sekil 2.8). Apoptotik cisimcikler
makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir (Ross ve ark. 2003, Cooper 2007, Campbell
ve ark 2003).

I DNA parcalanmasa I
I Kromatin yogunlasmasia |
l | Niikleusun parcalanmasa

l I Hiicrenin parcalanmasi

SL®.]

Sekil 2.8. Apoptozdaki olaylarin sematik olarak gosterilmesi (Cooper 2007)
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Apoptoz gerceklesirken hiicre zarinda degisiklikler gozlenmekte, zar yapisinda bulunan
fosfotidilserinler hiicre zarmin i¢ yiiziinden dis yiiziine yer degistirmektedir. Zar biitiinliigii
korunmasima ragmen, fosfotidilserinlerin yer degistirmesinden dolayr zarda kabarciklar

meydana gelir (Sekil 2.9) (Ross ve ark. 2003, Cooper 2007).

Fosfotidilserin

Fagositik hiicre

Sekil 2.9. Hiicre yiizeyindeki degisikliklerin fagositler tarafindan fark edilmesinin ardindan
hiicrenin fagositoz edilisi (Cooper 2007)
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2.6.1 Apoptozun Diizenlenmesi

Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi
molekiiller; p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriler rol oynar. Bcl-2
ailesine ait proteinler, proapoptotik ve antioapototik grup olmak iizere birbirine zit ¢alisan iki
gruptan olusur. Proapoptotik iiyeler Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu
proteinler sitozolde yer alirlar. Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salinimini
artirarak apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik iyeler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1’dir. Bu
proteinler de mitokondri dis zarinda, endoplazmik retikulumda ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar,
por olusumunu saglaylp iyon tasmmasini diizenlerler. Ozellikle hiicredeki Ca®" oranim
kontrol ederler.

Ayrica kaspazlarin Oncii formlariyla AIF ve sitokrom-c salinimini engelleyerek
apoptozu inhibe ederler (Adams ve Cory 2001). p53 ise hiicrede DNA hasart olustugunda
hiicre dongiisiini G1 fazinda durdurup hiicreye DNA tamiri i¢in zaman veren bir
transkripsiyon faktoriidiir. Hasar tamir edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas

yapimint artirip, Bcl-2 ve Bcl-xL’yi baskilar ve apoptozu indiikler (Vousden ve Lu 2002).

Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar.
Hiicrede inaktiftirler, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. 100 farkli hedef
proteini keserek apoptoza neden olurlar. 3 tiptirler: Baslatic1 kaspazlar (kaspaz 2,8,9,10),
efektor kaspazlar (kaspaz 3,6,7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz 1,4,5,11,12,13,14). DNA
tamiri ve replikasyonu igin gerekli enzimleri inaktive ederler. Hiicre iskeleti proteinlerini

keserek hiicre zarmin tomurcuklanmasina neden olurlar (Ross ve ark. 2003).

2.6.2 Apoptozun Mekanizmasi

Apoptoz hiicrede intrinsik (mitokondriyal) yol ve ekstrinsik yol olmak iizere iki yolla
gerceklesir. Apoptozu tetikleyen hiicre igi sinyaller DNA hasari, hiicre i¢i Ca™ diizeyi
artisi, pH azalisi, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklari ve hipoksidir. Hiicre disi
sinyaller ise biiylime faktorlerinin yetersizligi, 6lim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS — FAS
ligand aracilig: ile apoptoz, TNF aracilig: ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler
(iskemi, toksinler, UV, kemoterapotik ilaglar, radyasyon)’dir. Her iki sinyal yolunda da

kaspazlar gorev almaktadir (Ross ve ark. 2003).
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2.6.2.1 intrinsik Yol

Hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyar1 alinmasindan sonra proapoptotik proteinlerden
Bid, bir antiapoptotik protein olan Bcl-2yi inaktive eder, Bax ve Bak’1 aktive eder. Aktiflesen
Bax ve Bak mitokondri zarinda por olusumunu indiikleyip zar potansiyelini degistirir.
Boylelikle mitokondriyon membranindaki porlardan sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-
derived Activator of Caspase), Endo-G (Endoniikleaz-G), Ca™ ve AIF (Apoptoz indiikleyici
faktor) salinimini uyarir. Sitokrom-c, oksidatif fosforilasyon i¢in elektron tasir. Smac, IAF
(Inhibitdr apoptotik faktdr)’ii inhibe eder ve apoptozu hizlandirir. IAF i ortamda bulunmasi
ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engeller. AIF, ¢ekirdege yerlesir ve onu pargalara
ayirir. Endo-G de DNA’y1 pargalar. Mitokondri porlarindan salinan sitokrom-c, Apaf-1
(Apoptotik proteaz aktive eden faktdr) ve ATP’nin katilmasiyla sitozolde apoptozom denen
bir kompleks olusturur. Apoptozom kaspaz-9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-
3°{i aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘1
inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise c¢ekirdekte
kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde parcalanmasina
neden olur (Sekil 2.10) (Adrian ve Martin 2001, Adams ve Cory 2001, Spierings ve ark.,
2004).

mitokondri @
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Sekil 2.10. Apoptoz mekanizmasinda intrinsik yolun sematize edilmesi
(http://www.biooncology.com)

k
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2.7.2.2 Ekstrinsik Yol

Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS5) 6lim sinyallerinin (FasL,
TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yapi kazanir. Bu sekilde trimerik yapi
kazanan reseptor, adaptér molekiiller ve prokaspazla birleserek DISC (Death inducing
singnaling complex) adi1 verilen yapiy1 olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki
prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek aktif kaspaz-8’in olusmasi saglanir. Aktif
kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak iizere iki yolla kaspaz-3’ii aktive eder. Ya dogrudan
kapsaz-8, kaspaz-3’ii aktive eder ya da Bid’i keserek dolayli olarak intrinsik mekanizmada
kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder. Her iki yolla da aktive olan kaspaz-3

yine CAD aktivasyonu ile DNA parcalanmasina neden olur.

Ekstrinsik yollardan birisi de sfingolipit yoludur. Sfingomiyelin, hiicre zar1 yapi
taslarindan biridir. Radyasyon, kemoterapi, 6liim reseptorleri ile aktive olan sfingomyelinaz,

sfingomiyelini seramid’e doniistiiriir. Seramid ise seramidaz ile sfingozine doniisiir. Sfingozin

de Bid yapimini artirarak apoptozu tetikler (Adrian ve Martin 2001, Adams ve Cory 2001,

7 pro- apoptotik ligand
) E)

Spierings ve ark. 2004)

kaspaz 8

kaspaz 3,6, 7

apoptoz ’M/
©

* &
Sekil 2.11. Apoptoz mekanizmasinda ekstrinsik yol (http://www.biooncology.com)
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Bir bagka hiicre 6liim sekli ise nekrozdur. Nekroz, disaridan gelen fiziksel ve kimyasal
etmenlerle (iskemi, hipertermi, hipoksi, litik viral enfeksiyon, toksik maddeler, agir metaller,
siddetli oksidatif stres, radyasyon) karsilasildiginda ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur.
Hiicrelerin sismesi ve lizis ile karakterizedir. Hiicre zarinda meydana gelen hasar hiicre disi
iyonlarin ve suyun hiicre i¢ine girmesine, hiicrenin sismesine neden olur. Hiicre zar1 yirtilarak
lizise neden olur. Bu nedenle nekrotik hiicre 6liimlerinde ¢evre dokuda biiyiik zarar ve yogun

enflamasyon goriiliir (Ross va ark. 2003).

NORMAL

O

NEKROZ APOPTOZIS

Sekil 2.12. Apoptoz ve nekrozun karsilastirilmasi (Cohen 1993)
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Bu calisma ile hangi tiiriin hangi hiicre tipinde, hangi yontemin en yiiksek oranda
senkronizasyonu sagladigi tespit edilmeye ¢alisilmig, ayn1 zamanda uygulamanin hiicre
canlilig1 tizerindeki etkileri de incelenerek hiicreye en az zarar veren yontem belirlenmeye
calistlmistir. Tiim calisma hem taze hem dondurulmus hiicrelerde karsilastirmali yapilarak
ozellikle dondurulmus hiicrelerde sonuglarda fark olup olmadig arastirilmistir. Dondurulmus
hiicrelerin sonuglari 6zellikle hiicre bankalarinda saklanan hiicrelerle yapilacak ¢alismalar igin

ayr1 bir onem tasimaktadir.
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3.GEREC ve YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Dokularin Alinmasi

Calisma materyali mezbahada kesinlen sigir, koyun, ke¢i ve mandadan elde edilen
farkli dokulardan olusmaktadir. Her bir tiirden bir erkek bir disi hayvana (toplam 8 hayvan)
ait doku parcalar1 kullanilmistir. Bu dokular erkek icin kas, kulaktan alinan kikirdak ve
derinin dermisi iken, disi i¢in bu dokulara ovaryumdan elde edilen graniiloza hiicreleri de

ilave edilmistir.

Dokular temiz bistiiri uglart ile alindiktan sonra %35 antibiyotik-antimikotik igeren
tuzlu fosfat tampon (PBS) cozeltisi icerisinde ve soguk ortamda muhafaza edilerek en gec 2

saat icerisinde laboratuvara getirilmistir. Kullanilana kadar +4 °C’de saklanmaistir.

3.1.2 Kullanilan Aletler

-80 °C Derin dondurucu, Hettich, Almanya

Buzdolabi +4°C, Profilo, Tiirkiye

Akis Sitometrisi, Partec, Almanya

Akis Sitometrisi, BD FACSCalibur Flow Cytometer, ABD
Hassas terazi, AND GF-600, Hollanda

Isitic1 tabla, WiseStir, Kore
Isiticili manyetik karistirici, WiseStir, Kore

Invert mikroskop, BOECO-BAB DCM 510, Almanya
Laminar Flow Kabin, Healforce HF Safe 1200, Cin
Otoklav, Alp CL40M, ABD

Ph Metre, Jenco 6173, ABD

Santrifiij, Hettich Universal 320, Almanya

Su banyosu, DAIHAN WB-11, Kore

Ultra saf su cihazi, Millipor Direct-Q 3 UV, ABD
Vakum pompasi, KNF022 AN 18, ABD
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3.1.3 Kullamlan Kimyasallar

Antibiyotik- antimikotik, Gibco, ABD
Dimetilsiilfoksit (DMSO), Sigma, ABD
DMEM-F12, Gibco, ABD

DPBS, Sigma, ABD

Etil alkol, Sigma, ABD
Fotal Sigir Serumu, Sigma, ABD

Hidroklorik asit (HCL), Sigma, ABD
Izopropil alkol (2-propanol), Sigma, ABD
Kegi Serumu, Sigma, ABD

NaCL, Sigma, ABD

Propidyum iyodit, Sigma, ABD

RNaz A, AppliChem, ABD

Roskovitin, Sigma,ABD

Sodyum bikarbonat (NaHCO3), Sigma, ABD
Tripan blue, eBioscience, Almanya

Tripsin, Gibco, ABD

3.1.3.1 Kullanilan Antikorlar

Aktin, Sigma (A 2547), ABD

Vimentin Sigma, (C 9080) , ABD

Cytokeratin, Abcam (ab9749), ABD

Elastin Santa Cruz (sc-58756), ABD

Desmin Santa Cruz, (sc-58745), ABD

Sekonder antikor, anti Mouse IgG FITC, Santa Cruz, (sc-2010), ABD
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3.1.3.2 Kullanilan Cozeltiler

%4 Paraformaldehit (PFA): 4 gram PFA tartilarak 100 ml DPBS igerisinde ¢0ziiliir.

HBS Cozeltisi (High Salt Buffer): 14.61 gram sodyum kloriir IM Tris igerisinde ¢oziiliir ve

1 litreye tamamlanir.

Block Cozeltisi: 0,5 polivinilpropoid 48 ml HBS igerisinde ¢oziiliir. % 3keg¢i serumu ve %0,1

triton X100 hazirlanan ¢ozeltiye eklenir. +4° C’de saklanir. 48 saat igerisinde kullanilmalidir.

Yikama Cozeltisi: 50 ml HBS igerisinde %0.05 olacak sekilde Tween 20 eklenir ve +4° C’de

saklanir.

3.1.3.3 Kullanilan kitler

Apoptoz Belirleme Kiti, eBiosicence, Almanya

Kit 1.5 ml rh Annexin V-FITC, 50 ml baglanma soliisyonu (4X), 3.2 ml propidyum iyodit

icermektedir.

3.2 Yontemler
3.2.1 Primer Kiiltiir

Hiicre izolasyonu ve kiiltirii daha once belirlenen protokollere uygun olarak
yapilmistir (Arat ve ark. 2011). Ozetle; laboratuvara getirilen ve +4 °C’de saklanan dokular
%5 antibiyotik-antimikotik igeren DPBS ile yikandiktan sonra steril bistiiri ucu ile kiigiik
parcalara (1 mm3) ayrilarak 35 mm kiltir petrilerine ekilmistir. Doku pargalariin
yapismasinin ardindan tiim dokularin yiizeyini kaplayacak sekilde %15 fotal buzagi serumu
(FBS) ve %1 antibiyotik iceren hiicre kiiltiir medyumu (DMEM/F12) ile kaplanmistir. Ekim
yapilan doku petrileri 37° C ve %5 CO; igeren inkiibatdre yerlestirilmistir. Kiiltiir
baslangicindan 10-12 giin sonra doku pargalarindan hiicre ¢ogalmalar1 incelenerek, kiiltiiriin
medyumu degistirilmistir. Kiiltlir kabin1 kaplayan hiicreler biiyilkk doku pargalar
uzaklastirildiktan sonra 9%0.25 tripsin-EDTA  soliisyonu ile kaldirilip 60 mm'lik kdltiir
petrilerine aktarilmistir (Arat ve ark. 2011).
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Ovaryumlarin folikiilerinden aspire edilen graniiloza hiicreleri de 35 mm’lik kiiltiir
kaplarina ekildikten sonra, ayni kiiltiir medyumunda kiiltiir kaplarin1 kaplayana kadar kiiltiire
edilmis, ardindan tripsinlenerek kaldirilmis ve 60 mm 'lik kiiltiir petrilerine aktarilmistir (Arat

ve ark. 2011).

3.2.2 Hiicre Kiiltirii

Primer kiiltiir sonras1 konfluent olan petrilerden doku pargalart aspirasyon yontemi ile
almmistir. Petrilerdeki besiyeri ¢ekildikten sonra petriler Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu
Tuzu (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, DPBS) ile yikanmis, %0.25 tripsin-EDTA
solusyonu eklenerek 5 dakika boyunca 37° C ve %5 CO; igeren inkiibatore kaldirilmistir.
Ardindan konulan tripsinin inaktive olmasi i¢in tripsin miktarinin 2 kati kadar %10 Fotal Sigir
Serumu (FBS), %1 antibiyotik iceren DMEM/F12  eklenerek hiicreler pipetlenerek tek
hiicre siispansiyonu haline getirilmistir. Hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak 6 dk
1000 rpm’de santriftij edilmis, ardindan %10 FBS, %1 antibiyotik iceren DMEM/F12 ile
sulandirilarak 60 mm’lik kiiltlir petrilerine ekilmistir. Ayni1 zamanda bir kisim hiicreler

dondurularak saklanmistir (Arat ve ark. 2011).

3.2.3 Hiicrelerin Karakterizasyonu

Hiicre karakterizasyonu hiicrelerin elde edildigi doku tipi ve hiicrelerin ¢esidi goz
oniline alinarak secilen monoklonal antikorlar yardimi ile yapilmistir. Primer kiiltlir sonrasi
elde edilen kiiltiirdeki hiicrelerin her biri 96 kuyulu petrilere ekilerek, %4 paraformaldehit
(PFA) ile oda sicakliginda 20 dk fikse edilmistir. Blok c¢ozeltisi kullanilarak primer ve

sekonder antikorlar agagida belirtilen oranda hazirlanmstir.

Aktin antikoru, 1:200 seyreltme
Vimentin antikoru, 1:200 seyreltme
Desmin antikoru, 1:100 seyreltme
Elastin antikoru, 1:50 seyreltme
Sitokeratin antikoru, 1:200 seyreltme

Sekonder antikor, 1:75 seyreltme
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Fikse edilen 6rnekler DPBS ¢dzeltisi ile yikandiktan sonra oda sicakliginda 45 dk blok
cozeltisi icerisinde bekletilmis, ardindan HBS c¢o6zeltisi ile yikanmistir. Primer antikorlar
(aktin, vimentin, elastin, desmin, sitokeratin) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilen 6rnekler
HBS ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra kuyulara sekonder antikor aktarilmis ve oda sicakliginda
1 saat inkiibe edilmistir. Yikama soliisyonu ile yikanan 6rnekler floresan atagmanli invert

mikroskopta boyamalar kontrol edilmistir (Caputgu 2013).

3.2.4 Hiicrelerin dondurulmasi

Doku parcalarindan tireyen hiicreler tripsinlenerek 60 mm'lik kiiltiir petrilerine
aktarilmigtir. Kiiltiir kaplarini kaplayan hiicreler tekrar tripsinlenmis, bir kism1 senkronizasyon
caligsmasi yapmak i¢in tekrar ekilirken, bir kismi ise dondurulmustur. Dondurma sivisi olarak
%80 FBS ve %20 dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren ve +4° C’de saklanan dondurma
medyumu ve DMEM/F12 icinde stispanse olarak bulunan hiicreler 1:1 oranin da
karistirilarak dondurma tiiplerine konmustur. Hiicreleri igeren dondurma tiiplerindeki son
derisim %40 FBS, %10 DMSO ve %50 DMEM/F12 olmustur. Tiipler sicakligi 1° C/dk
diistiren dondurma kaplarindaki gozlere yerlestilmis ve dondurma kabi -80° C derin
dondurucuya konmustur (Arat ve ark. 2011). Yapilan tiim analizlerde kullanilan hiicrelerin

pasaj sayist 2 ile 6 arasindadir.

3.2.5 Senkronizasyon Deney Gruplar:

3.2.5.1 Kontrol Grubu (Grup 1)

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS igceren DMEM/F12 medyumunda kiiltiire
edilmis, konfluent (%50 konfluent) olmadan, yani kiiltiir kabin1 kaplamadan tripsin ile
kaldirilms, hiicre siklus analizi ve hiicre canlilik analizi i¢in hazirlanmistir (b6liinen normal
hiicre grubu). Kiiltiir kabinin konfluensisi mikroskopta gozle incelenerek belirlenmis, kiiltiir

kabini1 yar1 yariya kaplayan kiiltiirler %50 konfluent olarak kabul edilmistir.

3.2.5.2 Roskovitin-1 Hiicre Grubu (Grup 2)

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS iceren DMEM/F12 medyumunda kiiltiire
edilmis, konfluent olmadan (%50 konfluent) medyuma 15 uM roskovitin ilave edilerek 24

saat kiiltiire edilmis, siire sonunda tripsin ile kaldirilmis, hiicre siklus analizi ve hiicre canlilik
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analizi i¢in hazirlanmigtir.

3.2.5.3 Roskovitin-2 Hiicre Grubu (Grup 3)

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS iceren DMEM/F12 medyumunda kiiltiire
edilmis, konfluent olmadan (%50 konfluent) medyuma 30 uM roskovitin ilave edilerek 24
saat kiiltiire edilmis, siire sonunda tripsin ile kaldirilmis, hiicre siklus analizi ve hiicre canlilik

analizi i¢in hazirlanmigtur.

3.2.5.4 Erken Konfluent Grubu (Grup 4)

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS iceren DMEM/F12 medyumunda kiiltiire
edilmis konfluent olmalar1 yani kiiltiir kabin1 tamamen kaplamasi saglanmistir (Kontak
inhibisyon). Ertesi giin hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve hiicre siklus analizi ve hiicre canlilik

analizi i¢in hazirlanmugtir.

3.2.5.5 Ge¢ Konfluent Grubu (Grup 5)

Hiicreler konfluent olmasiin ardindan 72 saat boyunca %10 FBS igeren medyumda
kiiltire edilmeye devam edilmistir. Stirenin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilmis, hiicre

siklus analizi ve hiicre canlilik analizi igin hazirlanmistir.

3.2.5.6 72 Saat Serum A¢hg1 Grubu (Grup 6)

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS iceren DMEM/F12 medyumunda kiiltiire
edilmis ve konfluent olmadan (%50 konfluent) medyum %0.5 FBS iceren DMEM/F12
medyumuyla degistirilmistir. Bu diisiik serumlu ortamda hiicreler 72 saat kiiltiire edilmistir.
Siirenin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilmis, hiicre siklus analizi ve hiicre canlilik analizi

i¢in hazirlanmistir.

3.2.5.7 120 Saat Serum Achg1 Grubu (Grup 7)

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS iceren DMEM/F12 medyumunda kiiltiire
edilmis ve konfluent olmadan (%50 konfluent) medyum %0.5 FBS igeren DMEM/F12
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medyumuyla degistirilmistir. Bu diisiik serumlu ortamda hiicreler 120 saat kiiltiire edilmistir.
Siirenin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve hiicre siklus analizi ve hiicre canlilik

analizi i¢in hazirlanmustir.

Bu deney gruplar 4 farkli tiirden (sigir, koyun, ke¢i, manda) elde edilen tiim hiicre
tiplerine (fibroblast, kas, kikirdak, graniiloza) ve ayni dokulardan elde edilen dondurulup

¢oOziilen hiicrelere uygulanmistir.

3.3. Analiz Yontemleri

Hiicre siklus analizinde de hiicre canlilig1 analizinde de akis sitometrisi kullanilmustir.
Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal karakterlerinin
Olctilmesidir. Akis sitometrisi iSe akan bir sivinin igerisindeki hiicrelerin 6zelliklerinin

incelenmesi olarak tanimlanabilir.

Akis sitometrisi baslica akis (s1v1) sistemi, 151k kaynagi (lazer 1s1m), filtreler, sinyal
dedektorleri, bilgisayar ve yazilim programlarindan olusmaktadir. Akis sitometrisinde
hiicreler, sivinin igerisinde bir 151k demetinin 6niinden tek tek gecerler (Sekil 3.1). Bir hiicre
lazer demetinin icinden gecerken saptirilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yayimnlanan
floresan 15181 bir araya getirilip, optik filtreler ve aynalar tarafindan farkli dalga
boylarina gore ayrilarak, analog sinyallere doniistiiriiliirler. Bu sinyaller dijitallestirilerek,
histogramlar ~ olarak  ekrana  aktarilir. Histogram, Olg¢iilen parametrelerin frekans

dagilimlarinin gorsel sunumudur (Dunphy 2004).
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Sekil 3.1. S1v1 bir sistem i¢inde hiicrelerin lazere tasinmasi ve tek tek lazerden gecisi
(http://www.bd.com.tr)

|
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Ornekler florokromlar ile boyandiginda bu florokromlar lazer 1s18indan enerji absorbe
ederler ve onu daha diisiik bir enerjiyle ve uzun dalga boyunda yeniden disar1 verirler. Disar1
verilen bu 1s1in miktart hiicrelerdeki florokromun miktari ile orantilidir. DNA boyamasinda
en ¢ok kullanilan florokromlardan propidyum iyodit (PI) maksimum 488 nm dalga boyunda
uyarilir ve maksimum 620 nm dalgaboyunda 1sin yayar. Yansiyan 1sin ve yeni dalga
boylarinin bir anlam ifade edebilmesi i¢in cihazin detektorlerinde iiretilen analog sinyaller

analog-dijital dondstiiriiciiler tarafindan bilgisayar analizi i¢in dijital sinyaller haline getirilir.

3.3.1 Hiicre Siklusu Analizi

Hiicre siklusunun farkli agsamalarindaki hiicreler DNA igeriklerine gore ayirt edilebilir.
G1 evresinde hayvan hiicrelerinin DNA igerigi 2C iken S fazinin sonunda DNA igerigi 4C
olur. Hiicreler S fazinda 2C-4C arasinda DNA igerigine sahiptir. G2 ve M fazlarinda 4C
olarak kalir, Sitokinez sonrast DNA miktar1 tekrar 2C olur. (Cooper, 2007) Her siklus fazinda
bulunan DNA miktarinin farkli olmasit bunlarin OSl¢iisiiniin  yapilabilmesine olanak
saglamaktadir. Hiicre icerisindeki DNA nin propidyum iyodit ile boyanmasinin ardindan akis
sitometrisi yontem ile hiicre siklus fazlar1 kolaylikla 6lgiilebilmektedir (Schippers ve ark.
2011) Deneysel olarak DNA miktarindaki bu degisim DNA’ya baglanan propidyum iyodit
gibi  6zel floresan boyalarin akis sitometrisi ile tek bir hiicredeki floresan yogunlugunun
Olglilmesi sayesinde saptanir ve hiicreler G1, S ve G2/M fazlarinda ayrilirlar (Sekil 3.2)

(Cooper 2007).

Sekil 3.2. Hiicre dongiisiiniin  her bir fazmmin akis sitometrisinde gosterimi
(www.phoenixflow.com)
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Hiicrelerin siklus donemlerini belirlemek amaciyla analiz edilecek hiicreler %0.25
Tripsin-EDTA soliisyonu ile kiiltiir kabindan kaldirilmis ve santrifiij edilmistir. Hiicreler
DPBS ile yikandiktan sonra tekrar santrifiij edilmis ve 1 ml DPBS ile sulandirilmis, ardindan
3 ml soguk etanol (%70) ilavesi ile 4° C* de 20 dk bekletilerek fikse edilmistir. Fikse edilen
hiicreler DPBS ile tekrar yikandiktan sonra hiicre peletine hiicrelerin gecirgenligi i¢in 100
ug/ml RNaz A, %0,1 Triton X100 ilave edilmis ve 500 ul DPBS igerisinde 20 pg/ml
propidyum iyodit igeren boyama soliisyonu ile 37° C yarim saat bekletildikten sonra akis
sitometri cihaz1 (Partec-CyFlow Space) ile analizler yapilmistir. GO/G1, S, G2/M fazlarindaki

hiicrelerin oran1 hesaplanmistir (Gibbons ve ark. 2002, Dalman ve ark. 2010).
3.3.2.Hiicrede Apoptoz ve Nekroz Analizi

Akis sitometrisinde apoptoz esnasinda plazma zarindaki fosfolipitlerin yapilarinda
meydana gelen degisikliklere hassas antikoagiilan protein olan annexin V kullanilarak
apoptoz miktar1 ve yiizdesi belirlenebilir (Shynkar ve ark. 2007, Caputgu 2013). Apoptoz ve
nekroz analizlerinde annexin V olarak bilinen ve 35-36 kDa biiyiikliigiinde, fosfotidilserine
yiiksek ilgisi olan Ca*? bagimh fosfolipit baglayici protein kullamilir ve bu protein apoptotik
hiicre yiizeyindeki fosfotidilserine baglanir. Annexin V’e florokromlar ile baglanir, bu sayede

akis sitometrisinde apoptoza giden hiicreleri belirlemede kullanilir.

Fosfotidilserinlerin yer degistirmesi hiicre membran zarimin bozulmadigi apoptotik
hiicre 6liimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin V, hiicrenin dis yilizeyine yer
degistiren fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu igin, floresan bir maddeden FITC
ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir. Propidyum iyodit (PI) zar
biitlinliigii bozulmamis hiicrelerden gecemezken, hasarli yada 6lii olan hiicrelerde bozulmus
oldugu icin gecebilir, boylece annexin V ve PI boyasi birlikte kullanilarak erken ve geg

apoptozu belirlemede kullanilir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Saglhkli ve apoptotik hiicrelerde apoptoz belirleme isaretleri
(http://www.bd.com.tr)

Analiz edilecek hiicreler  %0.25 Tripsin-EDTA soliisyonu ile kiiltiir kabindan
kaldirilmisg, santriflij tiiplerine aktarilarak santrifiij edilmistir. Santriflij sonrast sulandirilan
hiicreler hemositometre kullanilarak sayilmistir. Hiicre peleti soguk PBS ile iki kez
yikandiktan sonra kit igerisinde bulunan baglama tamponun (1X)’dan 200 ul eklenerek
hiicreler (hiicre yogunlugu 2-5 X 10°/ml olacak sekilde) siispansiyon haline getirilmistir. Bu
hiicre siispansiyonundan 195 pl alinarak tizerine 5 pl annexin V-FITC eklenmis ve 10 dk oda
sicakliginda, karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Hiicreler 200ul baglama tamponu (1X) ile
yikanmig ve 190 pl Binding Buffer (1X) ile tekrar siispansiyon haline getirilmistir. Bu
siispansiyona 10 pl propidyum iyodit (20pg/ml) ve 100 pg/ml RNaz A eklenmis ve 10 dk oda
sicakliginda, karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Hiicreler soguk DPBS ile yikandiktan sonra
her tiipe 500 ul DPBS eklenerek BD FACS Calibur Flow Cytometer cihazinda analizi
yapilmistir.

Analiz sonucu asagidaki sekilde degerlendirilmistir:

Nekrotik Hiicreler: Pl pozitif, Annexin V negatif
Canl Hiicreler: Pl negatif, Annexin V negatif
Ge¢ Apoptotik Hiicreler: Pl pozitif, Annexin V pozitif

Erken Apoptotik Hiicreler: Pl negatif, Annexin V pozitif

34



104

@ | Nekndk
= 2 Hceker
- Geg Apopiotk Hocneker
o -
=k
Ll
™ = ._:.':'-l -
S = s
o .
: - Erken Apopéolik Hocreler
ﬂ --
E ..I ] IIIIIII ] ] IIIIIII ] ] IIIIIII L] LI LLL]

109 10 10F 107 104
Annaxin v

rwi s e arme s
FIE L

§ =IEmT

Sekil 3.4. Akis sitometrisi FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit analiz sonucu 6rnegi

3.3.3. istatistiksel Analizler

Yapilan bu calismada her bir grup iizerine yapilan deneyler birbirinden bagimsiz
olarak ii¢ kez tekrar edilmis, hem siklus hem de hiicre canlilik analizlerinin tger tekrari
istatistiksel analizde kullanilmistir. Hiicrelerin canlilik ve siklus analizleri yapildiktan sonra
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) programi kullanilarak istatistiksel analiz
yapilmistir. SPSS programinda One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) testi
kullanilarak deney gruplar1 arasindaki fark Duncan onemlilik testine gore degerlendirilmistir
(P<0.05).
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4 BULGULAR

4.1 Primer Kiiltiir

Her bir tiirden (sigir, koyun, ke¢i, manda) alinan cesitli dokulardan (kulak, kas,
ovaryum) primer kiiltiir yapilarak hiicreler elde edilmistir. Alinan kulak dokusundan deri
fibroblastlar1 ve kikirdak hiicreleri, kas dokusundan kas hiicreleri elde edilirken, ovaryum
folikiillerinin  aspirasyonu ile graniiloza hiicreleri elde edilmistir. Primer kiiltiir
olusturulduktan sonra her giin periyodik olarak kontaminasyon olup olmadigi kontrol

edilmistir.

Sigirdan ve koyundan alinan dokularla olusturulan primer kiiltiirlerde ekimin 7. giinii
fibroblast, kikirdak ve kas hiicrelerinde ¢ogalma oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2,
Sekil 4.4). Hiicre tiplerinin iiremeleri karsilastirildiginda her iki tiir i¢in de fibroblastlarin
tiremesinin kikirdak ve kas hiicrelerine oranla daha hizli oldugu, en yavas iireyen hiicre
tipinin ise kas hiicreleri oldugu goriilmiistiir. Graniiloza hiicrelerinin ise ekimin ertesi giinii

tiremeye basladig tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Dokudan yayihm
gosteren hiicreler

Doku pargasi

Sekil 4.1. Primer kiiltiirde ireme gosteren s18ir kikirdak hiicreleri

Sekil 4.2. Primer kiiltiirde ireme gdsteren si8ir kas hiicreleri
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Sekil 4.3. Ovaryumdan elde edilen sigir graniiloza hiicreleri.

Sekil 4.4. Primer kiiltiirde lireme gdsteren sigir kas hiicreleri

Keciden alinan dokularla olusturulan primer kiiltiirlerde ekimin 20. giinii fibroblast ve
kikirdak hiicrelerinde iireme gozlenirken, 22. giinii kas hiicrelerinde {ireme oldugu
gozlemlenmistir. Hiicre tiplerinin tiremeleri karsilastirildiginda hem erkek hem disi i¢in de
fibroblastlarin iiremesinin kikirdak ve kas hiicrelerine oranla daha hizli oldugu, en yavas
tireyen hiicre tipinin ise kas hiicreleri oldugu goriilmiistiir. Graniiloza hiicrelerinin ise ekimin

ertesi giinii iremeye bagladig tespit edilmistir.

Mandadan alinan dokularla olusturulan primer kiiltiirlerde ekimin 10. giinii iireme olup
olmadigi kontrol edilmis, tireme gézlenememistir. Ekimin 20. giinii tekrar kontrol edilen
kiiltiirlerde tiremenin olmadiglr gézlemlenmis, ardindan yapilan arastirmalar sonucu manda
tirdi ile yapilan bazi ¢alismalarda yiiksek glikoz iceren besiyerinin kullanildigi gorilmis,
bunun iizerine kiiltiire yiiksek glikozlu besiyeri ile devam edilmistir. Besiyerinin
degistilmesinin ardindan ekimin 27. gilinii erkek mandanin fibroblast ve kikirdak hiicrelerinde,
35. giinii disi mandanin fibroblast ve kikirdak hiicrelerinde, 45. giin erkek mandanin kas

hiicrelerinde tireme oldugu goézlemlenmistir. Disi mandanin kas dokusundan olusturulan
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primer kiiltiirde ise 50 glin ge¢mesine ragmen iireme gozlenememistir. Manda 1rkinin
soyunun tiikeniyor olmas1 ve kesiminin belirli illerde, belirli sayida yapilmasi nedeniyle disi
mandanin kas dokusu tekrar alinamamis, deneyden ¢ikartilmasina karar verilmistir. graniiloza

hiicrelerinin ise ekimin ertesi giinii liremeye basladig: tespit edilmistir.

Sekil 4.5. Primer kiiltiirdeki sigir kas hiicrelerinin iiremesi. (yaklasik 30 giinliik kiiltiir)

Sekil 4.6. Primer kiiltiirdeki sigir kikirdak hiicrelerinin tiremesi. (yaklagik 10 giinliik kiiltiir)

Sekil 4.7. Primer kiiltiirdeki sigir fibroblast hiicrelerinin tiremesi. (yaklasik 10 giinliik kiiltiir)
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4.2 Hiicre Karakterizasyonu

4.2.1 Hiicrelerin Aktin ve Vimentin Antikoru ile Boyanmasi

vimentin

Sekil 4.8. Sigir graniiloza hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)

Sekil 4.9. Sigir kikirdak hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)
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vimentin

Sekil 4.10. Sigir fibroblastlarinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)

Sekil 4.11. Sigir kas hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)

Sekil 4.12. Manda graniiloza hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmas1 (10X)
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Sekil 4.13. Manda kikirdak hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)

vimentin

Sekil 4.15. Manda kas hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)
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vimentin

Sekil 4.16. Kegi graniiloza hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmas1 (10X)

vimentin

Sekil 4.17. Kegci kikirdak hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)

vimentin

Sekil 4.18. Kegi fibroblastlarinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)
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Sekil 4.19. Kegi kas hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmas1 (10X)

Sekil 4.20. Koyun graniiloza hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)

Sekil 4.21. Koyun kikirdak hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)
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Sekil 4.22. Koyun fibroblast hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmas1 (10X)

vimentin

Sekil 4.23. Koyun kas hiicrelerinin aktin ve vimentin antikoru ile boyanmasi (10X)

Aktin ve vimentin antikoru ile tiim tiirlerde (s18ir, koyun, ke¢i, manda) ve hiicre tiplerinde

(kas, kikirdak, fibroblast, graniiloza) beklenildigi gibi pozitif boyanma elde edilmistir.



4.2.2 Hiicrelerin elastin, desmin, sitokeratin antikoru ile boyanmasi

Primer kiltiir sonras: elde edilen hiuicreler elastin, desmin, sitokeratin antikoru ile
boyanmus, fakat her tiir (sigir, koyun, ke¢i, manda) i¢in uygun primer antikorun bulunmamasi
ve secilen primer antikorlarin farkli canlilarda farkli epitoplarabaglanmasi nedeni ile elastin
ve desmin antikoru ile sonug¢ alinamamistir. Sitokeratin antikoru ile boyanan sigir graniiloza
hiicrelerinde zayif bir pozitif boyanma tespit edilmesine ragmen tatmin edici bir sonug elde
edilememistir (Sekil 4.24). Koyun, kegi, mandaya ait graniiloza hiicrelerinde ise boyanma

gbozlenmemistir.

Sekil 4.24. Sigir graniiloza hiicrelerinin sitokeratin antikoru ile boyanmasi (10X)
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4.3 Hiicre siklus analizi
4.3.1 Hiicre sayis1 optimizasyonu

Analiz gruplarini olusturmadan 6nce bir optimizasyon c¢alismasi yapilmistir. Hiicreler
60 mm kiiltiir kabina 4x10° olarak ekilmis (Sekil 4.25), kiltiir kabin1 tamamen kapladiklari
yani %100 konfluent olduklarinda hiicreler sayilmis ve saymm 35-36 x10°  oldugu
bulunmustur (Sekil 4.27). Ayni sayida ekilen hiicreler 3 veya 3. giin sonunda 16x10° hiicreye
ulasmis ve bu %50 konfluent kabul edilmistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.25. Ekimden 1 giin sonra sigir fibroblastlarin mikroskoptaki goriintiisii. (4x 10 hiicre)

Sekil 4.26. Ekimden 3 giin sonra sigir fibroblastlarin mikroskoptaki goriintiisii. (%50
konfluent)
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Sekil 4.27. Ekimin 6-7. giinii sig1r fibroblastlarin mikroskoptaki goriintiisii. (%100 konfluent)

4.3.2 PI Boyama Optimizasyonu

Literatlir ~taramasi sonucu bulunan protokellerde boya soliisyonunda PI
konsantrasyonunun 20 pg/ml ile 50 pg/ml arasinda degistigi goriilmiistiir. Miktarin sonuglari
ne Olgiide etkiledigi ilizerinde bir calisma yapilarak uygulanacak PI konsantrasyonu
belirlenmistir. Fibroblast ve kikirdak hiicreleri konfluent olduktan sonra fikse edilip asagida

belirtildigi sekilde protokole uygun olarak boyama islemi gerceklestirilmistir.

Fibroblastlar (1 milyon hc/500 pl) ~ —— 50 pg/ml Pl ile boyandi.
Fibroblastlar (1 milyon hc/500 pl) ~ ——» 30 pg/ml Pl ile boyandi.
Fibroblastlar (1 milyon hc/500 pl) ~ ——» 20 pg/ml Pl ile boyandi.

Kikirdak hiicreleri (1 milyon hc/500 ul) ~~ ——» 50 pg/ml Pl ile boyandi.
Kikirdak hiicreleri (1 milyon hc/500 ul) ~ ———» 30 pg/ml Pl ile boyand.
Kikirdak hiicreleri (1 milyon hc/500 uyl) ~ ——» 20 pg/ml Pl ile boyandi.
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Sekil 4.28. 50 ug/ml PI ile boyanan kikirdak hiicrelerine ait analiz sonucu
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Sekil 4.29. 30 ug/ml PI ile boyanan kikirdak hiicrelerine ait analiz sonucu
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Sekil 4.30. 20 pg/ml PI ile boyanan kikirdak hiicrelerine ait analiz sonucu

Grafiklerde: M1 — GO0/G1 evresini

M2 —> S evresini

M3 —>  G2/M evresini gostermektedir.

Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda denenen boya miktarlarinin sonucu

etkilemedigi 20 pg/ml PI’1n yeterli oldugu tespit edilmistir.
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4.3.3 Hiicre Siklus Analiz Sonuglari

Pl ile boyanan hiicreler Partec Akis sitometrisi cihazinda okutularak hiicre siklus
analizleri yapilmistir. Partec Akis sitometrisi cihazinin hiicre siklusu analizi i¢in olusturulan
program kullanilarak piklerin hangi evrede oldugu belirlenmis ve bu evrelerin yiizdeleri

hesaplanmustir.

400

G% S% G CVHG! CVHGINNGI thGT GAWGH Chisqu
Fazlaragore | U 60 6 T3 6K MY 1B 199 1%

hicrelerin /

ylzdeleri

320
GO/ G1 fazindaki
hiicreler
240
" /
£
3
0
Q
160

S fazindaki hiicreler

0 " o ommf
FL2 53040

Sekil 4.31. Hiicre siklus analizi programi kullanilarak fazlarin yiizdelerinin belirlenmesi
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Yapilan hiicre siklus analizlerinden iki tanesi 6rnek olarak asagida verilmistir.

i G1% S$% G2M% CV%G1 CV%G2MMn G2M Mn G1 G2M/G1 ChiSqu,
5958 598 3444 459 436 31760 18935 1993 083
3204
2404
1604
80
0 AR — , .
0 200 400 & 800 1060
FL2 532.30
Sekil 4.32. Fibroblastlarin kontrol grubu
800 G1% S% G2M% CV%G1 CV%G2MMn G2M Mn G1  G2M/G1 ChiSqu.
80.66 277 16.58 T4 8.75 21203 11063 1.917 0.43
640+
480+
v
£
=
=]
(=]
320
160+
0 T T T T
0 400 800 1000
FL2 532-30

Sekil 4.33. Fibroblastlarda geg¢ konfluent grubu
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Cizelge 4.1. Erkek s181r taze fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GI/GO (%) S(%) G2/M (%)
1 5432+3.54°  |23.13+434° | 23.65:3.64°
2 61.0140.47% |21.16+3.20*" | 15.16+3.20
3 61.05+2.08% |25.49+1.08°  |15.49+1.08"
4 78.10£0.10° | 7.1540.17° | 7.15+0.17°

5 80.77+1.41° | 4.98+0.87°¢  |4.98+0.87°

: 69.53+0.24° | 14.79+0.45° | 14.79+0.45"°
! 8137+1.01° |4.30+0.43%  [4.300.43°

Erkek sigir taze fibroblastlarda tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek
G1/GO0 oranlar1 (P<0.05) grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 7 (120 giin serum aghgi)’ de elde
edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2. Erkek sigir donmus fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) S (%) G2/M (%)
1 51.56+0.86"  [31.4240.69° |28.32+0.14
2 53.46+0.50° | 10.68+0.28° |35.63+0.66%
3 75.44+039° |535£0.06" | 18.56+0.29°
4 69.67+0.29° [ 11.58+0.31° | 18.76+0.35°
5 82.3040.24° |7.4940.22° | 10.29+0.08°
6 79.54£0.31° | 8.47+0.11° 11.56+0.32°
! 87.55+0.27° | 2.12+0.05° 10.44+0.41°
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Erkek sigir donmus fibroblastlarda tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/GO0 orani grup 7 (120 giin serum agligi)’ de elde edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.3. Erkek si8ir taze kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | G1/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 51.480.15°  |29.63£0.23% | 19.43+0.10°
2 59.79+0.19" | 19.69:0.31°  |20.55+0.16"
3 63.6120.52°  |6.35+0.12° 29.69+0.26°
4 67.43£0.40°  [12.59:0.22°  |20.72+0.30"
5 77.68+020° | 9.59+0.31° 12.6240.20°
6 75.05+0.21° 10.7120.50" 14.61+0.36°
! 76.49+036" | 2.6140.149 20.33+0.17"

Erkek sigir taze kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 5 (ge¢ konfluent)’ de elde edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.4. Erkek sigir donmus kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) S (%) G2IM (%)
1 674740420 [23.484037° | 9.48+0.10°

2 64.95+0.69" 15.674031° | 19.55+1.54°
3 68.1940.09°  [9.54+0.31° 22.04+0.13°
4 78.78+0.16" 11.100.08° 10.220.10%¢
5 82.46£0.34°  |5.69+0.28 11.84+0.10°
6 87.224024°  |6.3240.11° 6.55+0.25

7 90.26£0.13°  |2.52:0.40° 7.18+0.18°
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Erkek sigir donmus kas hiicrelerinde grup 2 ve 3 (sirastyla roskovitin-1 ve 2) harig
diger deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek G1/G0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum
aclig)’ de elde edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.5. Erkek s18ir taze kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 51.05:0419  [22.17+0.15°  |27.70+0.21°
2 64.03£0.14°  |12.99+0.18° | 23.83+0.15°
3 59.59+0.37" 17.70£0.40% 24.28+0.37°
4 67.3240.11° | 9.55+0.33¢ 25.130.59°
5 77.494039° | 9.56+0.33 12.51£0.33f
: 74.69+.46° 11.89+0.37° | 13.58+0.43°
! 76.2240.19° | 7.39+£0.40° 16.30+0.07

Cizelge 4.6. Erkek sigir donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2IM (%)
1 53.37+0.24° 23.16£0.66° 21.76+0.31f
2 76.20£0.12°  |3.712023° | 19.79+0.26"
8 61.35+0.11° 10.34£0.07° | 28.58+0.13°
4 79.9140.04° | 7.00+0.20° 13.03+0.03¢
5 82.8540.66°  |4.66+0.33° 12.45+0.34°
6 86.180.18% | 1.55+0.21 13.55+0.34°
! 85.124.010° | 1.55+0.22° 13.47+0.31°¢
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Erkek sigir taze kikirdak hiicrelerinde grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2) harig
diger deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da
konfluent)’ de elde edilmistir (Cizelge 4.5).

senkronize etmistir, ancak en yiiksek G1/G0 orami (P<0.05) grup 5 (ge¢

Erkek sigir donmus kikirdak  hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkhi
senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir,
ancak en yliksek G1/GO oranlar1 (P<0.05) grup 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum

acligl)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.6).

Disi sigir taze fibroblastlarda tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum agligi)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.7).

Disi sigir donmus fibroblastlarda tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.7. Disi s1g1r taze fibroblastlardahiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 65.20£0.17  |23.46:0.35% | 11.49+0.19°
2 73.06£0.13% | 17.4940.38° | 7.79+0.15"

3 76.96:03°  |13.52£0.32°¢ | 9.34+0.22°

4 69.76£0.28° |9.41£0.17° | 20.48+0.08
3 73.61+0.37° | 12.98£0.06" | 13.63+0.20°
6 81.65£0.33° | 8.53+0.32° 9.94+0.03°

7 84.43:0.45% |5.42+0.33" | 9.51+0.072°
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Cizelge 4.8. Disi sigir donmus fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GI/G0 (%) S (%) G2IM (%)
1 62.34£0.15% | 21.9240.07° | 15.46£033°
2 72.64£022° | 11.52£0.19° | 15.70£0.37"¢
3 64.44£034"  |21.604029° | 15.44+031°
4 69.55£027° | 14.29+024° | 16.21+0.02°
5 71.19£0.22¢ | 10.69+0.29Y | 18.03+0.06°
: 75.57£0.19°  |9.91£0.05° | 14.50+0.38°
! 79.38+0.22° [ 6.53+0.25" | 14.48+0.40"

Cizelge 4.9. Disi si1g1r taze kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2IM (%)
1 68.42+40.44° | 13.7040.24°  [17.53+0.34°
2 84.44+033%  [327+0.19%¢ | 12.62+0.38"
3 84.34+031°  |3.55+0.39° 11.51£0.20°
4 83.93£1.25%  |5.44+0.38 11.69+0.31°
3 86.25:0.11°  |2.99+0.19° 10.710.30°
6 92.294030° | 1.52+0.27° 6.830.09°

7 94.90+0.05° 1.95+0.01° 3.33+0.43

Disi sigir taze kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.10. Disi s1gir donmus kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2IM (%)
1 76.5940.31° | 10.180.15% | 12.80+0.29"

2 89.47+0.18  |0.66+032"  [9.75+0.20°

3 86.84+0.14°  |3.5320.07°  |9.66+0.25°

4 82.4740.53° | 5.65+£0.24° 11.81£0.12°

5 84.424037° | 8.550.36" 15.47+0.17°

: 84.15:0.13°  |3.12£0.07% | 9.76+0.25

7 89.63:031°  |2.50£033°  |8.20£0.31°

Disi sigir donmus kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek
G1/G0 oranlar1 (P<0.05) grup 2 (roskovitin-1) ve grup 7 (120 saat serum agligi)’ den elde
edilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.11. Disi sig1ir taze kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 52.96£0.12° | 23.5040.34% | 23.45+0.27°
2 59.12+0.08° | 16.3240.41°  |24.4040.32"
3 55.75:032"  [17.732027° | 26.66:0.23°
4 64.10:0.20° | 16.26+0.09° | 19.08+0.10"
5 79.2240.05° | 7.6140.32" 13.040.03°
6 68.2120.09° | 15.30£0.07° | 16.42+027"
7 7035:0.17° | 12.47£034° | 16.95£0.04°
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Cizelge 4.12. Disi s1gir donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 53.55:038"  |20.25+0.12° | 25.68+0.19"
2 63.34+0.12°  |23.60£037° | 12.34+0.15°
3 63.16£0.14°  |5.69£0.349  [31.4240.19°
4 713120.13° | 13.60£037° | 15.3140.04°
5 7437+0.17% | 11.502028" | 14.55+0.24°
6 62.38+0.14°  |22.27+0.17° | 14.67+0.30°
7 70.14+0.16° 14.36+0.20" 15.41£0.37°

Disi sigir taze kikirdak hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 5 (geg konfluent)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.11).

Disi sigir donmus kikirdak hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek

G1/G0 oran1 (P<0.05) grup 5 (ge¢ konfluent)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.13. Disi si8ir taze graniiloza hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 65.03+0.14°  |8.89+0.40°  |25.360.17°
2 73.48+036°  [4.920.11° | 22.42+0.42°
3 7246503 | 6.64£034° | 19.59+0.30°
4 79.34+0.14*  [7.52£037° | 13.54+0.32°
3 79.39+0.14* [ 11.56£032° | 9.310.15

6 70.20£0.11% | 8.37+0.22° 20.35+0.16°
! 72.63£026°  |4.64£033° | 22.39:£0.49°
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Sigir taze graniiloza hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek
G1/GO oranlar1 (P<0.05) grup 4 ve 5 (erken ve ge¢ konfluent)’ den elde edilmistir (Cizelge

4.13).

Cizelge 4.14. Disi s1g1ir donmus graniiloza hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 59.25:020"  |21.59+0.13% | 19.41%0.16°
2 75.48+031° | 6.14£0.13° | 18.3920.10°
8 79.15£0.03* [ 1.8320.429 | 19.18+0.13°
4 72.52+40.15° | 4.18+0.01°  [23.28+0.18
5 76.28+0.08° |5.3320.15% | 18.49+0.40°
6 722040.76°  |4.79£0.19°  |22.33£0.17°
! 73.59+026°  [7.48£020° | 19.38+0.01°

Cizelge 4.15. Erkek koyun taze fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglar1

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2IM (%)
1 60.98+8.93° | 15.9745.02° | 23.04+11.04%
2 60.05+12.25° [10.15+5.77° | 29.79+6.57°

3 62.54£1.50° | 14.14+1.54%° |23.3242.66°
4 60.13+0.26° | 11.4940.39% |28.33+0.43

5 80.02+.07%  [2.358020°  |17.36+0.14°

6 60.29+0.60° | 12.3040.19%° |27.4120.10°

7 71.824058° | 1.60:033¢ |26-52+038%"
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Sigir donmus graniiloza hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/GO0 oranlar1 (P<0.05) grup 3 (roskovitin-2)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.14).

Erkek koyun taze fibroblastlarda sadece grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 7 (120 saat
serum agligl)’ de farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO oran1 (P<0.05) grup 5 (ge¢ konfluent)’
den elde edilmistir (Cizelge 4.15).

Erkek koyun donmus fibroblastlarda tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/G0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum agligi)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.16).

Erkek koyun taze kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.16. Erkek koyun donmus fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 62.55:0.43"  |16.49+037°  |20.78+0.10°
2 65.40£027°  |3.90£0.05"  |30.76+0.09°
3 68.26+0.34°  |9.83+0.13°  |28.53+0.20"
4 67.23£0.09°  |17.76+0.18° | 16.62+0.22"
5 68.40+1.30° 12.89+0.10° 19.20+0.26°
6 70.00£0.05°  |5.73£0.26° | 24.24+0.26°
7 75.5120.43% [ 3.87+0.15" 20.61+0.16°
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Cizelge 4.17. Erkek koyun taze kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2IM (%)
1 5435:0597  |22.72+029%  |23.52+0.32°
2 59.78+0.33f 11.68+0.28° 28.45+0.29°
3 62.63£026° | 7.59+0.30° 28.97+0.11°
4 74.754022° | 6.600.36" 14.490.38°
5 84.4840.39°  |7.3140.11° 7.65+0.41°
6 88.6040.29°  |5.37+0.26° 5.69+0.28"
! 91.38+031°  |3.04=0.11" 6.27+0.11°

Cizelge 4.18. Erkek koyun donmus kas hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2IM (%)
1 63.5940.43°  |17.30£0.22° | 19.2040.19°
2 65.66+0.32"  |14.69+0.32°  |19.76+0.20°
3 78.7240.16°  |9.65+0.11° 12.08+0.02°
4 75.10£0.11° | 18.65£0.10°  |7.27+0.06'

5 79.6240.15° | 8.62+0.32° 11.5540.21¢
6 88.43:0.40° | 3.55+0.31" 8.64+0.33°

! 92.56+0.07°  |3.78+0.16' 432:0.18°

Erkek koyun donmus kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.19. Erkek koyun taze kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 5225:027°  |19.53+0.46° | 14.84+0.15°
2 55.16£0.15°  |4.75£0.13°  |28.48+0.37"
3 55.70£021%  |4.41£020°  [29.4240.42°
4 69.39£0.24°  |2.23+0.55° 12.53+0.46f
5 69.67+0.18" | 5.38+0.23° 16.38+0.31°
6 59.51£021°  |5.38+0.10° 13.55+0.38°
! 84.5240.16°  |2.00+0.10° 13.24+0.09°

Erkek koyun taze kikirdak hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.19).

Erkek koyun donmus kikirdak hiicrelerinde grup 2 (roskovitin-1) hari¢ diger tiim
deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum
aclig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20. Erkek koyun donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GI1/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 68.75:027%  |19.510.17° | 11.02+0.03°
2 69.36:024°  [7.6540.21° 16.37+0.22"
3 56.76£027° | 17.6560.28" | 23.42+0.48"
4 77.54£0.10° | 5.93+0.04° 15.77+0.28°
5 79.48£020°  |4.33+0.27' 15.73+0.15¢
6 80.1340.08°  |4.09+0.02' 15.90:0.02°
! 81.9240.92° | 6.34+0.22° 12.54+0.17

Cizelge 4.21. Disi koyun taze fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | G1/G0 (%) S (%) G2IM (%)
1 50.30+0.66" 27.29+0.21° | 22.54+0.38"
2 51.33+0.72¢ 21.48+0.22° |27.62+0.15°
3 66.64+1.32° 16.30£0.21° | 17.05+0.03¢
4 84.6240.08°  |7.23+0.11% | 8.27+0.16'

5 82.63+0.15°  |7.110.05%  |8.27+0.16'

6 82.79+027%" |6.7840.25° | 10.65+0.10°
! 82.71£2.18%°  |6.1140.04" | 11.68+0.20°

Disi koyun taze fibroblastlarda grup 2 (roskovitin-1) hari¢ diger tim deney
gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da
senkronize etmistir, ancak en yliksek G1/GO oranlari1 (P<0.05) grup 4 (erken konfluent), grup
6 ve 7 (72 ve 120 saat serum aglig1) den elde edilmistir (Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.22. Disi koyun donmus fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 65.37+0.27"  |13.77+0.21° | 20.83+0.12°

2 6331£0.15°  |17.22:0.95%  |19.57+0.71"

3 56.6240.339  |9.79+0.11°  |33.53+0.32°

4 90.45£0.19°  |2.65£0.09°  |6.76:0.19°

5 81.56:022° |6.52+0.39°  |12.74+0.11°

6 96.38+026°  |1.29+021"  |2.48+0.05"

! 92.294026°  |0.5540.20°  |7.15+0.03°

Disi koyun donmus fibroblastlarda grup 2.3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2) hari¢ diger
tim deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna goére hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek G1/GO oranlar1 grup 6 (72 saat serum aglig1)’
dan elde edilmistir (Cizelge 4.22).

Disi koyun taze kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek

G1/G0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.23).

Disi koyun donmus kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.24).
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Cizelge 4.23. Disi koyun taze kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2/M (%)
1 62.06+1.32" 18.66+0.17° 19.45+1.05°
2 73.69+2.10° 11.2740.15° | 4.46+0.09°

3 88.214021°  |2.34+0.22" 9.55+0.12°

4 93.73£0.15" | 0.44+0.38° 5.59:0.22°

5 90.63£0.16° | 2.62+0.24" 6.90£0.06°

6 93.31£0.22¢ 0.39:0,22° 6.54+0.37°

! 95.404021° | 0.46+0.06° 4.1120.06°

Cizelge 4.24. Disi koyun donmus kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 49.79+1.969 17.37£0.27° 32.65+1.73°

2 50.06£1.32" [ 26.9+0.58° 25.98+0.58"

3 51.39+0.25° 21.38+0.24° 31.50+0.36°

4 76.8540.05° 15.7140.19%¢ | 8.40+0.21°

5 75.20+0.09¢ 15.93+0.06%¢ 10.02+0.03°

6 92.7240.12°  [3.80+0.14° 3.73+0.26°

! 94.68+037% | 2.44=0.28" 3.130.09°
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Cizelge 4.25. Disi koyun taze kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 60.41£1.01° | 20.65+0.70% 19.03+1.12°
2 61.26+10.44° |19.34£026° | 20.51£0.26°
3 66.90+1.50° | 14.16:2.24° | 19.00+2.02°
4 76.98+0.70° | 9.63+0.13° 15.59+0.26
5 83.49+0.07" | 3.44+0.23° 12.86+0.28%¢
6 81.34£0.75* | 5.86+0.16° 14.41+0.29°¢
7 80.70+0.13* | 8.63+0.12° 11.73+0.16°

Cizelge 4.26. Disi koyun donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglar1

GRUP | GI1/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 69.724026°  [23.32£0.57%  |7.48+0.22°
2 72.74£020%  |7.57£036° | 21.26£0.33%
3 74.41+0.33¢ 14.03£0.03"  |11.55+0.28"
4 87.63:022°  [3.8550.22°  [9.37+0.22°
5 85.732023°  [5.21%0.10° 9.48+0.14°
6 89.32£029°  [1.18+0.09" 9.66+0.11°
! 89.26:020°  |2.524037°  |8.6620.22°

Disi koyun taze kikirdak hiicrelerinde grup 2 ve 3 (roskovitin-1ve 2) hari¢ diger tiim
deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri

G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek G1/GO oranlar1 (P<0.05) grup 5 (geg
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konfluent). grup 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge
4.25).

Disi koyun donmus kikirdak hiicrelerinde grup 2 (roskovitin-1) hari¢ diger tiim deney
gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da
senkronize etmistir, ancak en yiiksek G1/G0 oranlar1 (P<0.05) grup 6 ve 7 (sirastyla 72 ve 120
saat serum acligi)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.27. Disi koyun taze graniiloza hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) S (%) G2/M (%)
1 56.84+3.41° |22.38+2.64% [20.07+0.88"

2 67.62£1.56° |2.52£0.70° | 29.86:2.24°

3 69.06+2.89°  |2.92+0.84%¢ [29.68+3.09%

4 87.58+0.28*  |4.63£0.31°% |8.25+0.14°

5 78.58+0.15°  |5.50+0.18"¢ | 15.40+0.32°

6 85.45:028° | 6.55£0.23% | 7.64+0.29°

7 84.67+0.35° [7.2740.23°  [7.95+0.03¢

Koyun taze graniiloza hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek
G1/GO oranlart (P<0.05) grup 4 (erken konfluent) grup 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum
aclig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.27).

Koyun donmus graniiloza hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek

G1/G0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.28. Disi koyun donmusg graniiloza hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglar1

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 60.6020.22°  |20.25:0.36° | 19.51+0.37°

2 78.5320.29° | 12.54£0.37° |9.21+0.19¢

3 83.7240.06°° |2.81+0.15" | 13.56+0.16"
4 83.29+0.24°¢ |3.84+0.16° |13.51£0.21°

5 84.11£1.51° | 5.5240.12% | 9.65+0.28°

6 82.66:0.11°  |6.33£021° | 11.38+0.34°
! 85.66+0.31%  [2.33+0.32¢ | 12.48+031°

Cizelge 4.29. Erkek keci taze fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2/M (%)
1 60.24+3.44°  [21.0940.40° | 18.570.16°
2 65.59+5.94°  |8.3240.14°  [27.23:0.36°
3 65.65:1.34% | 6.6620.08°  |27.76+0.28°
4 74.114339°¢  |4.24+0.14° | 22.53+0.35"
5 7433+0.16°° | 8.48+0.16° | 18.11x0.13°
6 79.08£1.21°° | 1.8120.22° [ 19.010.48°
! 81.5742.50°  |4.49£0.18" | 14.65£0.37°

Erkek keci taze fibroblastlarda tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yiiksek
G1/GO0 oranlar1 (P<0.05) grup 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum agligi) den elde edilmistir
(Cizelge 4.29).
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Cizelge 4.30. Erkek keci donmus fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) | S (%) G2/M (%)
1 63.66+1.15° | 16.0041.00° | 19.66+0.57°
2 65.5945.94° | 6.8340.38"  |28.21%0.28
3 67.4242.61°  |9.7540.03°  |23.610.35"
4 74.114339°  |8.73£0.23° | 17.29+0.31°
5 74.00£0.61°  |3.08£0.04  |22.2240.15°
: 79.08+121%°  |4.1520.04° | 16.70+0.28"
! 81.7742.41°  |0.98£0.22°  [16.98+0.32°"

Erkek kec¢i taze kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.31).

Cizelge 4.31. Erkek keci taze kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 57.34£1.07°  |23.61£2.17° | 19.08+1.02°

2 62.91+1.41° 10.62+1.26° | 26.46+0.27°

3 67.58+0.45° | 6.62+1.57°  |25.79+1.13°

4 8336+1.13° |5.88£0.02°¢ | 11.11:0.09°

5 86.53+0.23"  |5.44£0.22°0  |8.33+0.09°

6 75126807 |4.16£0.05°  |5.05£0.07°

7 01483028  |327£020°  |4.532035°
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Erkek ke¢i donmus kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.32).

Erkek kegi taze kikirdak hiicrelerinde (P<0.05) sadece grup 6 ve 7 (sirastyla 72 ve 120
saat serum ac¢lig1) olmak iizere iki senkronizasyon uygulamasi kontrol grubuna goére hiicreleri

G1/G0’da senkronize etmistir (Cizelge 4.33).

Cizelge 4.32. Erkek keci donmus kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 72.77+1.29¢ 13.16+0.09% 13.84+0.14°
2 64.14+0.86" 12.53+0.36° 23.36+0.50°
3 65.74+0.68°  |11.60£0.32° | 23.18+0.18
4 75.204028° | 4.38+0.47° 20.46+0.04°
5 76.58+0.47° | 5.24+0.18° 18.22+0.11°
6 82.29+1.14°  |3.06+0.07" 14.43+0.34°
! 84.95:037°  |2.87+0.08" 12.14+0.13f

Cizelge 4.33. Erkek keci taze kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 64.0044.66° | 14.7240.63*  [21.00+1.21°
2 64.2642.02° | 8.51+0.07° 26.77+0.58°
3 63.7241.98"  |9.4740.07°  |26.44+0.08%
4 62.10£1.46°  [12.61:0.68° | 24.41+0.46°
5 6533£3.20° | 8.200.26° 26.21£0.24%
6 66.94+1.55" [ 9.4240.11° 24.10+0.10°
7 66.6241.39" | 10.50:0.34° | 15.470.44°
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Cizelge 4.34. Erkek keci donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) S (%) G2/M (%)
1 4736+120° |21.7242.160  [30.91+1.00°
2 50.29+1.24° |10.23+3.47%Y  [39.52+2.232
3 50.56+0.58° | 13.14+0.12° 36.61+0.76"
4 65.98+0.32° | 7.55+0.06% 22.5340.18°
5 67.43£2.87° |7.36+0.07 21.86+0.10°
6 73.56+0.65° | 9.86+0.08%¢ 16.88+0.08°
7 75.16£0.25% [12.65+0.19°¢ [ 12.23+0.15"

Cizelge 4.35. Disi keci taze fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) S (%) G2/M (%)
1 70.46:121° | 1526+0.09° | 15.26:0.71°

2 71.83£0.69°° | 6.89+40.05°  |22.24+0.19°

8 73.2342.05%  |7.0520.06°° | 19.27+0.16°

4 82.24+0.66°  |8.39+0.16° | 9.400.05°

5 83.41+037°  |634+0.12°  [9.66+0.25°

6 85.84+0.66°  [7.2240.15°  |6.2040.16°

7 88.68+1.33"  |6.29+30° 4.30+0.17"

Disi kegi taze fibroblastlarda tiim deney gruplarinda farkli

senkronizasyon

uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmistir, ancak en yliksek

G1/G0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum agligi)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.35).
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Cizelge 4.36. Disi keci donmus fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 72.70£035° | 15.2550.05° | 11.79+0.34°
2 68.39+028¢ | 14.38£031° | 17.25+0.22"
3 71.7742.36°  |7.2820.15°  |20.23+0.14°
4 84.2340.30° |3.5540.37°  [12.63+0.25
5 85.624230° |6.5240.320 | 14.37£0.18°
6 904.04£0.16*  |2.89:0.09"  |3.43+0.46'

! 96.01£0.83*  |3.2240.19% | 1.10+£0.37°

Disi ke¢i donmug fibroblastlarda grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2) hari¢ diger
deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO oranlar1 (P<0.05) grup 6 ve 7 (sirasiyla
72 ve 120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.36).

Cizelge 4.37. Disi keci taze kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2/M (%)
1 71.19+0.78¢ 12.43+0.11° 16.54+0.30°

2 67.25+0.17° 15.32+0.02° 17.12+0.08°

3 69.29+0.64° | 13.60£037°  |16.31+0.08"

4 78.88+1.78° 4.27+0.20° 13.25+0.28¢

5 82.3240.82°° | 6.27+0.23° 14.100.09¢

6 85.67+£5.68%°  |3.21+0.24' 11.93+0.09°

/ 88.10+0.30° 4.18+0.05° 7.3120.12f
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Cizelge 4.38. Disi keci donmus kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 72.18+0.24° 12.24+0.17° 15.49+0.30°
2 6827+1.07  [12.7940.11° | 18.30+0.07°
3 70.09£0.24°"  [11.32+0.08° | 18.60+0.30°
4 78.88+2.32¢ 10.26+0.20" 11.02+0.07°
5 82.1543.14° | 7.43+0.48° 9.54+0.06°

: 85.3141.02°  [6.2240.09' 14.55£0.27°
! 92.69+1.15%  [2.27+0.28° 5.14+0.09"

Disi keg¢i taze kas hiicrelerinde grup 2 ve 3 (sirastyla roskovitin-1 ve 2) hari¢ diger
deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO oranlar1 (P<0.05) grup 6 ve 7 (sirastyla
72 ve 120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.37).

Cizelge 4.39. Disi keci taze kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2IM (%)
1 72.04+0.73%  [5.64+0.30°  |22.67£0.27°

2 64.96+2.98"  |9.22+0.18*  |25.51£0.32°

3 68.21£0.60°  |0.92£026'  |31.51£0.35°

4 75.34£035° | 7.18£0.010° | 18.04+0.02°

5 78.14£0.42°  |821£0.15° | 14.28+0.12"

6 80.13£0.17°  |2.24%0.13° | 17.450.15°

! 85.5740.38" | 8.17£0.05°  |6.25+0.17°
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Disi ke¢i donmus kas hiicrelerinde grup 2 ve 3 (sirastyla roskovitin-1 ve 2) hari¢ diger
deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO orami (P<0.05) grup 7 (120 saat serum
acligl)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.38).

Cizelge 4.40. Disi keci donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2/M (%)
1 53.37+0.41¢ 23.4033+0.39% | 23.64+0.17°
2 52674245 |15.5567+031° |31.5240.35"
3 52.88+221°  |10.3900£0.07° |36.57+0.17°
4 72.69+0.80° 8.2733+0.16° 18.31£0.16°
> 74.13+0.34°°  |6.5900+0.31" 19.45+0.14¢
6 75.17+£0.45%°  |7.3100+0.10° 17.39+0.14"
7 77.15+£0.12% 5.1667+0.10° 17.18+0.14"

Disi keci taze kikirdak hiicrelerinde grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2) harig
diger deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum
aclig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.39).

Disi keci donmus kikirdak hiicrelerinde grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2) harig
diger deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO oranlar1 (P<0.05) grup 6 ve 7 (sirasiyla
72 ve 120 saat serum agligl)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.40).

Keci taze graniiloza hiicrelerinde grup 2 ve 3 (sirastyla roskovitin-1 ve 2) hari¢ diger
deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum
aclig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.41).
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Cizelge 4.41. Disi keci taze graniiloza hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) S (%) G2/M (%)
1 79.08+0.72°  |3.98+0.76° | 16.93+0.03°

2 76.50£0.06" |5.26+0.07° | 18.23+0.04°

3 75.38£027° |6.32+0.08% | 18.30+0.35°

4 85.54+033¢ |3.3240.19° [ 11.13+0.14°

5 88.18+023°  |2.24+0.10° |9.57+0.16°

6 86.46:0.13° |3.15:0.029 | 10.39+0.15

7 91.29+0.06° [2.08+0.04° [6.62+0.08"

Keci donmus graniiloza hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yliksek

G1/G0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.42).

Cizelge 4.42. Disi keci donmus graniiloza hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 72.68+0.14°  |7.30£0.20° | 18.41:£0.06"
2 7432£0.08" | 6.30+0.10°° | 19.37:£0.08°
3 75.28+0.07° |5.2240.08°  |19.49+0.06°
4 79.73£028° | 4.4040.16° | 15.86:20.24°
5 85.29+40.15°  |3.24+0.22° | 11.46+0.35°
6 81.30+£0.17° | 3.62+0.05" 15.07+0.21¢
7 87.92+0.54*  |2.66+0.24 9.41+0.31"
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Cizelge 4.43. Erkek manda taze fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglar1

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 75.43£045° | 12.25:0.59° | 12.30£0.87°
2 78.3240.18° | 4.8240.41° | 16.850.58°
3 79.36£1.07° | 3.15£0.83° | 17.47£0.55°
4 86.54:236°  [3.15£0127° |10.31£1.10°
5 92.51£0.13° | 1.67+0.34%¢ | 5.8140.39°

6 87.57+1.08° | 2.78+0.90°¢ [ 9.61+0.40°

! 95.10+0.51° | 1.13+0.03°  |3.86+0.62°

Erkek manda taze fibroblastlarda tim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek

G1/G0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.43).

Cizelge 4.44. Erkek manda donmus fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/G0 (%) S (%) G2/IM (%)
1 75.85+0.94° 13.33+0.14% 14.80+7.49%

2 78.74+0.93% | 7.97+0.65" 13.28+0.54°

3 76.36+0.11° | 13.47+0.33% | 10.430.03%"
4 89.08+£1.23°  [5.23£1.28°  |5.68+0.31"°

> 93.46£0.43%  |3.27+0.52° 3.25+0.80°

6 91.32+£1.06° |2.55+0.49° | 6.11£0.84

! 93.20+0.28° | 1.24+1.04° 5.55+0.83"¢
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Erkek manda donmus fibroblastlarda grup 3 (roskovitin-2) hari¢ diger deney
gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da
senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO0 oranlar1 (P<0.05) grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 7
(120 saat serum agligi)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.44).

Cizelge 4.45. Erkek manda taze kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) S (%) G2/IM (%)
1 53.96:0.81°  [23.78+1.64°  |22.2542.22°
2 55.36+0.14  [17.100026°  |27.54+035°
3 54.90+0.55"  [19.930.18° | 25.16+0.36"
4 74.14+0.14° 11.44+0.53¢ 14.41+0.40"
5 79.5040.26" | 9.44+0.09° 11.05+0.32°
6 78.62+0.72" 10.35£0.29% | 11.02+1.01°
! 83.99+0.54* | 4.1020.10" 11.90+0.55°

Cizelge 4.46. Erkek manda donmus kas hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GI/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 55.94+0.59°  [17.17:0.71* | 27.08+0.83%
2 57.74£0.48°  |15.83£047° | 26.42+0.51°
3 57.5500.64° | 16.20£0.94*" | 26.25+0.62°
4 75.18£0.66° | 11.3120.85° | 13.50£0.48"¢
5 79.5420.48" | 6.09+0.73° 14.36+0.85°
6 77.89+0.70°  |5.78+0.27° 16.32+0.98"
[ 82.92+0.56* | 4.41£0.39" 12.66+0.36°
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Erkek manda taze kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yliksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.45).

Erkek manda donmus kas hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.46).

Cizelge 4.47. Erkek manda taze kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | G1/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 78.58+0.57%  [11.9040.43° | 9.512:0.24°

2 77.62£029° | 9.54£0.07° | 12.84+033°
3 78.04£0.23% | 9.66:0.62° | 12.29+40.44°
4 90.304020°  |2.45:023°  |7.24+021°

5 92.23+025°  [1.812025°  |5.95+0.49"

6 90.79+0.28°  [3.35:0.34°  |5.85:0.63

! 94.81£0.70°  [1.19:0.06'  |3.98+0.66°

Cizelge 4.48. Erkek manda donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) S (%) G2/M (%)
1 59.24+0.51" 15.36£1.58" 25.40+1.25°
2 61.37+9.54° 12.83+0.22° 25.79+0.31°
3 60.9740.45° | 14.10+1.08%°  |24.93+1.29°
4 76.16£0.18%  |10.20£035° [ 13.62£0.51"
5 83.8040.19° | 8.37+0.20° 7.81£0.27°

6 84.80£0.37°  |2.51+0.60" 12.67+0.22°
! 90.08£0.50° | 1.09+0.21° 8.82:0.69°
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Erkek manda taze kikirdak hiicrelerinde grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2) harig
diger deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO orami (P<0.05) grup 7 (120 saat serum
aclig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.47).

Erkek manda donmus kikirdak hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkhi

senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis,
ancak en yiiksek G1/GO orani (P<0.05) grup 7 (120 saat serum agligi)’ den elde edilmistir

(Cizelge 4.48).

Cizelge 4.49. Disi manda taze fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP | GI1/GO (%) S (%) G2/M (%)
1 77.544123%  [7.242333%°  |15.20+331°
2 76.48+0.17%¢  |8.30£0.14* | 15.15+0.39"
8 75.14£0.61°  |3.89+1.41°  |20.96:0.79°
4 80.22+136°  |8.59+1.74° | 11.18+0.59°
5 901.25+0.54°  |4.78+0.11°° | 3.96+0.60°

6 85.5440.29°  [4.33+022°  [10.12+0.52°
! 92.14+0.18°  |4.12£0.02°  |3.73+0.19°

Disi manda taze fibroblastlarda grup 2 ve 3 (sirastyla roskovitin-1 ve 2) hari¢ diger
deney gruplarinda farkli senkronizasyon uygulamalari kontrol grubuna gore hiicreleri
G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek G1/GO oranlar1 (P<0.05) grup 5 (ge¢ konfluent)
ve grup 7 (120 saat serum agligi)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.49).

Disi manda donmus fibroblastlarda tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yliksek
G1/GO0 oranlar1 (P<0.05) grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 7 (120 saat serum agligi)’ den elde
edilmistir (Cizelge 4.50).
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Cizelge 4.50. Disi manda donmus fibroblastlarda hiicre siklus analiz sonuglar

GRUP | GL/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 76.90+0.37% | 12.06+0.20° | 11.03+0.56"
2 78.39£0.67° | 7.55:1.84°° | 14.04+1.24°
3 78.724024°  |7.19£0.09° | 14.080.29°
4 81.35+1.36" [8.76£0.91" 9.88:+0.64"
5 91.38+0.79% |2.93£0.62°  |5.65+1.31°
6 82.53:032° |4.842035%  |12.62+0.67°
! 92.3440.17°  |2.34£0.15°  |5.3140.31°

Cizelge 4.51. Disi manda taze kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO0 (%) S (%) G2/M (%)
1 59.99+0.83° 19.25+£1.22%  |20.76+1.95%
2 78.48+£0.19° | 13.5020.47° |8.02+0.32°

3 79.29+025%  |6.46:0.31° | 14.230.56"
4 86.63+0.84° | 4.15:0.15°  |9.20+0.99°

5 87.72+0.90°  |3.80+1.34%  |8.46+01.75°
6 90.17+01.01°  |2.39+026" | 7.42+1.27%¢
! 91.85:0.48°  |2.54+0.14%"  |5.60+0.62°

Disi manda taze kikirdak hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yiiksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.51).

Disi manda donmus kikirdak hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkl

senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis,
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ancak en yiiksek G1/GO orani (P<0.05) grup 7 (120 saat serum agligi)’ den elde edilmistir

(Cizelge 4.52).

Cizelge 4.52. Disi manda donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglari

GRUP G1/GO (%) S (%) G2/M (%)
. 69.58+1.15° | 17.13£1.24* | 13.29£1.57*"
2 73.56+2.93% | 11.38+0.15° | 15.05+02.78?
3 70.81+0.67° | 15.8240.42° |13.36x0.37*"
4 79.28+0.58"¢ | 7.51+0.38° 13.20+0.24%P
> 81.381.16°  |3.97+0.10 14.64+1.15°

6 78.21+0.22° 10.12+0.48% | 11.65+0.58"¢
! 86.994035%  |2.3120.30°  [10.70£0.25°

Cizelge 4.53. Disi manda taze graniiloza hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglar1

GRUP | GI1/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 58.30£0.15" | 19.94£0.79° | 21.74+0.68
2 65.402034° |16.77+0.18°  [17.82+0.47°
3 64.88+0.36° | 15.98+0.30°° | 19.130.66°
4 74.18+1.46° |15.38+0.08° | 10.43+1.54%¢
5 77.194025° |13.54+0.39°  |9.26+0.60%¢
6 75.45£0.17° | 13.65£0.22° | 10.89+0.36°
[ 81.22+0.87* |9.75+0.73° | 9.02+0.29°
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Disi manda taze graniiloza hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli senkronizasyon
uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis, ancak en yliksek

G1/GO0 oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ den elde edilmistir (Cizelge 4.53).

Disi manda donmus graniiloza  hiicrelerinde tiim deney gruplarinda farkli

senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicreleri G1/G0’da senkronize etmis,
ancak en yiiksek G1/GO orani (P<0.05) grup 7 (120 saat serum agligi)’ den elde edilmistir

(Cizelge 4.54).

Cizelge 4.54. Disi manda donmus graniiloza hiicrelerinde hiicre siklus analiz sonuglar

GRUP | GI/GO (%) S (%) G2IM (%)
1 59204027 [ 13.1040.53% |27.69+0.28°
2 61.97+0.12° | 12.83£0.57% | 25.18+0.69°
3 61.91+0.06° | 13.02£0.57* | 25.07+0.53
4 78.45:039° |6.7540.48° | 14.79+0.87°
5 82.68+0.21° |539+0.26° | 11.92+0.11°
6 80.31£0.70° |5.4140.49°  |14.27+0.38°
! 86.23+0.90° |3.62+0.34° | 10.17+1.12°
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4.4 Hiicrede Apoptoz ve Nekroz Analizi

4.4.1 RNaz Optimizasyonu

Yapilan literatiir taramasi sonucunda Annexin V/Propidyum iyodit ile yapilan apoptoz
analiz calismalarinda eklenen RNaz’in yanlis pozitif sonuglar1 ortadan kaldirdigr goriilmiis ve

bunun iizerine kendi hiicre gruplarimizda RNaz’1n etkisi arastirilmistir.

£
[=] s = wrETee e wrwren
1 10 103 104
ANMNEXIM V FITC

Quadrant Statistics

Sample 1D: 7

Tubae: PlaANNEXIN V

Acquisition Date: 06-Sep-13

Gate: G1

X Paramater: ANMEXIN V FITC (Log)
¥ Paramater; Propédium lodide (Log)
Quad Location: 348, 258

Quad % Galed % Tolal

nekrotik hicreler am 324
geg apoptotik hicreler 034 033
canh hicreler pe21 - 0414

014 014

erken apoptotik hicreler

Sekil 4.34. RNaz eklenmeyen boyama sonucu
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Quadrant Siatistics
Sample 10
Tube: PLeANNEXIN V
Acquisition Date: 06-Sep-13
Gate: G
X Parametor: ANNEXIN V FITC (Log)
Y Parametor: Propidium lodide (Log)
Ouad Location: 334, 250
Quad % Gated *% Total
nekrotik hicreler 030 0.29
o 0.15 0.15
ga¢ apoptotik hicraler 0090 0648
canli hicraler 0.15 0.15

Sekil 4.35. RNaz eklenen boyama sonucu

erken apoptotik hicreler

Cizelge 4.55. AnnexinV boyama protokoliinde RNaz kullaniminin etkisi

Hiicre tipi | RNaz | Canh | Nekrotik | Geg¢ Erken
A hiicre | hiicre apoptotik | Apoptotik
(%) | (%) (%) (%)
Kikirdak Yok |96.21 |3.31 0.34 0.14
Kikirdak Var 99.39 | 0.3 0.15 0.15
Fibroblast | Yok |96.56 | 2.82 0.45 0.17
Fibroblast | Var |98.32 | 1.29 0.24 0.15

Cizelgede de goriildigi gibi RNaz eklenen ve eklenmeyen

boyama isleminde hiicre

canliliginda anlamli farkliliklar g6zlenmis, RNaz kullanilmasi uygun goriilmiistiir.
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4.4.2 Apoptoz ve nekroz analiz sonuglari

Sonuglar asagidaki sekilde degerlendirilmistir.

Hiicrelerin boyut
g- ve a g
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T ]
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Sekil 4.36. Canlilik analiz sonuglarinin degerlendirilmesinin gosterimi
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BD FACS Calibur cihazi kullanilarak yapilan hiicre canlilik analizlerinden iki tanesi 6rnek

olarak agagida verilmistir.

Quadrant Statistics

Sample ID: 10 fioroblast 1. grup-1
Tube: PI+ANNEXIN V

Acquisition Date: 07-Nov-13

Gate: G1

X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log)
Y Parameter: Propidium lodide (Log)
(Quad Location: 158, 191

103
1

Propidium lodide
102
1

Quad % Gated %% Total

o nekrotik hiicreler 213 208
TR T e e e apoplthireer 02 03
ANNEXIN V FITG canh hiicreler 9717 9485

erken apoptotik hiicreler 038 037

Sekil 4.37. Sigir fibroblastlarinin kontrol grubu
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104
1

103
1

Propidium lodide
102
1

100 10!

ANNEXIN V FITC

Quadrant Statistics

Sample 1D: 11, fibroblast 4.grup-1

Tube: PANNEXIN V

Aoquisition Date: 08-Nov-13

Gate: G1

X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log)
Y Parameter: Propidium lodide (Log)

Quad Location: 165, 175
Quad % Galed % Tolal

nekrotik hiicreler 301 280
gec apoptotik hiicreler 040 037
cenh hiicreler 938 89.73

erken apoptotik hiicreler o1 9

102 103

Sekil 4.38. Sigir fibroblastlarinda erken konfluent grubu

Cizelge 4.56. Erkek s1g1r taze fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

! 96.37+0.22° 2.06+0.15°" 0.05+0.03" 1.06+0.10"

2 95.15+1.21° 1.19+0.15° 0.15+.00° 2.55+1.15°
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3 96.30+0.47" 1.66+0.48"° 0.08+0.04° 1.4240.11°
4 94.99+0.27° 2.39+0.05" 0.12+0.072 2.42+0.37%
> 92.08+0.40° 4.00+2.22° 0.07+0.04° 2.16+1.84°
0 98.11£0.212 1.44+0.14"° 0.04+0.02" 0.28+0.03°
! 96.210.22° 1.75+0.12° 0.08+0.04" 1.04+0.12°

sayisinda senkronizasyon gruplari arasindaki tek fark grup 5 (ge¢ konfluent)’ de olmus,
digerlerine goére nekrotik hiicre orani istatistiksel olarak (P<0.05) yiiksek ¢ikmugtir. Ayrica
grup 2,4 ve 5’ de erken apoptotik hiicre orani da yiiksek bulunmustur. Hiicre canlilik oraninin
en diistik oldugu grup 5. grup iken yine diger gruplara oranla canlilik orani istatistiksel olarak

(P<0.05) diistik olan diger iki grup da grup 2 (roskovitin-1) ve grup 4 (erken konfluent) olarak

bulunmustur (Cizelge 4.56).

apoptotik hiicre oran1 grup 6 (72 saat serum agtig1)’ da bulunurken, ayn1 zamanda en diisiik
canlt hiicre oran1 (P<0.05) da yine ayn1 grupta goriilmiistiir. Nekrotik hiicre orani ise grup 2

(roskotivin-1)’ de istatistiksel olarak (P<0.05) diger gruplardan yiiksek bulunmustur (Cizelge

4.57).

Erkek sigir fibroblastlarda kontrol grubu da dahil olmak {iizere nekrotik hiicre

Ayn1 hiicrelerin donmus olanlarinda ise istatistiksel olarak en yiiksek ge¢ ve erkek

Cizelge 4.57. Erkek sigir donmus fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 95.45+0 83" 3.85+0.83" 0.02+0.05° 0.40+0.08°

2 94.19+1.64 " 5.43+1.48° 0.1420.11°¢ 0.2240.11°

3 95.3241.07° 3.07+0.82"¢ 0.490.36"¢ 1.08+0.29"

4 cd c c
97 42+0 252 2.24+0.22 0.11+0.03 0.21+0.03

5 a 1.3140.09° b.c c
97.98+0.30 . .09 0.30+0.10 0.41+0.26
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92.04+1.34°

2.45+0.09%¢

2.47+0.85°

3.03+0.46°

95.12+0.68"

2.73+0.05°¢

0.85+0.29"

1.29+40.37°

Cizelge 4.58. Erkek si1g1ir taze kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEEKROTiK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 94.73+1.26" 2.43+1.16° 0.79+0.19° 2.05+0.14%
2 90.87+0.22° 7.81+0.17° 0.930.04° 0.38+0.02°
3 91.42+0.88° 5.57+1.12° 0.77+0.09% 2.23+0.30°%
4 97.03+1.27 2.2241.20% 0.29+0.15° 0.45+0.09°
5 94.90+0.57" 4.40+0.64 0.34+0.05° 0.34+0.13"
: 97.09+0.17° 1.5040.07°¢ 0.82+0.07° 0.57+0.17°
! 98.08+0.09° 0.74+0.12° 0.58+0.00° 0.58+0.05"

Erkek si1gir taze kas hiicrelerinde istatistiksel olarak en yiiksek (P<0.05) nekrotik hiicre

oranlart sirastyla grup 2 (roskovitin-1). grup 3 (roskovitin-2) ve grup 5 (ge¢ konfluent)’ de

goriiliirken, en diistik hiicre canlilik oranlar1 (P<0.05) roskovitin gruplarinda (grup 1 ve 2)’ de

tespit edilmistir (Cizelge 4.58).

Cizelge 4.59. Erkek sigir donmus kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 94.12+0.65%¢ 4.38+1.51° 0.44+0.02° 1.04+0.19°

2 95.43+0.17>¢ 2.15+0.06" 0.96+0.03" 1.45+0.09"

3 90.98+0.58° 5.03+0.36° 0.77+0.13° 3.21+0.65°

4 96.98+0.29" 1.42+0.12°¢ 0.70£0.08° 0.89+0.43"
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5 99.65+0.05° 0.28+0.02° 0.04+0.03¢ 0.01+0.01°
6 91.87+0.73° 5.35+0.36° 1.29+0.112 1.41+0.83°
7 93.0142.54%¢ 5.30+1.19° 1.56+0.20% 1.45+0.15°

Cizelge 4.60. Erkek s1g1r taze kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)
1 97.80+0.18" 1.64+0.18° 0.30+0.04%¢ 0.24+0.02¢
2 98.12+0.17° 1.130.13° 0.22+0.03°f 0.52+0.07°
3 94.13+0.12¢ 1.21£0.11° 1.00+0.02° 3.63£0.19%
4 94.72+0.23° 2.84+0.14% 1.33£0.07° 1.09+0.07°
5 92.88+0.26° 2.67+0.20° 3.84+0.17% 0.59+0.03°¢
: 99.25+0.03% 0.50+0.06" 0.08+0.03" 0.15+0.04¢
! 97.45+0.24° 1.69+0.16" 0.38+0.06" 0.48+0.09°

Erkek donmus kas hiicrelerinde ise senkronizasyon gruplari arasinda en yliksek
nekrotik hiicre oranlari1 (P<0.05) grup 3 (roskovitin-2), grup 6 (72 saat serum aghgi) ve grup
7 (120 saat serum acligi)’de bulunurken yine ge¢ ve erken apoptotik hiicre oranlar1 da serum
aclig1 gruplarinda (grup 6 ve 7) digerlerinden yiiksek (P<0.05) olmustur. Donmus kas
hiicrelerinin kontrol grubunda da nekrotik hiicre oraninin benzer sekilde yiiksek bulunmasi
donmanin kas hiicreleri ilizerindeki genel bir olumsuz etkisine isaret etmektedir. Deney
gruplart i¢cinde en diisiik hiicre canlilik oranlar1 (P<0.05) grup 3, grup 6 ve grup 7’de
gorilmistiir (Cizelge 4.59).

Erkek sigir taze kikirdak hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oran1 (P<0.05) grup 4
ve 5 (erken ve gec konfluent)’ de goriiliirken, en yiliksek (P<0.05) ge¢ apoptotik hiicre orani
grup 5’de, en yiiksek erken apoptotik hiicre orani ise grup 3 (roskovitin-2)’ de goriilmiistiir.
En diisiik hiicre canlilik oranlar1 (P<0.05) ise grup 3 (roskovitin-2), grup 4 ve 5 (sirastyla
erken ve ge¢ konfluent) gruplarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.60).
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Cizelge 4.61. Erkek s1gir donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j:_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 96.03+0.25° 2.51+0.20° 0.52+0.10° 0.93+0.01°
2 93.90+0.35° 4.47+0.22° 0.39+0.10° 1.2340.06"
3 96.42+0.62° 1.81£0.64° 0.18+0.02° 1.58+0.11°
4 93.33+0.56° 6.50+0.56% 0.060.03° 0.10+0.02°
5 96.22+1.16% 3.65+1.16"° 0.04+0.02° 0.08+0.02¢
: 93.98+0.04>° 5.97+0.03% 0.02+0.01° 0.02+0.00¢
! 94.66+0.40° 2.76+0.36% 1.5740.04° 1.01£0.01°

grup 4 (erken konfluent), grup 6 (72 saat serum aglig1), grup 2 (roskovitin-1) ve grup 5 (ge¢
konfluent), en diisiik canli hiicre oranlart (P<0.05) ise grup 2, grup 4, grup 6 ve 7’de
gorilmistiir. Donmus kikirdak hiicrelerinin de uygulamalara tazelerden daha hassas oldugu

dikkat cekmektedir ve serum acligindan taze hiicreler etkilenmezken donmus hiicreler

olumsuz etkilenmistir (Cizelge 4.61).

Sigir erkek donmus kikirdak hiicrelerinde en yiliksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05)

Cizelge 4.62. Disi si1g1r taze fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglar

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 84.42+0.66° 11.56+0.57° 3.60+0.30° 0.41+0.03°

2 84.80£0.55° 7.55+0.43" 6.40+0.14° 1.75+1.06 *"

3 81.570.62° 13.67+0.65° 3.37+0.08" 1.38+0.47%"

4 86.34+0.73" 12.76+0.94° 0.29+0.01° 0.61+0.57"

5 84.63+0.30° 8.06+0.17° 5.07+0.15 2.24+0.15%
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82.25+0.96¢ 12.14+0.213 3.60+0.15" 1.49+0.53 %P

89.25+0.422 6.54+0.66° 2.85+0.14° 1.35+1.232P

Disi sigir taze fibroblastlarda en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 3
(roskovitin-2), grup 4 (erken konfluent) ve grup 6 (72 saat serum aglig1)’ da goriiliirken, en
yiiksek ge¢ apoptotik hiicre orani1 (P<0.05) grup 2 (roskovitin-2) ve grup 5 (gec¢ konfluent)’te
en diisiik canlilik oranlar1 grup 3 ve grup 6’ da tespit edilmistir. Ancak bu hiicre hattinda tiim
gruplarda digerlerine oranla diisen canlilik orani kiiltiir kosullarindaki veya hiicre hattindaki

bir sorun olabilecegi izlenimi vermistir (Cizelge 4.62).

Ayni hiicre hattinin dondurulmus 6rneginde yapilan ¢alismada en yiliksek nekrotik
hiicre oran1 (P<0.05) grup 3 (roskovitin-2) ve grup 5 (ge¢ konfluent)’ de goriiliirken, en
yiiksek (P<0.05) geg¢ apoptotik hiicre orani1 grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2) de tespit
edilmistir. En diisiik hiicre canlilig1 (P<0.05) grup 3 (roskovitine-2)’ de belirlenmistir. Bu
hattin taze 6rneginin tiim gruplarindaki donmus 6rnege oranla diisiik olan hiicre canlilig1 taze

ornegin kiiltlirii sirasinda meydana gelen genel bir duruma baglanmistir (Cizelge 4.63).

Cizelge 4.63. Disi sigir donmus fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 95.07+0.29° 2.29+0.14 1.6740.35" 0.96+0.40°

2 94.31+0.17° 2.59+0.14 2.37+0.45° 0.28+0.30°

3 92.20+0.19° 3.71+0.25% 2.38+0.09° 1.70+0.06

4 96.17+0.12" 1.44+0.11° 1.25+0.02°¢ 1.13+0.15%"

5 94.12+0.17° 3.34+0.62° 1.49+0.24"¢ 1.05+0.67°

6 97.01+0.26° 1.2120.15° 1.10+0.29° 0.67+0.13"¢

7 95.23+0.22° 2.07+0.05" 1.73£0.18" 0.9620.34°
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Cizelge 4.64. Disi s181r taze kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NIEKROTiK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 93.60+0.52° 4.91+0.29° 0.43+0.09%" 1.05+0.15%"

2 95.04+0.18° 3.97+0.09° 0.32+0.03° 0.66+0.10"°

3 95.33+1.27%¢ 3.33+0.87° 0.43+0.13%" 0.90:£0.46%"°

4 96.86+0.72%° 0.98+0.21¢ 0.56+0.09° 1.58+0.87°

5 97.9140.09° 1.10+0.13" 0.30+0.06 0.67+0.11°¢

6 96.52+0.43¢ 2.76+0.59° 0.55+0.14° 0.16+0.02°

! 95.86+0.62"¢ 2.9240.46° 0.51+0.04° 0.69+0.18 ¢

Disi sigir kas hiicrelerinin deney gruplarinda en yiiksek nekrotik hiicre oranlari

(P<0.05) grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2)’ de goriilmiis, ancak bu oran kontrol

grubunda daha yiiksek (P<0.05) bulunmustur.

Bu agidan bakildiginda hicbir uygulamanin

hiicrelerin canliliginda 6nemli bir diisiise sebep olmadig1 kanis1 yaratmistir (Cizelge 4.64).

hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 4 (gec konfluent) ve grup 6 (72 saat seum aglig1)’ da, en yiiksek
erken apoptotik hiicre oranm1 (P<0.05) grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2)’ de tespit
edilmistir. En diisiik canlilik oranlar1 (P<0.05) grup 3 ve grup 6’ da goriilmiistiir (Cizelge

4.65).

Disi sigir donmus kas hiicrelerinin senkronizasyon gruplarinda en yiiksek nekrotik

Cizelge 4.65. Disi s1gir donmus kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]jZ.KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 95.21+0.22" 2.57+0.28"° 0.66+0.22%¢ 1.40+0.04°

2 94.47+0.50>° 2.23+0.47° 1.22+0.18%" 2.07+0.13"

3 93.09+0.27%¢ 3.02+0.35° 0.92+0.36"¢ 2.960.16°
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4 94.23+1.49"¢ 4.80+1.56% 0.55+0.10%° 0.40+0.03%
5 97.23+0.91° 2.17+0.87° 0.29+0.04¢ 0.29+0.04°
6 92.73+0.51¢ 4.70+0.49% 1.40+0.27% 1.15£0.41°
! 97.08+0.53° 1.7040.43" 0.52+0.05¢ 0.69+0.18"

Cizelge 4.66. Disi s181r taze kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 94.66+0.67" 4.86+0.66° 0.25+0.05" 0.23+0.00°
2 94.58+0.43" 4.74+0.36° 0.45+0.09" 0.20+0.02°
8 96.06+0.08° 3.44+0.11° 0.27+0.07° 0.22+0.05°
4 92.10+0.64° 7.00£0.55% 0.65+0.11° 0.24+0.03°¢
5 91.12+0.54° 5.74+2.27° 1.69+0.57° 1.77+1.07°
6 93.49+0.29° 5.95+0.30° 0.34+0.06" 0.21+0.02°
! 91.71£1.76° 1.30+0.20° 1.41+0.35° 5.57£1.27%

(erken konfluent), grup 5 (ge¢ konfluent), grup 6 (72 saat seum achigi) ve 7 (120 saat serum

Disi sigir taze kikirdak hiicresinde en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 4

acligl)’ de tespit edilmis, en yliksek erken apoptotik hiicre orami (P<0.05) grup 7° de

goriilmiistiir. En diisiik canlilik oranlar1 (P<0.05) grup 4,5,6 ve 7°de bulunmustur (Cizelge

4.66).

Cizelge 4.67. Disi s1gir donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 93.76+1.04° 5.30+1.37° 0.68+0.33° 0.25+0.09¢

2 91.64+1.03%° 7.08+0.66° 0.70+0.18" 0.57+0.18°

3 90.82+0.57¢ 2.64+0.45° 1.93+0.54° 4.60+0.18°
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4 92.33+1.23° 7.12+0.84° 0.25+0.09" 0.08+0.02¢
5 92.04+0.05%¢ 4.93+0.33" 1.61+0.16° 1.4140.14°
6 97.12+0.29 1.96+0.22° 0.74+0.04° 0.17+0.05¢
! 95.80:£0.44° 2.06+0.11° 0.50+0.12° 1.62+0.31°

Cizelge 4.68. Disi s1g1r taze granulosa hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglar1

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 94.96+0.12%° 2.55+0.59" 0.63+0.13°¢ 1.85+0.63°

2 95.19+1.66*° 3.75+1.46*° 0.34+0.19°° 0.60::0.22"¢1

3 94.2340.96*" 4.07+0.93%" 0.420.04°¢ 1.27+0.10°°

4 94.77+0.21%° 4.57+0.13 20 0.35+0.02%¢ 0.29+0.12¢

5 96.74+0.60° 2.74+0.26*° 0.23+0.07¢ 0.4120.11%¢

6 93.00+3.55" 4.9142.51° 1.03+0.34° 1.05+0.75%<¢

! 93.48+0.53" 4.20+0.342° 0.81+0.19° 1.50+.076%"

Disi sigir donmus kikirdak hiicrelerinin senkronizasyon gruplarinda en yliksek
nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 1 (roskovitin-1) ve grup 4 (erken konfluent)’ de en
diisiik hiicre canlilik oranlar1 (P<0.05) grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2) grup 4 ve 5
(swrastyla erken ve ge¢ konfluent)’ de tespit edilmistir (Cizelge 4.67).

Disi s181r taze graniiloza hiicrelerinde senkronizasyon uygulamalarinin hemen hepsi

benzer nekrotik hiicre ve canli hiicre oran1 (P<0.05) ile sonuglanmistir (Cizelge 4.68).

Sigir donmus graniiloza hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oranlari (P<0.05) grup
3 (roskovitin-2), grup 6 ve 7 (72 ve 120 saat serum aglig1)’ de, en diisiik canlilik orani
(P<0.05) grup 3 (roskovitin-2)’ de tespit edilmistir. Grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 7 (120
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saat serum acligil)’ de canli hiicre oran1 (P<0.05) kontrol grubuna goére diisiik bulunmustur.

Diger senkronizasyon gruplarinda benzer etkiler goriilmiistiir (Cizelge 4.69).

Cizelge 4.69. Disi s18ir donmusg graniiloza hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j:_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 96.80+0.55%° 2.05+0.85° 0.74+0.075" 0.40+0.35°
2 95.95+1.96"° 2.49+1.20¢ 0.61+0.25°¢ 0.93+0.68°
3 92.14+1.11¢ 5.83+0.88" 1.12+0.32° 0.89+0.16°
4 98.32+0.64% 1.08+0.52¢ 0.26+0.05° 0.33+0.10°
5 94.30+0.24° 0.63+0.21° 0.31+0.04° 0.75+0.05°
: 95.31+0.32"° 3.10+0.09° 0.60+0.32"¢ 0.98+0.28°
! 94.73+0.54° 3.76+0.58° 0.84+0.13%" 0.66+0.23°

Cizelge 4.70. Erkek koyun taze fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 95.81+0.222 3.59+0.24° 0.44+0.06° 0.15+0.05°

2 92.60+0.03° 6.54+0.33%P 0.60+0.05%¢ 0.24+0.08°¢

3 91.84+0.05¢ 6.76+0.48° 0.80+0.02"¢4 0.59+0.26%°

4 92.57+0.17¢ 5.69+0.55° 0.97+0.22°¢ 0.75+0.172

5 92.31+0.11%¢ 6.040.14"° 1.32+0.10% 0.31+0.02°¢

97




94.89+0.45°

3.44+0.30°

1.00+0.17°

0.60+0.47%P

94.59+0.16°

4.46+0.14°

0.75+0.12%¢

0.19+0.04%¢

Cizelge 4.71. Erkek koyun donmus fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglar

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 93.17+1.77°¢ 5.66+1.96° 0.64+0.09° 0.51+0.22°¢

2 92.31+1.88°%¢ 6.37+1.80% 0.49+0.02° 0.81+0.05°

3 90.84+0.43¢ 7.15+0.31° 0.5640.15" 1.43+0.64%

4 b.c b b b
94.17+0.67 4.45+0.61 0.57+0.10 0.78+0.11

5 97.85+0.19° 1.87+0.15¢ 0.07+0.00° 0.20+0.04°

6 97.56+0.41% 0.91+0.13¢ 0.61+0.14° 0.91+0.13P

7 94.52+0.60° 2.78+0.14° 1.66+0.41° 1.024+0.27%°

Cizelge 4.72. Erkek koyun taze kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 96.18+0.07° 3.16+0.09° 0.37+0.06>%4 0.28+0.01°

2 93.61+0.74° 5.07+0.50*" 0.44+0.15>¢4 0.87+0.13°

3 91.23+1.24°¢ 5.45+0.64%° 1.33+0.247% 1.97+0.512

4 95.92+1.20° 2.99+0.79° 0.25+0.13¢ 0.83+0.28°
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5 93.07+0.62° 5.59+0.56%" 0.56+0.04° 0.69+0.42°¢
6 93.18+0.67° 5.93+0.772 0.50£0.06"¢ 0.38+0.05"¢
! 94.24+0.07° 4.83+0.09° 0.31£0.03°%¢ 0.61£0.12°¢

Erkek koyun taze fibroblastlarda nekrotik hiicre oran1 (P<0.05) grup 6 (72 saat serum
acligl) hari¢ tim senkronizasyon gruplarinda kontrole gore yiiksek bulunmustur. En diisiik
hiicre canlilik oran1 grup 3 (roskovitin-2)’ de tespit edilmis, ancak grup 2 (roskovitin 2), grup
4 ve 5 (swrastyla erken ve gec¢ konfluent)’ de canlilik oranlar1 (P<0.05) kontrole gore diisiik

cikmistir (Cizelge 4.70).

Erkek koyun donmus fibroblastlarda en yiliksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) ve en
diisiik canlilik oranlart (P<0.05) grup 2 ve 3 (roskovitin-1 ve 2)’ de tespit edilmistir (Cizelge
4.71).

Erkek koyun taze kas hiicrelerinde grup 4 (erken konfluent)’te tiim senkronizasyon
gruplarinda nekrotik hiicre oran1 (P<0.05) kontrolden yiiksek bulunmus, yine grup 4 hari¢ tiim
gruplarda canlilik oraninin (P<0.05) kotrolden diisiik oldugu tespit edilmistir. Gruplar i¢inde
en diisiik canlilik oran1 grup 3 (roskovitin-2)’ de goriilmistiir (Cizelge 4.72).

Erkek koyun donmus kas hiicrelerinde canlilik oranlari iizerinde senkronizasyon

gruplariin 6nemli bir olumsuz etkisi olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.73).

Cizelge 4.73. Erkek koyun donmus kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglar1

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 94.39:+0.90>° 4.95+0.77° 0.24+0.04%¢ 0.40+0.08°

2 95.87+0.19 2.70+0.33° 0.53+0.30%¢ 0.88+0.21°

3 95.23+0.31*° 2.90+0.26° 0.24+0.03% 1.61+0.08°

4 94.47+0.54° 3.21+0.60" 0.87+0.12" 0.42+0.10°
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5 96.27+0.69* 3.5440.64" 0.10+0.02° 0.07+0.02¢
6 94.71+0.59°¢ 3.13+0.13° 1.26+0.30° 0.88+0.18°
7 93.70+0.68° 5.05+0.57° 0.61+0.16>° 0.63+0.05°

Cizelge 4.74. Erkek koyun taze kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 96.97+0.11° 2.62+0.09° 0.26+0.01¢ 0.14+0.05°

2 90.09+0.10¢ 7.12+0.19° 0.63+0.13%¢ 2.14+0.13%"

8 92.15+1.64° 3.16+0.73° 2.25+0.48° 2.43+0.48°

4 93.93+0.17" 3.12+0.24° 1.3240.26" 1.61+0.33"¢

5 93.01+1.59°° 4.20+0.26" 1.09+0.61°¢ 1.69+0.87%"¢

6 94.16+0.51° 4.29+0.62° 0.43+0.12¢ 1.10+0.19%¢

! 95.9440.05° 2.710.04° 0.67+0.06% 0.67+0.06%¢

Erkek koyun taze kikirdak hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05)

grup 2 (roskovitin-1), grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 6 (72 saat serum agligi)’da en yiiksek

gec apoptotik hiicre oran1 (P<0.05) grup 3 (roskovitin-2)’de en yiiksek erken apoptotik hiicre

orani (P<0.05) ise grup 2 ve 3 (sirastyla roskovitin 1 ve 2)’ de tespit edilmistir. Hiicre canlilik

oranlar1 (P<0.05) tiim senkronizasyon gruplarinda kontrolden diisiik ¢ikmis, ancak en diisiik

oranlar grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin 1 ve 2)’ de tespit edilmistir (Cizelge 4.74).

Cizelge 4.75. Erkek koyun donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 94.32+0.14° 3.00+0.06° 1.23+0.09° 1.43+0.43 2P

2 91.39+0.60° 6.19+0.32° 0.72+0.08"¢ 1.83+0.04%"
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92.14+2.87° 5.25+2.112 0.50+0.17° 2.10+0.632
4 96.90+0.43° 2.47+0.34"¢ 0.41+0.08° 0.20+0.01¢
> 94.90+0.90° 2.89+0.17>¢ 1.01+0.40*° 1.18+0.49"¢
6 95.21+0.28° 3.33+0.10°¢ 0.78+0.18°¢ 0.68+0.19%¢
7 97.05+0.21% 1.90+0.21° 0.56+0.15° 0.48+0.31°

Cizelge 4.76. Disi koyun taze fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)
1 95.71+0.08%¢ 2.60+0.16" 0.67+0.09" 1.010.11°
2 97.10+0.09" 1.23+0.10¢ 0.52+0.11%¢ 1.13+0.01°
3 96.17+0.25° 1.63+0.06° 0.78+0.08" 1.41+0.18°
4 95.29+0.04° 2.4340.23438" 1.07+0.19* 1.19+0.06°
5 94.03+0.33° 3.35+0.16° 1.12+0.07° 1.48+0.09°
6 98.11+0.10° 1.54+0.09° 0.07+0.02° 0.27+0.02°
! 95.7120.93%¢ 2.54+0.20" 0.44+0.08" 1.30+0.86°

Erkek koyun donmus kikirdak hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre orani (P<0.05)

grup 2 ve 3 (sirastyla roskovitin 1 ve 2)’ de tespit edilmis, canlilik oranlar1 (P<0.05) grup 1 ve

2 (roskovitin-1 ve 2) hari¢ diger uygulama gruplarinda kontrolden diisiik ¢ikmamistir

(Cizelge 4.75).

Disi koyun taze fibroblastlarda en yliksek nekrotik hiicre oran1 ve en diisiik canli hiicre

orani (P<0.05) grup 5 ( ge¢ konfluent)’ de tespit edilmistir (Cizelge 4.76).

Cizelge 4.77. Disi koyun donmus fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglar1
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GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 93.10+0.75° 6.010.812 0.36+0.04° 0.52+0.08"¢4

2 b d d b.c
97.69+0.21 1.5940.14 0.08+0.06 0.63£0.05

3 94.20+0.35¢ 4.58+0.41° 0.35+0.02° 0.86+0.05°

4 98.92+0.06° 0.72+0.03° 0.08+0.04¢ 0.26+0.01°%¢

5 b d d d
97.69+0.18 2.13+0.17 0.02+0.02 0.13+0.01

6 95.78+0.40° 1.60+0.08¢ 0.68+.014° 1.79+0.22°

7 93.57+0.37%¢ 3.52+0.28° 1.11+£0.172 1.78+0.50%

Cizelge 4.78. Disi koyun taze kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 98.29+0.25° 1.10+0.10° 0.26+0.10°° 0.34+0.08"

2 95.90+0.26° 3.49+0.28° 0.35+0.02"¢ 0.2340.04°

3 96.78+0.73" 2.68+0.79" 0.17+0.05° 0.35+0.04°

4 96.06+0.16>° 3.55+0.09° 0.23+0.06"° 0.14+0.06"

5 95.71+0.08° 2.94+0.05" 0.51+0.08° 0.81+0.08*"

6 91.24+0.31° 6.64+1.35° 0.84+0.32° 1.27+0.85°

! 97.79+0.81° 0.81+0.076° 0.45+0.15°¢ 0.94+0.70%"

(P<0.05) digerlerinden yiiksek bulunurken, hiicre canlilig

Koyun disi donmus fibroblastlarda grup 6 ve 7°de erken ve gec apoptotik hiicre orani

uzerinde

senkronizasyon

uygulamalarinin  kontrol ile karsilagtirlldiginda ¢ok o©nemli bir olumsuz etkisi tespit

edilmemistir (Cizelge 4.77).
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Disi koyun taze kas hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre orani ve en diislik canlilik

(P<0.05) grup 6 (72 saat serum aglig1)’ da tespit edilmis, ancak tiim gruplarda canlilik

oraninda (P<0.05) az da olsa kontrole gore diisiis belirlenmistir (Cizelge 4.78).

Disi koyun donmus kas hiicrelerinde en yiiksek erken apoptotik hiicre orani ve en

diisiik canli hiicre oran1 (P<0.05) grup 3 (roskovitin-2)’ de tespit edilmis, diger gruplarda

senkronizasyonun olumsuz etkisi goriilmemistir (Cizelge 4.79).

Cizelge 4.79. Disi koyun donmus kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglar1

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 97.86+0.45" 1.30+0.22° 0.26+0.03° 0.56+0.26"°

2 97.79+0.10° 1.32+0.11° 0.19+0.01°¢ 0.68+0.06"

8 90.89+0.92° 1.31+0.22° 0.72+0.16° 6.87+0.42%

4 97.87+0.37° 1.70+0.32° 0.18+0.02"¢1 0.24+0.03°

5 99.21+0.12° 0.08+0.04° 0.10+0.02%%¢ 0.60+0.07"¢

6 99.27+0.122 0.33+0.10° 0.06+0.03%¢ 0.3240.17°¢

! 99.54+0.15 0.12+0.02° 0.02+0.01° 0.30+0.12°¢

Disi koyun taze kikirdak hiicrelerinde en yiiksek erken apoptotik hiicre oran1 ve en

diistik hiicre canlilik oran1 (P<0.05) grup 2 ve 3 (sirasiyla roskovitin 1 ve 2)’ de tespit edilmis,

bunu takiben grup 4. 5 (sirasiyla erken ve gec konfluent) ve grup 7 (120 saat serum agligi)’ de

hiicre canlilik oranlar1 (P<0.05) az da olsa kontrolden diistik ¢ikmistir (Cizelge 4.80).

Cizelge 4.80. Disi koyun taze kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 97.16+0.17° 2.05+0.28" 0.17+0.02° 0.60+0.09¢
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2 91.63+0.45" 2.1340.17° 1.28+0.23 4.94+0.34%
3 92.80+0.55° 1.57+0.29°¢ 1.45+0.16% 4.16+0.23
4 94.11+0.56° 1.74+0.60° 1.47+0.15° 2.3440.65¢
5 94.16+0.20" 1.98+0.15° 0.58+0.03" 3.26+0.12°
6 98.10:£0.08° 1.08+£0.08° 0.22+0.06° 0.59+0.04°
7 96.01£0.32° 2.97+0.33% 0.64+0.02° 0.38+0.13°

Cizelge 4.81. Disi koyun donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglar

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 95.94+0.11° 3.40+0.11°¢ 0.18+0.02°¢ 0.46+0.02°¢

2 94.54+1.09° 3.82+0.79%° 0.43+0.20° 1.20+0.21°

3 92.39+0.27° 4.29+0.30° 0.41+0.09" 2.91+0.49°

4 99.16+0.07° 0.54+0.08' 0.11£0.02° 0.18+0.02°¢

5 97.45+0.09" 2.39+0.14¢ 0.08+0.06° 0.06+0.00°

6 97.72+0.77° 1.39+0.48° 0.28+0.14°¢ 0.60+0.27°

! 91.47+0.36° 2.85+0.25%° 4.23+0.28° 1.3120.22"

Disi koyun donmus kikirdak hiicrelerinde grup 3 (roskovitin-2)’ de en yiiksek nekrotik

ve erken apoptotik hiicre orami (P<0.05), grup 7 (120 saat serum achigi)’ de en yiiksek

(P<0.05) gec apoptotik hiicre oran1 ve kontrole gére daha yiiksek erken apoptotik hiicre orani

tespit edilmis ve her iki grupta da hiicre canlilik oran1 en diisiik ¢ikmistir (Cizelge 4.81).

Cizelge 4.82. Disi koyun taze graniiloza hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglar1

GRUP

CANLI
HUCRELER(%)

NEKROTIK
HUCRELER(%)

GEC APOPTOTIK
HUCRELER(%)

ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER (%)
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1 92.86+0.82°° 4.51+0.82"° 1.92+0.09% 0.69+0.10°
2 93.67+0.32%° 3.41+0.30° 0.78+0.17° 2.14£0.31°
3 90.72+0.53° 4.96+0.63" 0.74+0.06° 3.57+0.66%
4 94.45+0.96° 4.4140.65>° 0.70+0.17° 0.43+0.15°
5 92.01+0.27%¢ 6.51+0.22% 0.74+0.08° 0.73+0.28°
6 93.06+1.35%>¢ 5.66+1.23%° 0.800.70° 0.48+0.05°
7 92.58+0.35>° 5.51+0.31%° 1.40+0.06" 0.50+0.05°

Koyun taze graniiloza hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oran1 (P<0.05) grup 5

(gec konfluent)’ de, en yiiksek erken apoptotik hiicre orani (P<0.05) grup 3 (roskovitin-2)’ de

tespit edilirken, en diislik canlilik orani yine grup 3’de belirlenmistir (Cizelge 4.82).

Cizelge 4.83. Disi koyun donmusg graniiloza hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 96.86+0.93° 1.86+0.19¢ 0.50+0.25¢ 0.76+0.49%

2 92.46+0.90° 3.61+0.81° 0.85+0.06"° 3.07+0.11°

3 91.34+1.11" 4.97+1.32° 0.910.10° 2.76+0.26°

4 96.10+0.44° 2.58+0.19% 0.25+0.05° 1.06£0.21°

3 91.84+0.09° 7.86+0.05° 0.14+0.04° 0.15+0.08"

6 91.42+0.40° 2.44+0.61% 1.29+0.23° 4.84+0.75°

! 95.59+0.30° 3.1740.33° 0.63+0.03%¢ 0.59+0.12%¢

Disi koyun donmus graniiloza hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre orani (P<0.05)

grup 5 (gec konfluent)’ de tespit edilirken diger tiim gruplarda da oran (P<0.05) kontrole gore

yiikksek ¢ikmistir. Grup 2, 3 (roskovitin-1 ve 2) ve grup 6 (72 saat serum agligi)’ da erken
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apoptotik hiicre oran1 kontrolden yiiksek bulunmus ve en diisiik canli hiicre oran1 (P<0.05) ise

grup 2,3,5 ve 6’ da tespit edilmistir (Cizelge 4.83).

Cizelge 4.84. Erkek keci taze fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NIEKROTiK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 96.32+0.75 2.89+0.67° 0.370.04° 0.410.04°°

2 91.30+0.53%¢ 6.92+0.66° 1.16+0.12 0.62:£0.08"°

3 92.09+0.18"¢ 6.46+0.43° 0.67+0.08° 0.76+0.21°

4 96.23+0.78? 3.24+0.78"¢ 0.25+0.07% 0.27+0.08°

5 95.41+0.19° 4.1340.17° 0.21:0.06° 0.24+0.04°

6 90.87+0.52¢ 6.79+0.59° 0.33+0.06% 1.80+0.51°

! 92.74+0.44" 5.91+0.412 0.70+0.07° 0.63+0.07"°

Cizelge 4.85. Erkek keci donmus fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 96.26+0.23° 2.86+0.21%¢ 0.34+0.01 2P 0.54+0.03°

2 93.97+0.26° 5.02+0.38° 0.46+0.07%° 0.54+0.13°

3 92.97+0.23%¢ 4.70+0.43° 0.72+0.722 1.60+0.09°

4 97.26+0.05° 2.40+0.05° 0.12+0.03° 0.20+0.02¢

5 93.30+0.23¢ 6.36£0.27° 0.10+0.03° 0.22+0.02¢

6 96.05+0.31° 3.06+0.20° 0.26£0.07 %" 0.61+0.03%¢

! 92.84+0.15° 5.96+0.38° 0.73+0.05° 0.69+0.06°
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Erkek keci taze fibroblastlarda en yiiksek nekrotik hiicre orani (P<0.05) grup 2, 3
(swrastyla roskovitine-1 ve 2) grup 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum agligl)’ de tespit
edilirken. grup 5 (ge¢ konfuent)’ de nekrotik hiicre orami (P<0.05) kontrolden yiiksek
bulunmustur. En disiik canli hiicre oran1 (P<0.05) grup 2,3,6 ve 7°de tespit edilmistir
(Cizelge 4.84).

Erkek ke¢i donmus fibroblastlarda en yiiksek nekrotik hiicre oranlari (P<0.05) grup 2,
3 (swrastyla roskovitin-1 ve 2), grup 5 (gec¢ konfluent) ve grup 7 (120 saat serum aglig1)’ de
tespit edilmis, yine en diisiik canlilik oranlar1 da (P<0.05) grup 2,3,5 ve 7° de tespit edilmistir
(Cizelge 4.85).

Erkek kegi taze kas hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre orani (P<0.05) grup 4 ve 5
(sirayla erken ve ge¢ konfluent) tespit edilirken, en diisiik canli hiicre oranlar1 (P<0.05) grup

4.5 ve grup 2 (roskovitin-1)’ de bulunmustur (Cizelge 4.86).

Cizelge 4.86. Erkek keci taze kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 93.89+0.16" 4.73+0.15"¢ 0.41+0.06° 0.95+0.09°

2 91.81+0.69° 4.96+0.68" 1.23+0.14° 1.97+0.09°

3 94.05+0.27° 4.200.31°¢ 0.39:0.05° 1.3540.02°

4 92.94+0.90° 6.34+1.02° 0.36£0.21° 0.34+0.03°

5 92.60+0.46%¢ 6.20+0.53% 0.43+0.06° 0.7620.06

6 95.97+0.09° 2.88+0.15" 0.710.04" 0.44+0.02°

! 94.50+0.17" 3.83+0.24° 0.79+0.17° 0.86+0.07%

Erkek ke¢i donmus kas hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre orani (P<0.05) grup 5
(gec konfluent)’ de tespit edilirken, en yliksek erken nekrotik hiicre orani1 (P<0.05) ise grup 2
(roskovitin-1)’ de bulunmustur. Ancak diger tiim senkronizasyon gruplarinda da nekrotik
hiicre oran1 (P<0.05) kontrolden yiiksek ¢cikmistir. En diisiik canli hiicre oranlar1 (P<0.05) ise
grup 2,3 ve 5 (sirayla roskovitin-1, roskovitin-2 ve ge¢ konfluent)’de tespit edilmistir (Cizelge
4.87).
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Cizelge 4.87. Erkek keci donmus kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j:_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 96.51+0.21° 1.69+0.10" 0.76+0.19" 1.02+0.15°

2 91.48+0.42° 4.98+0.51" 0.81+0.08" 2.72+0.28?

3 93.56+0.07%¢ 3.68+0.17° 1.26+0.22 1.48+0.07"

4 95.39+0.50" 3.61£0.37° 0.30+0.08° 0.68+0.06°

5 92.98+0.25¢ 6.06+0.24° 0.35+0.04° 0.60+0.01%¢

: 95.05+0.39° 3.86+0.27° 0.69+0.05" 0.39+0.10°

7 94.07+0.24° 4.03£0.11° 1.13£0.07° 0.76+0.12°

Cizelge 4.88. Erkek keci taze kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 93.32+0.55" 5.1440.49 0.64+0.07°° 0.56+0.09°
2 92.27+0.52° 6.77+0.50° 0.59+0.15" 0.35+0.11°
3 93.56+0.29" 4.38+0.10° 0.82+0.05° 1.2340.25°
4 94.84+0.22° 4.53+0.26"° 0.35+0.09° 0.26+0.06°
5 94.23+0.14% 4.60+0.31"° 0.77+0.07 *° 0.39+0.12°
6 94.47+0.29° 3.03+0.47° 0.78+0.112° 1.71£0.23
7 94.39+0.04% 4.67+0.21°° 0.67+0.14° 0.26+0.11°

Cizelge 4.89. Erkek keci donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP

CANLI

NEKROTIK

GEC APOPTOTIK

ERKEN APOPTOTIK
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HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)
1 97.39+0.13% 1.77+0.01° 0.34+0.04°¢ 0.49:£0.09°
2 93.78+0.25° 5.23+0.09° 0.23+0.04¢ 0.74+0.14¢
3 92.52+0.43° 3.89+0.34° 0.87+0.12° 2.70+0.04°
4 96.68+0.08" 2.63+0.11° 0.22+0.06° 0.46:+0.04°
5 94.51+0.33° 3.44+0.18° 0.93+0.07 1.1120.16°
6 94.20+0.49%¢ 3.83+0.33"¢ 0.59+0.06" 1.36+0.16"
! 96.54+0.31° 2.50+0.26" 0.39+0.03° 0.55+0.09%¢

Erkek kegi taze kikirdak hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre orani (P<0.05) grup 2

(roskovitin-1) ve en yiiksek erken apoptotik hiicre orani1 (P<0.05) grup 6 (72 saat serum

achigl)’ da tespit edilirken, en diisiik canlilik oranlar1 (P<0.05) grup 2 ve 3 (swrasiyla

roskovitin-1ve 2)’ de bulunmustur (Cizelge 4.88).

Cizelge 4.90. Disi keci taze fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglar

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 96.32+0.24° 1.60+0.26° 0.97+0.20° 1.09+0.09°

2 93.74+0.43" 5.63+0.42%" 0.40+0.04° 0.21+0.04°

3 92.26+0.34° 6.34+0.30° 0.67+0.06" 0.72+0.05"

4 96.48+0.12° 2.91+0.12° 0.37£0.04° 0.23+0.04°

5 93.43+1.78¢ 5.92+1.55° 0.36+0.15° 0.27+0.12%¢

6 94.33+0.55" 4.63+0.49" 0.590.09" 0.44+0.07°

! 96.90+0.08° 2.33+0.05% 0.34+0.05° 0.410.11%¢

Erkek kegi donmus kikirdak hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre orani (P<0.05)

grup 2 (roskovitin-1)’ de tespit edilirken, diger tiim senkronizasyon gruplarinda da nekrotik
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hiicre oranlar1 (P<0.05) kontrolden yiiksek ¢ikmistir. En yiliksek erken apoptotik hiicre orani
(P<0.05) grup 3 (roskovitin-2)’ de bulunmus, en diisiik hiicre canlilik oranlar1 da grup 2 ve
3’de tespit edilmistir. Ancak diger tiim senkronizasyon gruplarinda da hiicre canlilik oranlari

(P<0.05) kontrolden diisiik ¢ikmistir (Cizelge 4.89).

Disi kegi taze fibroblastlarda en yiliksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 2. 3
(swrastyla roskovitin 1 ve 2), grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 6 (72 saat serum acgligi)’ da tespit
edilmis, yine en diisiik canli hiicre oranlar1 (P<0.05) da grup 2,3,5 ve 6’ da bulunmustur

(Cizelge 4.90).

Cizelge 4.91. Disi keci donmus fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 93.65+1.74° 4.15+1.59%" 0.99+0.34° 1.20+0.43°

2 96.37+0.56° 2.17+0.34° 0.46+0.05° 0.99+0.19%"

3 92.09+0.86° 4.5240.57%" 2.5240.31° 0.87+0.10*"

4 93.48+0.23° 5.21+0.51° 0.53+0.04° 0.77+0.31°¢

3 95.37+0.24*° 4.09+0.27%" 0.27+0.03° 0.26+0.01°

6 95.33+0.40*° 3.84+0.20° 0.42+0.06° 0.39+0.13%¢

! 94.24+0.10"° 3.28+0.21°° 1.24+0.13" 1.23+0.06%

Disi kegi donmus fibroblastlarda en yliksek ge¢ apoptotik hiicre oran1 (P<0.05) grup 3
(roskovitin-2)’ de tespit edilirken, yine en diisiik canli hiicre oran1 (P<0.05) da ayni grupta
belirlenmistir. Diger gruplarda senkronizasyon uygulamasinin olumsuz etkisi goriilmemistir

(Cizelge 4.91).

Disi kegi taze kas hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oranlari (P<0.05) grup 3
(roskovitin-2), grup 5 (gec¢ konfluent) ve grup 7(120 saat serum agligi)’ de, en yiiksek geg
apoptotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 2 (roskovitin-1) ve grup 6 (72 saat serum achigi)’ da,
en yliksek erken apoptotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 2 ve 6’ da tespit edilmistir. En diisiik
canli hiicre oran1 (P<0.05) grup 7° de tespit edilirken grup 3,5,6 ve 7° de belirlenmistir
(Cizelge 4.92).
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Cizelge 4.92. Disi keci taze kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglar

GRUP CANLI N]j:_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 95.14+0.86° 3.30+0.93° 0.62:£0.22"¢ 0.93+0.24°
2 94.84+0.13° 1.84+0.01° 1.35+0.03° 1.97+0.09%
3 93.85+0.12° 4.6140.14° 0.4740.20% 1.05+0.09°
4 95.35+0.19° 3.58+0.28° 0.50+0.07%¢ 0.57+0.06
5 93.04+0.80°° 6.03+0.86° 0.35+0.05¢ 0.56+0.01¢
: 92.86+0.64° 3.97+0.19"° 1.31+0.06% 1.67+0.12"
! 91.80+0.31¢ 6.25+0.36° 0.81+0.08° 1.12+0.13¢

Cizelge 4.93. Disi keci donmus kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 95.58+0.50° 2.96+0.35° 0.61+0.06° 0.83+0.15%¢

2 94.86+0.41%° 3.48+0.69"° 0.64+0.17° 0.67+0.14°

3 93.41+0.42°¢ 4.51+0.56° 1.11£0.11° 0.97+0.06%

4 95.06+0.78° 3.4540.74°¢ 0.610.07° 0.870.05%¢

5 94.06+0.45>° 4.05+0.22%" 0.69+0.05° 1.19+0.28"¢

6 93.87+0.27° 3.05+0.08° 1.27+0.08%° 1.80+0.13°

7 92.94+0.13¢ 4.27+0.07%° 1.41+0.12 1.36+0.05°

Disi keci donmus kas hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 3
(roskovitin-2), grup 5 (geg¢ konfluent) ve grup 7 (120 saat serum aghigi)’ de, en yiiksek gec
apoptotik hiicre oram1 (P<0.05) grup 3, grup 6 (72 saat serum agligl) ve grup 7’ de tespit
edilmistir. En yiiksek erken apoptotik hiicre oranlar1 (P<0.05) ise grup 5.6 ve 7’ de
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bulunmustur. En diisiik hiicre canlilik oranlar1 (P<0.05) grup 3,5,6 ve 7’ de tespit edilmistir

(Cizelge 4.93).

Cizelge 4.94. Disi keci taze kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j:_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 97.26+0.19° 2.48+0.14° 0.12+0.03¢ 0.12+0.02¢

2 93.39+0.96" 5.41+1.10° 0.5120.07"¢ 0.69+0.22°°

8 93.48+0.03" 5.04+0.08° 0.66+0.07° 0.81£0.07°

4 93.63+0.38° 5.51£0.41° 0.59+0.10*° 0.25+0.12¢

5 94.29+0.98" 5.35+0.77° 0.15+0.08¢ 0.20+0.12¢

: 94.21+0.17° 3.74+0.02" 0.40+0.02° 1.64+0.17°

! 94.09+0.15" 5.14+0.16° 0.22+0.01¢ 0.53+0.04°

Disi keci taze kikirdak hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup
2,345 ve 7’de tespit edilirken tiim senkronizasyon gruplarinda hiicre canlilik oranlari

(P<0.05) kontrolden diisiik bulunmustur (Cizelge 4.94).

Ke¢i donmus kikirdak hiicresinde en yiiksek nekrotik hiicre oran1 ve en diislik canli
hiicre oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum aclig1)’ de tespit edilmis. diger gruplar da

senkronizasyon uygulamasi olumsuz etki olusgturmamistir (Cizelge 4.95).

Keci taze graniiloza hiicrelerinde grup 2,3 (sirasiyla roskovitin-1 ve 2), grup 5 (ge¢
konfluent) ve grup 7 (120 saat serum ag¢ligi)’ de nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 2, grup
4 (erken konfluent) ve grup 5’de ge¢ apoptotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 2,3,5,6 ve 7° de
erken apoptotik hiicre oranlar1 (P<0.05) kontrolden yiliksek bulunmustur. Tiim gruplarda
hiicre canlilik oranlar1 kontrolden diisiik olarak tespit edilmis, grup 2,3 ve 5’in digerlerinden

daha diisiik canlilik oranina (P<0.05) sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.96).
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Cizelge 4.95. Disi keci donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEEKROTiK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 94.92+0.76" 3.57+0.28"° 0.49+0.15° 0.67+0.06°

2 95.61+0.13*° 3.77+0.01°¢ 0.32+0.13%" 0.30+0.06°

3 95.28+0.47%° 4.1740.57° 0.110.03° 0.20£0.04°

4 95.86+0.18? 3.73+0.22°¢ 0.26+0.04°¢ 0.14+0.06%

5 95.67+0.19° 3.7040.59"¢ 0.19+0.04° 0.09:0.05°

: 95.94:+0.25° 3.46+0.13° 0.46+0.10% 0.14+0.06°°

7 94.08+0.14° 5.08+0.14% 0.44+0.06° 0.39+0.02°

Cizelge 4.96. Disi keci taze granulosa hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglart

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 96.29+0.09 2.11£0.01° 0.35+0.06° 1.24+0.14°

2 92.62+0.44° 3.13+0.02° 1.21+0.02%" 2.3540.04°

3 93.52+0.06" 2.86+0.16" 0.94+0.02° 2.1240.01°

4 95.33+0.02" 2.11+0.01¢ 1.09+0.11°¢ 1.46+0.09%¢

3 94.21+0.09° 2.37+0.04° 1.33+0.10° 1.68+0.29"¢

6 95.23+0.05" 2.1120.06 0.75+.18" 1.81+0.07°

7 95.110.01° 2.36+0.17° 0.93+0.05° 1.58+0.23"¢

Cizelge 4.97. Disi keci donmus graniiloza hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP

CANLI
HUCRELER(%)

NEKROTIK
HUCRELER(%)

GEC APOPTOTIK
HUCRELER(%)

ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER (%)
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1 95.69+0.62° 2.24+0.34° 0.830.12"¢4 1.01+0.57°
2 93.35+0.13° 3.60+0.28° 1.3140.12° 1.35+0.09%"
3 94.38+0.16° 2.86+0.11° 0.99£0.04" 1.68+0.29°
4 95.21+0.08" 2.36+0.21° 0.66+0.15%¢ 1.46+0.31%"
5 94.19+0.05° 2.85+0.01° 0.89+0.05"¢1 1.35+0.01%"
6 95.19+0.03" 2.34+0.42° 0.63+0.06" 1.68+0.37
7 94.13+0.20° 2.94+0.04° 0.93+0.32°¢ 1.50+0.20%"

Cizelge 4.98. Erkek manda taze fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 96.44+0.22° 1.75+0.62¢ 0.68+0.10*" 1.1140.63%"

2 94.43+0.32° 2.91+0.54° 1.19+0.68° 1.46+0.18°

3 92.74+0.77° 5.65+1.12° 1.00+0.60%" 0.59+0.16"°

4 95.11+0.25¢ 4.38+0.20" 0.39+0.08" 0.110.04°

5 95.82+0.02%° 3.09+0.09° 0.50+0.07*" 0.58+0.10"°

6 96.18+0.20° 2.35+0.18%¢ 0.84+0.05%" 0.62+0.27"°

! 96.04+0.55° 2.5240.34%¢ 0.760.15%° 0.72+0.58"¢

Kec¢i donmus graniiloza hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oran1 (P<0.05) grup 2
(roskovitin-1)’ de tespit edilirken tiim senkronizasyon gruplarinda canlilik oran1 (P<0.05)
kontrolden diisik bulunmustur. Senkronizasyon gruplar1 arasinda grup 4 (erken konfluent) ve
grup 6 (72 saat serum achigi)’nin digerlerine oranla daha yiiksek canlilik oranina (P<0.05)

sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.97).

Erkek manda taze fibroblastlarda en yiiksek nekrotik hiicre orani (P<0.05) grup 3

(roskovitin-2)’ de tespit edilmis, grup 2 (roskovitin-1), grup 4 ve 5 (sirasiyla erken ve gec
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konfluent)’ de nekrotik hiicre oran1 (P<0.05) kontrolden yiiksek ¢ikmistir. En diisiik canlilik

oranlar1 (P<0.05) ise grup 2 ve 3’ de tespit edilmistir (Cizelge 4.98).

Cizelge 4.99. Erkek manda donmus fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j:_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 97.29+0.21° 2.58+0.18" 0.78+0.10° 0.66+0.25°
2 93.52+0.17° 5.94+0.31° 0.84+0.54° 0.47+0.32°
3 92.61+0.31° 5.85+0.46° 0.91+0.02° 0.62+0.12°
4 95.77+0.13° 3.3740.09° 0.60+£0.07%" 0.25+0.08°
5 96.64+0.08" 2.92+0.10% 0.18+0.03° 0.25+0.04°
: 96.39+0.20" 2.7240.10%¢ 0.58+0.07%" 0.29+0.03°
! 93.94+0.56" 4.69+0.78" 0.80+0.41° 0.56+0.38°

Erkek manda donmus fibroblastlarda en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup
2,3 (sirastyla roskovitin-1 ve 2) ve grup 7 (120 saat serum acglig1)’ de bulunmus, yine en diigiik

canlilik oranlar1 (P<0.05) da bu gruplarda tespit edilmistir (Cizelge 4.99).

Erkek manda taze kas hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup
2,3 (swrastyla roskovitin-1 ve 2) ve grup 5 (ge¢ konfluent)’ de tespit edilirken en diisiik
canlilik oran1 (P<0.05) grup 3 ve 5’ de belirlenmistir. Diger gruplarin da canlilik oranlar

(P<0.05) kontrolden diisiik bulunmustur (Cizelge 4.100).

Cizelge 4.100. Erkek manda taze kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP

CANLI
HUCRELER(%)

NEKROTIK
HUCRELER(%)

GEC APOPTOTIK
HUCRELER(%)

ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER (%)
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1 97.330.22° 236£0.21%° 0.840.05° 0.54£0.41%0¢
2 96.06£0.21° 2.26£0.17°¢ 1.0740.02° 0.440.20°°
3 95.50£0.32° 2.56+0.08 1.10+0.06° 0.83+0.42%°
4 96.60+0.22° 2.09+0.07° 0.94+0.04° 0.36+0.19°°
> 95.42:0.25 2.56:0.08 1.1420.02° 0.94+0.05%

6 96.72:0.15 2.15%0.02°¢ 0.840.05° 0.28+0.15°

! 96.3140.12°¢ 2.24+0.17°° 0.92+0.06"° 0.53+0.08*"°

Erkek manda donmus kas hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oran1 (P<0.05) grup 5

(gec konfluent)’ de en yiiksek gec apoptotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 3 (roskovitin-2),

grup 5 ve 7 (120 saat serum agligl)’ de tespit edilmistir. En yiiksek erken apoptotik hiicre

orani (P<0.05) grup 2 ve 3’ de ve en diisiik hiicre canlilik orani1 (P<0.05) grup 3’ de

bulunmustur (Cizelge 4.101).

Cizelge 4.101.

Erkek manda taze kas hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)
1 97.22+0.30° 2.44+0.32"¢ 0.43+0.24¢ 0.33+0.24°
2 95.49+0.23¢ 2.15+0.03"¢ 0.96+0.01°¢ 1.39+0.22°
8 94.65+0.18° 2.55+0.39° 1.17+0.01° 1.62+0.21°
4 96.47+0.27" 2.54+0.35" 0.83+0.01° 0.410.01°
5 95.53+0.22¢ 3.10+0.042 1.04+0.04%" 0.3240.19"
6 96.90+0.04° 1.92+0.05° 0.93+0.03"¢ 0.24+0.02°
! 95.95+0.04° 2.65+0.43%" 1.09£0.10*" 0.36+0.33"

Erkek manda taze kikirdak hiicrelerinde en yiiksek ge¢ apoptotik hiicre oran1 (P<0.05)

grup 2,3 (sirastyla roskovitin-1 ve 2), grup 6 ve 7 (sirastyla 72 ve 120 saat serum acligi)’ de

tespit edilmis ve en diisiik canli hiicre oran1 (P<0.05) grup 3’ de goriilmiistiir (Cizelge 4.102).
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Cizelge 4.102.

Erkek manda taze kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j:_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 98.36+0.20° 1.38+0.21° 0.40+0.14" 0.15+0.05°

2 95.56+0.06° 2.970.02° 1.1540.010° 0.3120.03°

3 94.64+0.11" 3.24+0.16° 1.15+0.03 0.96+0.23

4 97.10+0.20° 2.3240.14° 0.43+0.10° 0.14+0.01°

5 96.12+0.29¢ 3.47+0.18° 0.28+0.07° 0.1100:£0.05°

: 97.14+0.01° 1.89+0.29% 1.02+0.11° 0.27+0.19°

7 96.58+0.14° 2.86+0.02° 1.16+0.00° 0.61+0.12°

Cizelge 4.103.

Erkek manda donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 98.99+0.20° 0.61+0.11° 0.02:+.075° 0.10£0.07°

2 97.49+0.07° 1.5740.06°¢ 0.62+0.07° 0.31£0.04%

3 95.86+0.76" 3.41+0.25° 1.15+0.00° 0.43+0.50%"

4 98.36+0.11° 1.09+0.06%* 0.26+0.05° 0.28+0.06*"

5 94.48+0.69° 5.18+0.66" 0.22+0.03°¢ 0.11+0.01°

6 97.00£0.20>° 1.97+0.23° 0.55+0.02" 0.47+0.07%°

7 96.41:0.14% 3.01£0.48" 1.16£0.02° 0.65+0.48°

Erkek manda donmus kikirdak hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oranlari

(P<0.05) grup 3 (roskovitin-2), grup 5 (gec konfluent) ve grup 7 (120 saat serum agligi)’ de,
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en ylksek gec apoptotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 3 ve 7’de tespit edilmistir. En diisiik
hiicre canlilik oran1 (P<0.05) grup 5° de goriilmiistiir (Cizelge 4.103).

Cizelge 4.104. Disi manda taze fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglar1

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)

1 98.45+0.07" 1.13+0.04° 0.25+0.01° 0.16+0.07°

2 98.48+0.13" 1.20+0.07° 0.20£0.05° 0.110.02%°

3 99.01+0.04° 0.71+0.03%° 0.21+0.05° 0.07+0.04%¢

4 96.45+0.27¢ 2.86+0.25° 0.40+0.06° 0.27+0.01°

5 97.56+0.34° 2.04+0.15° 0.21+0.03¢ 0.05+0.02¢

: 98.74+0.03%" 0.91£0.02%¢ 0.26+0.03° 0.08+0.02%¢

! 98.36+0.35" 0.52+0.30° 0.600.12° 0.51+0.10°

Disi manda taze fibroblastlarda en yliksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 4 ve 5
(swrasiyla erken ve ge¢ konfluent)’ de bulunmus, ayrica bu iki grupta canli hiicre oram

(P<0.05) diger gruplardan diisiik ¢ikmistir (Cizelge 4.104).

Disi manda donmus fibroblastlarda en yiiksek nekrotik hiicre oranm1 (P<0.05) grup 2,3
(roskovitin-1 ve2) ve grup 5 (ge¢ konfluent)’ de tespit edilmis. bu gruplarda canli hiicre orani
(P<0.05) kontrolden diisiik bulunmustur (Cizelge 4.105).

Disi manda taze kikirdak hiicrelerinde nekrotik hiicre oran1 (P<0.05) grup 3
(roskovitin-2), grup 5 (geg¢ konfluent) ve grup 6 (72 saat serum aglig1)’ da kontrolden yiiksek
bulunmus, en diisiik hiicre canlilik oran1 (P<0.05) grup 5’de tespit edilmistir (Cizelge 4.1006).

Disi manda donmus fibroblastlarda nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05) grup 2,3 (sirasiyla
roskovitin-1 ve 2), grup 5 (gec konfluent), grup 6 ve 7 (sirastyla 72 ve 120 saat serum agligi)’
de kontrolden yiiksek bulunmus, grup 4 (ge¢ konfluent) hari¢ diger gruplarda hiicre canlilik
oranlar1 (P<0.05) kontrolden diisiik bulunmustur (Cizelge 4.107).

Cizelge 4.105. Disi manda donmus fibroblastlarda hiicre canlilik analiz sonuglari
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GRUP CANLI N]j:_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 97.09+0.08 1.7040.26° 0.65+0.08" 0.55+0.11°%

2 94.100.58° 5.43+0.61° 0.400.06° 0.06+0.02¢

3 95.11£0.31° 3.04+0.44° 1.1940.14° 0.65+0.09°

4 97.41+0.20° 1.910.19°¢ 0.48+0.04" 0.19+0.06°

5 95.58+0.20" 3.32+0.21° 1.0140.04° 0.08+0.00%

: 96.94:£0.34° 1.66+0.17° 0.97+0.22 0.41+0.04"

! 96.95+0.34% 2.3240.49° 0.61+0.17°¢ 0.12+0.07%

Cizelge 4.106.

Disi manda taze kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 97.17+0.17°° 2.61+0.21%¢ 0.17+0.04° 0.04+0.01°
2 96.98+0.09° 2.80+0.09¢ 0.14+0.01%¢ 0.060.01°
3 96.36+0.21° 3.47+0.18° 0.1120.02¢ 0.04+0.02°
4 97.42+0.09" 2.36+0.06° 0.16+0.03%¢ 0.05+0.02°
3 95.62+0.22° 3.91+0.18° 0.15+0.00% 0.3140.05°
6 96.46+0.13° 3.19+0.13° 0.25+0.02° 0.08+0.02°
! 98.45+0.12° 0.92+0.06' 0.40+0.01° 0.21£0.07°

Cizelge 4.107. Disi manda donmus kikirdak hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari
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GRUP CANLI N]j:_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)

1 98.32+0.20° 0.8020.19° 0.4540.05%° 0.43+0.08%

2 96.89+0.47184"¢ | 2.41+0.09" 0.35+0.03%¢ 0.340.41%0¢

3 96.28+0.62003° | 2.71+0.56" 0.51+0.07% 0.49+0.01

4 98.80+0.29° 0.79+0.14° 0.26+0.11%¢ 0.14+0.05"°

5 96.36+0.10° 3.46+0.13° 0.090.02° 0.07:£0.026°

: 96.45+0.17° 3.2540.19° 0.23+0.05¢ 0.08+0.04°

! 97.15+0.09" 2.55+0.26" 0.16+0.01%¢ 0.21+0.16*"°

Cizelge 4.108.

Disi manda taze graniiloza hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI N]j]_KROTiK GEC APOPTOTIK ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER(%) |HUCRELER (%)
1 98.23+0.08 1.49+0.52° 0.310.06° 0.410.22°
2 97.18+0.02" 2.30+0.12° 0.37+0.15%° 0.13+0.04°
3 96.27+0.17¢ 3.25+0.14° 0.39+0.18%" 0.1240.07°
4 96.57+0.58%¢ 2.69+0.35" 0.44+0.17%° 0.40+0.25"
5 94.54+0.37° 3.40+0.18° 0.61+0.17° 1.44+0.04°
6 97.31+0.21° 2.41+0.23" 0.58+0.14%" 0.3240.26"
! 97.0240.09°° 2.410.20° 0.36+0.017° 0.22:0.26°

Manda taze graniiloza hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre orami (P<0.05) grup 3

(roskovitin-2) ve grup 5 (ge¢ konfluent)’ de bulunurken, diger gruplarin da nekrotik hiicre

oranlar1 kontrolden yiiksek ¢cikmistir. En diisiik hiicre canlilik orani grup 5 (ge¢ konfluent)’

de tespit edilirken, grup 3 (roskovitin-2) ve grup 4 (erken konfluent)’ de canlilik oranlar

(P<0.05) diger gruplardan diisiik bulunmustur (Cizelge 4.108).
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Manda donmus graniiloza hiicrelerinde en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 (P<0.05)
grup 3 (roskovitin-2), grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 7 (120 saat serum agligl)’ de tespit
edilmis, en yiiksek gec apoptotik hiicre oran1 (P<0.05) grup 7 (120 saat serum agligi)’ de
bulunmustur. En diistik hiicre canlilik oranlar1 (P<0.05) grup 3,5 ve 7° de tespit edilmistir
(Cizelge 4.109).

Cizelge 4.109. Disi manda donmus graniiloza hiicrelerinde hiicre canlilik analiz sonuglari

GRUP CANLI NEKROTIK GEC APOPTOTIK | ERKEN APOPTOTIK
HUCRELER(%) | HUCRELER(%) HUCRELER(%) HUCRELER (%)
1 97.52+0.40° 2.42+0.30° 0.46+0.07° 0.43+0.37°
2 96.46+0.37" 2.80+0.19%° 0.66+0.09%" 0.29+0.09°
8 95.53+0.24° 3.14+0.02° 0.90+0.04° 0.42+0.25°
4 96.66+0.22" 2.49+0.16" 0.66+0.15" 0.31+0.11°
5 95.89+0.73¢ 3.19£0.19% 0.91+0.03* 0.42+0.23%
6 96.59+0.23" 2.53+0.34 1.01£0.15° 0.21+0.14°
! 95.59+0.40° 3.10+0.36° 1.24+0.14° 0.43+0.35°
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5. TARTISMA VE SONUC

Niikleer transferi takiben olusan embriyonun gerek in vitro gerekse in vivo gelisimi
lizerine etki eden birgok faktdr vardir. Bunlarin igerisinde en 6nemlisi hiicre niikleusu ile oosit
sitoplazmas1  arasindaki senkronizasyondur. Donér (verici) niikleusun basari ile yeniden
programlanmasi i¢in maturasyonu uyaran faktorii en yiiksek oranda tasiyan metafaz II oosit
i¢ine transfer edildiginde GO veya G1 fazinda olmasi gerekir. Bu hassas senkronizasyon dogru
kromozom yogunlagmasi saglar ve dogru ploidiye sahip embriyolarin gelismesini giiclendirir.
[k basarili niikleer transfer girisimi olarak tarihi gecen Wilmut ve ark (1997) nin eriskin
viicut hiicresinden bir kuzu elde etmesi niikleer transfer i¢in verici hiicrenin hiicre siklus
doneminin anahtar rol oynadigini gostermistir. Boylece bu ¢alismada kullanilan GO fazinin
niikleer transferin basarisinin sorumlusu oldugu kabul edilmistir (Wilmut ve ark. 1997, Kato
ve ark. 1998, Wells ve ark. 1999, Kato ve ark. 2000). Ancak kisa siire sonra yapilan
calismalar GO fazinin sart olmadigin1 ve Gl fazindaki hiicrelerin de kullanilabilecegini
gostermistir (Cibelli ve ark. 1998, Vignon ve ark. 1998, Kasinathan ve ark. 2001, Urakawa ve
ark. 2004). Sonrasinda bir¢ok laboratuarlarda yapilan ¢alismalarda her iki hiicre fazindaki

hiicreler kullanilarak gesitli tiirlerde basarili sonuglar alinmistir (Bosch ve ark. 2004).

Kiilttirdeki hiicreleri istenen doneme getirmek i¢in uygulanan serum acligi ile hiicreler
yeteri kadar beslenemedikleri icin dinlenme fazina yani GO fazina gegerler. ilk basarili NT
calismasinda bu yontem kullanilmistir (Wilmut ve ark. 1997). Basarili sonuglar veren Gl
evresi i¢in hiicreler kiiltiir kaplarin1 kapladiklarinda birbirleri ile temas ettikleri i¢in fazina
gecemezler ve G1°de kalirlar. Bu yontem ile sinkronize edilen hiicrelerin kullanildig: ¢esitli
NT calismalarinda basarili sonuglar alinmistir (Cibelli ve ark. 1998, Arat ve ark. 2001b, Arat
ve ark. 2002, Hayes ve ark. 2005, Gerger ve ark. 2010). Bir bagka yontem ise roskovitin,
dimetil sulfoksit, siklohekzimid gibi ¢esitli kimyasallar kullanilarak hiicrelerin G1 fazinda
bloklanmasidir ve bazi NT calismalarinda da bu yontem kullanilmistir (Arat ve ark. 2001b,
Gibbons ve ark. 2002, Hashem ve ark. 2006, Goissis ve ark. 2007). Bu senkronizasyon
ajanlarmin kullanimi hiicre siklusunu diizenlemede etkili olmakla birlikte DNA hasarina
sebep olarak hiicre hasar1 veya 6liimii ile sonuglanabilen toksik etkileri beraberinde getirebilir
(Koo ve ark. 2009). Benzer bir durumunda serum agligi sonucu goriildiigiine dikkat ¢ceken ve
gerek embriyonal donem, gerekse dogum sonrasi 6liimlerin bu yontemin sebep oldugu DNA
hasarlarina veya apostozise bagli olabilecegini iddia eden ¢alismalar da vardir (Kato ve ark.

1998, Wells ve ark. 1998a, Hill ve ark. 1999, Gibbons ve ark. 2002). Ancak hiicre kiiltiiriinde
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serum achiginin apoptoza sebep oldugunu gosteren ¢alismalar oldukg¢a sinirlidir ve erigkin
hiicre (Peng ve ark. 2013, Dalman ve ark. 2010) ile yapilmis birka¢ ¢alisma disinda ¢ogu
fotal hiicrelerde yapilmistir (Peura 2001, Kues ve ark. 2002, Cho ve ark. 2005). Buna karsin
serum agliginin herhangi bir olumsuz etkisine rastlanmadigini rapor eden galismalar da

mevcuttur (Lima-Neto ve ark. 2010).

Hiicre boliinmesine gitmeden Once ¢ogalan hiicreler degisik fazlardan gegerler G1
fazinda hiicreler RNA ve protein sentez ederler. S fazinin basinda diploid bir hiicre her
kromozomdan iki kopya igerir. Bu DNA igerigi 2N diye ifade edilir. S fazinda DNA sentezi
yapilir ve bu fazin sonunda hiicresel DNA miktari iki katina ¢ikar (4N). G2 faz1 S fazindan
sonra olusur ve hiicre bdliinmesinden dnceki RNA ve protein sentez fazidir. M fazi o kadar
kisadir ki bu fazda hiicreler DNA igerigi bazinda G2 fazindakilerden ayirt edilemez. Her iki
fazda da DNA miktar1 4N dir. Hiicre b6liinmesinden sonra olusan yeni hiicreler diploiddir. Bu
hiicreler, yeni boliinmeler i¢in hiicre siklusuna devam edebilir ancak bazen de GO olarak da
bilinen istirahat fazina girerler. GO ve Gl fazindaki hiicreler 2N DNA igerigine sahip
oldugundan DNA bazinda birbirinden ayrilamazlar. Bdylece akis sitometrisi cihazi DNA y1
boyayan PI’ i farkli miktarda DNA miktarina sahip hiicrelerde yaydigi 1518 yogunluguna
gore Ornekdeki hiicre popiilasyonunun siklus fazlarina gore iki pik vererek ayrilmasini saglar
(Schippers ve ark. 2011). Niikleer transfere baslamadan o©nce verici nukleusun
senkronizasyonunu saglamak igin yapilan ¢alismalarda hiicrelerin hiicre siklus karakteristigini
belirlemek i¢in akis sitometrisi kullanilmaktadir (Gibbons ve ark. 2002, Katsk ve ark. 2002,
Cho ve ark. 2005, Hayes ve ark. 2005, Shi ve ark. 2007, Selokar ve ark. 2012).

Ayrica apoptoz esnasinda hiicre zarindaki fosfolipitlerin yapilarinda meydana gelen
degisiklikler antikoagiilan protein olan annexin V kullanilarak akis sitometrisinde apoptoz
miktar1 ve yilizdesi belirlenebilir (Shynkar ve ark. 2007). Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de
annexin-V baglanmas1 goriilebildigi icin ikinci boya olarak Pl eklenmektedir. Annexin V-
FITC ve non-vital boya olan PI birlikte hiicre boyanmasinda kullanildiginda, canli hiicreler,
erken apoptotik hiicreler ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin birbirinden ayirt
edilmesine izin verir (Rieger ve ark. 2011, Overbeeke ve ark. 1998). Apoptoz embriyo
gelisimi iizerinde 6nemli rol oynar. Preimplantasyon asamasinda gergeklesen apoptozun hem
in vivo hem de in vitro embriyo kayiplarinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. NT ile
tiretilen sig1r blastosistlerinin apoptoz orani in vivo iiretilen embriyolarin apoptoz oranindan

daha fazladir (Hao ve ark. 2003). Boylece kullanilan yontemin hiicreyi apoptoza
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gotlirmesinin NT {izerinde olumsuz yonde etkili olacagi diisiiniilmiis ve tim deney

gruplarindaki hiicrelerde apoptoz ve nekroz analizi yapilmistir.

Mevcut ¢calismada hem hiicre siklusu hemde hiicre canlilig1 akis sitometrisi cihazi ile
analiz edilmistir. Son aragtirmalar annexin V/PI protokoliinde PI’n sitoplazma iginde RNA’y1
da boyayarak %40’lara varan hatali pozitif sinyaller verdigi gosterilmis ve bu durumun
diizeltilmesi i¢in RNaz kullanildiginda canli hiicre oraninin %70.9’dan %84.9’a ¢iktig1
nekrotik hiicre oraninin %18.8 den %3.3’¢ diistiigii goriilmistiir (Rieger ve ark. 2010, 2011).
Mevcut calismada da bir seri 6n deneme yapilmis ve benzer sekilde RNaz kullanimina baglh
olarak canli hiicre oram1 kikirdak hicrelerinden %96.21°den %99.39’a, fibroblastlarda
%96.56’dan %98.32’ye ¢ikmustir. Bu sonug lizerine annexin V/PI protokoliine RNaz ilave

edilmistir.

Sigir deri fibroblastlar1 ile yapilan bir ¢aligmada 72 saat ve 120 saat serum agligi
uygulamasinda G1/GO oraninin benzer oldugu ve bu oranin ayni zamanda 4 giin konfluensi
(ge¢ konfluent) uygulanan grup ile de benzer oldugu rapor edilmistir (%82.39, %=89.56,
%88.22), ancak bu calismada canlilik orani incelenmemistir (Hayes ve ark. 2005). Deri
fibroblastinin kullanildigr bagka bir ¢alismada serum ag¢ligi uygulamasinin G1/G0O hiicre
oranin1 %64.9°dan %84.5’e ¢ikardig1 rapor edilmistir (Kubota ve ark. 1999). Bu sonuglar
mevcut ¢alismada en yiiksek G1/GO orani ile sonuglanan grup 5 (ge¢ konfluent) ve 7 (120 saat
serum agligl) ile benzerdir. Ayrica bir baska ¢alismada mevcut ¢alismaya benzer olarak 3 ve
5 giin konfluensi ve serum agligi, 1 ve 2 giin roskovitin uygulamasindan daha yiiksek G1/GO
orani ile sonuglanmistir (Sun ve ark. 2008). Fetal sigir fibroblastinin serum agligi, roskovitin
ve konfluensi ile muamele edildigi bir ¢alismada en yiiksek G1/GO0 oranlar1 (sirasiyla %82.9,
%82.8, %86.9) konfluensi grubundan elde edilmistir (Cho ve ark. 2005). Ayrica bu ¢alismada
canlilik oranlarn sirasiyla %70.5, %74.6,ve %76.6 ile mevcut calismadan oldukca diisiik
bulunmustur. Bu durum kiiltiir kosullarinin farkliligina, veya hiicre hattina bagl olabilir veya
fetal hiicrelerin eriskinlerden daha hassas olmasindan kaynaklanabilir. Erigkin deri fibroblasti
ile yapilan baska bir ¢alismada G1/G0 orani serum agliginda % 93.3 ve konfluenside %90.3
bulunmustur (Cheong ve ark. 2003). Mevcut calismada ise erkek sigir taze fibroblastlarinda
senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilagtirildiginda grup 5’de (ge¢ konfluent)
%80.77 G1/GO oranina karsilik hiicre canlilik orant %92.08, grup 7°de (120 saat serum aglig)
%81.37 G1/GO oranina karsilik hiicre canlilik orant %96.21 olarak grup 5’den istatistiksel

olarak yiiksek bulunmustur. Erkek sigir donmus fibroblastlarda senkronizasyon sonuglari
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hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7°de %87.55 G1/GO oranina karsilik hiicre
canlilik oran1 %95.12 ile kontrol grubu ile ayn1 degerde bulunmustur. Bu deney grubunda
ikinci olarak yiiksek (%82.30) G1/GO hiicre orani veren grup 5’de canlilik oran1 %97.98 ile
grup 7’den istatistiksel olarak yiiksektir. Disi sigir taze fibroblastlarinda senkronizasyon
sonuglar1 hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7°de (120 saat serum agligi) hem
G1/GO orant (%84.43) hemde hiicre canlilik orani (%89.25) tim deney gruplarindan
istatistiksel olarak yiiksektir. Disi sigir donmus fibroblastlarinda senkronizasyon sonuglari
hiicre canlilik orami ile karsilastirildiginda grup 7°de (120 saat serum agligl) G1/G0O orani
(%79.38) diger gruplardan yiiksek bulunurken bu grubun hiicre canlilik orani (%95.23)

kontrol grubu ile istatistiksel olarak farkli bulunmamustir.

Sigir graniiloza hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada 4 giinliik konfluent grup ile 72 saat
ve 120 saat serum acligr gruplarindan benzer G1/GO oranlar1 (sirasityla %85.65, %91.34,
%89.37) alindig1 bildirilmistir (Hayes ve ark. 2005). Kumulus hiicreleri ile yapilan bir
calismada bu oranlar serum agliginda %91.2 konfluenside %92.6 olarak bildirilmistir (Cheong
ve ark. 2003). Mevcut ¢alismada ise en yiiksek oranlar konfluent ve roskovitin gruplarindan
elde edilmistir. Bu ¢alismada sigir taze graniiloza hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari
hiicre canlilik orani ile karsilagtirildiginda grup 4 ve 5’de (sirasiyla erken ve ge¢ konfluent)
G1/GO oranlart (sirastyla %79.34, %79.39) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik
oranlar (sirastyla %94.77, %94.74) kontrolden (%94.96) farkli bulunmamistir. Sigir donmus
graniiloza hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda
grup 3’de (roskovitin-2) G1/GO oran1 (%79.15) istatistiksel olarak en yiiksek, ancak hiicre
canlilik oran1 (%92.14) kontrolden (%96.80) istatistiksel olarak diisiik bulunmustur. Bu deney
grubunda ikinci olarak yiiksek (%76.28) G1/G0 hiicre oran1 veren grup 5’de (geg¢ konflent)
canlilik orani (%94.30) yine kontrol grubundan diisiik bulunurken, ii¢lincii olarak yiiksek
(%75.48) G1/GO hiicre orani veren grup 2’de (roskovitin-2) canlilik oran1 (%95.95) kontrol
ile benzer bulunmustur. Benzer sekilde dondurulmus graniiloza hiicreleri ile yapilan bir
calismada serum agligina (%76.7) karsilik roskovitin (%82.4) uygulamasi ile daha yiiksek
G1/G0 oran elde edilmistir (Gibbons ve ark. 2002).

Sigirlarda niikleer transfer icin kas hiicrelerinin kullanildig1 sadece birkag calisma vardir
(Vignon ve ark 1998, Shiga ve ark 1999). Sigir eriskin kas hiicreleri ile yapilan bir
senkronizasyon calismasinda serum aghgi %89.5 ve konfluensi %89.3 G1/G0 orani ile
sonuclanmistir (Cheong ve ark. 2003). Mevcut ¢aligmada erkek sigir taze kas hiicrelerinde

senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 5°de (geg konfluent)
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%77.68 G1/GO oranina karsilik hiicre canlilik oran1 %94.90 ile kontrol grubu ile ayn1 degerde
bulunmustur. Bu deney grubunda ikinci olarak yiiksek (%76.49) G1/GO hiicre orani veren
grup 7’de (120 saat serum agligl) canlilik oram %98.08 ile grup 5’den istatistiksel olarak
yiiksektir. Erkek sigir donmus kas hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani
ile karsilastirildiginda grup 7°de (120 saat serum agligl) %90.26 G1/GO0 oranina karsilik hiicre
canlilik oran1 %93.01 ile kontrol grubu ile aym1 degerde bulunmustur. Bu deney grubunda
liclincii olarak yiiksek (%82.46) G1/GO hiicre oran1 veren grup 5’de (ge¢ konfluent) canlilik
orani %99.65 ile tim deney gruplarindan istatistiksel olarak yiiksektir. Disi siir taze kas
hiicrelerinde senkronizasyon sonuglar1 hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7°de
(120 saat serum agligl) G1/GO orani (%94.90) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik
orant (%95.86) kontrolden yiiksek ¢ikmistir. Bu deney grubunda igiincii olarak yiiksek
(%86.25) G1/GO hiicre oran1 veren grup 5’de (geg¢ konflent) canlilik orani (%97.91) tim
deney gruplarindan istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur. Disi sigir donmus kas
hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda hem grup 2
(roskovitin-1) ve hem de grup 7’de (120 saat serum aglig1) G1/GO oranlari (sirasiyla %89.47,
%89.63) istatistiksel olarak en yiiksek, ancak grup 7 de hiicre canlilik orani (%97.08) grup
2’den (%94.47) istatistiksel olarak yiiksek ¢ikmistir.

Sigir kikirdak hiicreleri niikleer transfer amaciyla ilk defa bir calismada kullanilmis ve
hiicreler G1/G0 fazina kontak inhibisyon ile getirilmeye calisilmistir. Bu ¢alismada kikirdak
hiicrelerinden sagliklt bir disi klon buzagi iretilmistir (Arat ve ark. 2011). Kikirdak
hiicrelerinin ne senkronizasyonu ne de niikleer transferde kullanimi ile ilgili baska bir
calismaya rastlanmamistir.  Mevcut c¢alismada erkek sigir taze kikirdak hiicrelerinde
senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 5°de (geg¢ konfluent)
%77.49 G1/GO oranina karsilik hiicre canlilik orani %92.88 ile kontrol grubundan diisiik
bulunmustur. Bu deney grubunda ikinci olarak yiiksek (%76.22) G1/GO hiicre orani veren
grup 7°de (120 saat serum aglig1) canlilik oram1 %97.45 ile grup 5’den istatistiksel olarak
yiiksektir. Erkek sigir donmus kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik
orani ile karsilagtirildiginda grup 6’da (72 saat serum agligi) %86.18 G1/G0 oranina karsilik
hiicre canlilik oran1 %93.98 ve grup 7°de %85.12 G1/GO oranina karsilik hiicre canlilik orani
%94.66 ile kontrol grubundan diisiik bulunmustur. Bu deney grubunda ti¢iincii olarak yiiksek
(%82.85) G1/GO hiicre orani veren grup 5’de (ge¢ konflent) canlilik oran1 %96.22 ile grup 6
ve 7’den istatistiksel olarak yiiksektir. Disi sigir taze kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon

sonuglar1 hiicre canlilik orani ile karsilagtirildiginda grup 5°de (ge¢ konfluent) G1/GO orant
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(%79.22) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani (%91.12) kontrolden istatistiksel
olarak diisiikk ¢cikmistir. Bu deney grubunda %60’1n iizerinde G1/GO hiicre orani veren tiim
gruplarda canlilik orani kontrolden diisiik olmustur. Disi s1gir donmus kikirdak hiicrelerinde
senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 5°de (geg¢ konfluent)
G1/GO0 oran1 (%74.37) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani (%92.04) kontrolden
istatistiksel olarak diisiik ¢ikmistir. Bu deney grubunda en yiiksek canlilik oranlar1 grup 6 ve 7
(sirastyla %97.12, %95.80) de tespit edilmis ancak bu deney gruplarinda senkronizasyon
oranlar1 (%62.38, %70.14) grup 5’den diisiik olmustur.

Disi manda fotal fibroblastlarinin serum agligi ve konfluensi ile senkronize edildigi bir
calismada G1/GO orani serum agliginda (%77.9) konfluensiden (%66) yiiksek bulunmus ve
bu calismada hiicre canlilik orani incelenmemistir (Shi 2007). Bu senkronizasyon orani
mevcut calismaya gore daha diisiiktiir. Bunun sebebi bu ¢alismada fotal hiicrelerin kullanilmig
olmasi ve gerek serum aglig1 ve gerekse konfluensi siiresinin 72 saat olmasi olabilir. Bir bagka
caligmada manda fibroblastlarinda serum aghigi, konfluensi ve roskovitin ile senkronizasyon
yapilmig, G1/GO oran1 serum agliginda %76.80 ve konfluenside %85.99 bulunmustur
(Selokar ve ark. 2012). Bu sonuglar mevcut ¢alismanin sonuglarindan diistiktiir ve bu fark
serum agligr siiresinin 24 ve konfluensi siiresinin ise 72 saat olmasi olabilir. Ancak bu
calismada 24 saat 30 uM roskovitin uygulamasi mevcut ¢alismadan farkli olarak %96.43
G1/GO oran ile diger iki gruptan yiiksek c¢cikmistir. Bunun sebebi roskovitin uygulanan
hiicrelerin mevcut ¢alismada %50 Selokar ve ark. (2012)’ nin ¢alismasinda %60’1n tizerinde
konfluent olmasi olabilir. Mevcut c¢alismada ise erkek manda taze fibroblastlarinda
senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7 (120 saat serum
acligl)’ de G1/GO oranlart (%95.10) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik oram
(%96.04) kontrol (%96.44) ile benzer bulunmustur. Deney gruplari igerisinde ikinci en
yiksek GO/G1 oranina (%92.51) sahip grup 5 (ge¢ konfluent)’ de canlilik orani (%95.82)
kontrol ile benzer bulunmustur. Erkek manda donmus fibroblastlarinda senkronizasyon
sonuglart hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 7 (120
saat serum aclig1) de G1/GO oranlar (sirasiyla %93.46, %93.20) istatistiksel olarak en yiiksek,
hiicre canlilik oranlar (sirasiyla %96.64, %93.94) kontrolden (%97.29) diisiik bulunmustur.
Tiim deney gruplarinin hiicre canlilik oranlarmin kontrolden istatistiksel olarak diisiik oldugu
belirlenmistir. Disi manda taze fibroblastlarinda senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani
ile karsilastirildiginda grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 7 (120 saat serum agligi)’ de G1/GO

oranlar1 (sirasiyla %91.25, %92.14) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik oranlar1 grup
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5’de (%97.56) kontrolden (%98.48) diisik grup 7’de (%98.36) kontrol ile benzer
bulunmustur. Disi manda donmus fibroblastlarinda senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik
orani ile karsilastirildiginda grup 5 (ge¢ konfluent) ve grup 7 (120 saat serum agligi)’ de
G1/GO oranlarn (sirasiyla %91.38, %92.34) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik
oranlart grup 5°de (%95.58) kontrolden (%97.09) diisiik, grup 7’de (%96.95) kontrol ile

benzer bulunmustur.

Manda graniiloza hiicrelerinin serum agligi ve konfluensi ile senkronize edildigi bir
calismada G1/GO orani serum agliginda (%76.6) konfluensiden (%63.2) yliksek bulunmus ve
bu ¢alismada hiicre canlilik orani incelenmemistir (Shi ve ark. 2007). Bu senkronizasyon
oran1 mevcut ¢aligmadaki orana gore daha diisiiktiir. Bunun sebebi gerek serum acligi ve
gerekse konfluensi siiresinin 72 saat olmasi olabilir. Mevcut ¢alismada disi manda taze
graniiloza hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda
grup 7 (120 saat serum agligi)’ de G1/GO orani (%81.22) istatistiksel olarak gruplar igerisinde
en yliksek, hiicre canlilik orani (% 97.02) kontrolden (%98.23) diisiik bulunmustur. Tiim
deney gruplarinin hiicre canlilik oranlarinin kontrolden istatistiksel olarak diisiik oldugu
belirlenmistir. Disi manda donmus graniiloza hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre
canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7 (120 saat serum ag¢higr)’ de G1/GO orani (%86.23)
istatistiksel olarak gruplar igerisinde en yiiksek, hiicre canlilik orani (%95.59) kontrolden
(%97.52) diisiik bulunmustur. Ancak tiim deney gruplarmin hiicre canlilik oranlarinin

kontrolden istatistiksel olarak diisiik oldugu belirlenmistir.

Manda hiicrelerinin senkronizasyonu ve niikleer transferi ile ilgili ¢alisma ¢ok azdir ve
higbirinde ne kas, ne de kikirdak hiicreleri ile ¢alisilmamistir. Mevcut ¢alismada erkek manda
taze kas hiicrelerinde senkronizasyon sonuglart hiicre canlilik orani ile karsilagtirildiginda
grup 7 (120 saat serum aglig1)’ de G1/GO oran1 (%83.99) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre
canlilik orani (%96.72) kontrolden (%97.33) diisiik bulunmustur. Tiim deney gruplarinin
hiicre canlilik oranlarinin kontrolden istatistiksel olarak diisiik oldugu belirlenmistir. Erkek
manda donmus kas hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile
karsilagtirildiginda grup 7 (120 saat serum agligl)’ de G1/GO orant (%82.92) istatistiksel
olarak en yiiksek, hiicre canlilik oran1 (%95.95) kontrolden (%97.22) diisiik bulunmustur.
Hiicre canlilik oran1 (%696.90) kontrol ile benzer olan grup 6 (72 saat serum agligi)’ da G1/GO

orani %77.89 olarak bulunmustur. Erkek manda taze kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon
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sonuclart hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7 (120 saat serum acligi)’ de G1/GO
orant (%94.81) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani (%96.58) kontrolden
(%98.36) diisiik bulunmustur. Tiim deney gruplarinin hiicre canlilik oranlarinin kontrolden
istatistiksel olarak diisiik oldugu belirlenmistir. Erkek manda donmus kikirdak hiicrelerinde
senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7 (120 saat serum
achigl)’ de G1/GO oran1 (%90.08) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani (%96.41)
kontrolden (%98.99) diisiik bulunmustur. Hiicre canlilik oran1 (%98.36) kontrol ile benzer
olan grup 4 (erken konfluent)’ de G1/G0 oran1 %76.16 olarak bulunmustur. Disi manda taze
kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda
grup 7 (120 saat serum agligi)’ de hem G1/GO orani (%91.85) hem de hiicre canlilik orani
(9%98.45) istatistiksel olarak gruplar igerisinde en yiiksek bulunmustur. Disi manda donmus
kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilagtirildiginda
grup 7 (120 saat serum ag¢lig1)’ de G1/GO orani (%86.99) istatistiksel olarak gruplar i¢erisinde
en yiiksek, hiicre canlilik orani (%97.15) kontrolden (%98.32) diisiikk bulunmustur. Hiicre
canlilik orani (%98.80) kontrol ile benzer olan grup 4 (erken konfluent)’ de G1/G0O orani
%79.28 olarak bulunmustur.

Koyunlarda niikleer transfer calismalarinda c¢ogunlukla kullanilan hiicreler
fibroblastlardir (Xue ve ark. 2011). Ancak bir ¢caligmada farkli cinsiyette ve tipte hiicreler
kullanilarak ve hepsinde hiicre senkronizasyonu i¢in serum aghigi yontemi uygulanarak
yapilan bir ¢alismada kumulus, erkek ve disi fibroblastlardan gelisen blastosist oranlari
arasinda bir fark olmadigi gosterilmistir (Hosseini ve ark. 2008). Koyun fotal fibroblastlarinin
kullanildig1 ve senkronizasyon ig¢in de serum aghgi ve konfluensi uygulandigi bir baska
calismada her iki gruptan da canli kuzu elde edildigi, ancak sayinin serum agligi grubunda
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Melican ve ark. 2005). Bu sonug her iki senkronizasyonun
da benzer etkisi oldugunu gostermektedir. Bu c¢alismalarin higbirinde senkronizasyon
sonucglar1 akis sitometrisi ile analiz edilmemistir. Mevcut c¢alismada erkek koyun taze
fibroblastlarinda senkronizasyon sonuglar1 hiicre canlilik orami ile karsilastirildiginda grup
5’de (geg¢ konfluent) G1/GO oran1 (%80.02) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik oran
ise (%92.31) kontrolden (%95.81) istatistiksel olarak diisiikk ¢ikmistir. Bu deney grubunda
ikinci yiiksek canlilik orani (%71.82) grup 7 (120 saat serum aglig1)’ de tespit edilmis ve bu
grubun hiicre canlilik orani (%94.59) grup 5°den istatistiksel olarak yiliksek bulunmustur.
Erkek koyun donmus fibroblastlarinda senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile

karsilastirildiginda grup 7°de (120 saat serum agligl) G1/GO oran1 (%75.51) istatistiksel olarak
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en yiiksek, hiicre canlilik orani ise (%94.52) kontrol ile benzer ¢ikmistir. Bu deney grubunda
ikinci yiiksek G1/GO orani (%70.00) grup 6 (72 saat serum aglig1)’ da tespit edilmis ve bu
grubun hiicre canlilik orani (%97.56) grup 7’den istatistiksel olarak yiliksek bulunmustur. Disi
koyun taze fibroblastlarinda senkronizasyon sonuglari hiicre canliik oran1 ile
karsilagtirildiginda grup 4 (erken konfluent), grup 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum
acligl)’ de G1/GO oranlart (sirasiyla %84.62, %82.79, %82.71) istatistiksel olarak en yiliksek
hiicre canlilik oranlar1 ise grup 4’de (%95.29) kontrol (%94.39) ile benzer, grup 6’da
(%98.11) en yiiksek, ve grup 7’de (%95.71) kontrol ile benzer bulunmustur. Disi koyun
donmus fibroblastlarinda senkronizasyon sonuglar hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda
grup 6’da (72 saat serum agligl) G1/GO oran1 (%96.38) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre
canlilik orani ise (%95.78) kontrolden (%93.10) yiiksek ¢ikmistir. G1/GO oran1 %90.45 olan
grup 4’de (erken konfluent) hiicre canlilik oranit (%98.92) gruplar icinde en yliksek

bulunmustur.

Koyunlarda kas ve kikirdak hiicrelerinin kullanildigi bir niikleer transfer ¢alismasina
rastlanmamistir. Mevcut ¢alismada erkek koyun taze kas hiicrelerinde senkronizasyon
sonugclart hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7°de (120 saat serum aghigi) G1/GO
oran1 (%91.38) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani ise (%94.24) kontrolden
(%96.18) istatistiksel olarak diisiik ¢ikmistir. Bu deney gruplar i¢inde en yiiksek canlilik
orani grup 4’de (%95.92) tespit edilirken bu deney grubunun G1/GO orani (%74.75) grup
7’den olduk¢a diisik olmustur. Erkek koyun donmus kas hiicrelerinde senkronizasyon
sonuglar1 hiicre canlilik orani ile karsilagtirildiginda grup 7°de (120 saat serum agligi) G1/GO
orant (%92.56) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik oranmi ise (%93.70) kontrol
(%94.39) ile benzer bulunmustur. Disi koyun taze kas hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari
hiicre canlilik orani ile karsilagtirnldiginda grup 7°de (120 saat serum agligi) G1/GO orani
(9%95.40) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani ise (%97.79) diger tiim deney
gruplarindan yiiksek, ancak kontrolden (%98.29) diisiik ¢ikmistir. Disi koyun donmus kas
hiicrelerinde senkronizasyon sonuglar1 hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7°de
(120 saat serum agligl) G1/GO oran1 (%94.68) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik
orani ise (%99.54) kontrolden (%97.86) istatistiksel olarak yiiksek ¢ikmistir.

Erkek koyun taze kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani
ile karsilagtirildiginda grup 7’de (120 saat serum agligr) G1/GO orani (%84.52) istatistiksel
olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani ise (%95.94) kontrol (%96.97) grubundan istatistiksel

olarak diisiik ¢ikmistir. Bu hiicre grubunda tiim senkronizasyon uygulamalarinin hiicre
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canlilik oraninda kontrole gore istatistiksel olarak diisiikliige sebep oldugu goriilmiistiir.
Erkek koyun donmus kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile
karsilastirildiginda grup 7°de (120 saat serum aghigl) hem G1/GO orani (%81.92), hem de
hiicre canlilik oran1  (%97.05) tiim gruplardan istatistiksel olarak en yiiksek ¢cikmistir. Disi
koyun taze kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile
karsilastirildiginda grup 5 (geg¢ konfluent) 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum agligi)’ de
G1/GO oranlart (sirasiyla %83.49, %81.34, %80.70) istatistiksel olarak en yliksek, hiicre
canlilik oranlar1 grup 6 ve 7’ de (swrasiyla 9%98.10, %98.01) kontrolden (%97.16) yiiksek,
grup 5°de (%94.16) kontrolden diisiik bulunmustur. Disi koyun donmus kikirdak hiicrelerinde
senkronizasyon sonuglart hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 6 ve 7 (sirasiyla 72
ve 120 saat serum aglig1)’ de G1/GO oranlar1 (sirasiyla %89.32, %89.26) istatistiksel olarak en
yiiksek, hiicre canlilik oranlar1 ise grup 6’da (%97.72) kontrolden (%95.94) yiiksek grup 7°de
(%91.47) kontrolden diisiik bulunmustur. Deney gruplari igerisinde ikinci en yiiksek G1/GO
oranina (%87.63) sahip grup 4’iin (erken konfluent) canlilik oran1 (%99.16) istatistiksel olarak
diger tiim gruplardan yliksek bulunmustur.

Koyunlarda serum agligi uygulanan ve uygulanmayan graniiloza hiicreleri niikleer
transferde kullanilmis, bunun sonucunda ne in vitro ne de in vivo embriyo gelisiminde bir
fark tespit edilmemistir. Hiicre senkronizasyonunun analiz edilmedigi bu ¢alismada serum
uygulamasinin ne negatif, ne de pozitif etkisinin bulunmadigi ileri siiriilmiistiir (Peura ve ark.
2003). Mevcut ¢alismada koyun taze graniiloza hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre
canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 4 (erken konfluent) grup 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120
saat serum aclig1)’ de G1/GO oranlar (sirasiyla %87.58, %85.45, %84.67) istatistiksel olarak
en yliksek, hiicre canlilik oranlar ise grup 4’de (%94.45) tiim gruplardan yiiksek, grup 6 ve
7’de (swrasiyla %93.06, %92.58) kontrol (%92.86) ile benzer ¢ikmistir. Koyun donmus
graniiloza hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda
grup 7 (120 saat serum agligr)’ de G1/GO oran1 (%85.66) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre
canlilik oran1 (%95.59) kontrol (%96.86) ile benzer ¢cikmustir.

Kegi fibroblastlari ile yapilan bir ¢alismada 3 gilin serum ag¢liginin G1/G0 hiicre oranini
%66.23’den %82.91°¢ c¢ikardig1 rapor edilirken (Zhou ve ark. 2013), benzer baska bir
caligmada (Dalman ve ark. 2010) 3 giin serum agligi, erken konfluensi ve ge¢ konfluensi
gruplarinda bu oran %90.1, %80.26 ve %91.53 olarak bildirilmistir. Bu c¢alismada canl
hiicre oran1 serum aghginda %91.90, erken ve ge¢ konfluenside sirasiyla %95.61, %95.12

olarak bulunmustur. Bu sonuglar mevcut ¢alismanin sonuglarina benzerdir. Fotal fibroblastlar
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ile yapilan bir ¢alismada hiicreler roskovitin, serum agligi ve konfluensi uygulamasi ile
sinkronize edilerek niikleer transferde kullanilmis ve blastosist gelisiminin roskovitin ve
konfluenside benzer oldugu ancak serum agligi uygulanan hiicrelerden diisiik oranda
blastosist elde edildigi bildirilmistir (Akshey ve ark. 2011). Serum agliginin bu ¢alisgmadaki
diisiik oran1 fotal hiicrelerin uygulamaya daha hassas olmasindan kaynaklanabilir. Bu
calismada G1/GO oran1 analiz edilmemistir. Yine bagka bir calismada deri fibroblastlarinda 3
ve 5 giin serum aglig1 sirasiyla %70.2 ve %83.4, konfluensi ise %77.6 G1/GO oranlar ile
sonuclanmistir. Apoptotik hiicre orani da 5 giinliik serum agliginda %11 ile deney gruplar
arasinda en yliksek bulunmustur (Yu ve ark. 2003). Mevcut calismada erkek keci taze
fibroblastlarinda senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 6
ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum acligl)’ de G1/GO oranlar (sirasiyla %79.08, %81.57)
istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik oranlar1 (sirasiyla %90.87, %92.74) kontrolden
(9%96.32) disiik ¢ikmistir. Deney gruplart igerisinde ikinci en yiiksek GO0/G1 oranlarina
(swrasiyla %74.11, %74.33) sahip grup 4 ve 5 (sirasiyla erken konfluent ve ge¢ konfluent)’ de
canlilik oranlart (sirasiyla %96.23, %95.41) kontrol ile benzer bulunmustur. Erkek kegi
donmus fibroblastlarinda senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda
grup 6 ve 7 (sirastyla 72 ve 120 saat serum agligl)’ de G1/GO oranlar1 (sirasiyla %79.08,
%81.77) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik oranlar1 grup 6’da (%96.05) kontrol
(%96.26) ile benzer, grup 7°de (%92.84) kontrolden istatistiksel olarak diisiik ¢ikmuistir.
Deney gruplar igerisinde ikinci en yiiksek GO/G1 oranina (%74.11) sahip grup 4 (erken
konfluent)’ te canlilik orani (%97.26) diger tiim gruplardan yiiksek bulunmustur. Disi kegi
taze fibroblastlarda senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup
7 (120 saat serum aglig1)’ de G1/GO oranmi (%88.84) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre
canlilik orani (%96.90) kontrol ile (%96.32) benzer bulunmustur. Hiicre canlilik orani kontrol
ile benzer olan grup 4 (%96.48)’ te G1/GO oran1 %82.24 olarak bulunmustur. Disi kegi
donmus fibroblastlarda senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilagtirildiginda
grup 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum agligi)’ de G1/GO oranlar (sirasiyla %94.04,
%96.01) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik oranlar (sirastyla %95.33, %94.24)
kontrol (%93.65) ile benzer ve kontrolden yiiksek bulunmustur. Deney gruplari igerisinde
ikinci en yliksek GO/G1 oranlarina (sirasiyla %84.23, %84.62) sahip grup 4 ve 5 (sirasiyla
erken ve geg¢ konfluent)’ de canlilik oranlari (sirasiyla %93.48, %95.37) kontrol ile benzer ve

kontrolden yiiksek bulunmustur.
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Kegilerde kas hiicrelerinin kullanildig1 sadece bir yayina rastlanmistir ve bu ¢alismada
saglikli dogum ile sonuglanan en uygun hiicre tiplerinden biri olarak rapor edilmistir (Ren ve
ark. 2014). Ancak bu c¢alismada hiicre senkronizyon analizi yapilmamistir. Mevcut ¢alismada
erkek keci taze kas hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile
karsilagtirildiginda grup 7 (120 saat serum agligl)’ de G1/GO orani (%91.48) istatistiksel
olarak en yiiksek, hiicre canlilik oran1 (%95.50) kontrolden (%93.89) yiiksek bulunmustur.
Deney gruplari igerisinde ikinci en yiiksek G1/GO oranlarina (sirastyla %83.36, %86.53) sahip
grup 4 ve 5 (swrasiyla erken ve ge¢ konfluent)’ de canlilik oranlari (%92.94, %92.60)
kontrolden diisiikk bulunmustur. Erkek keci donmus kas hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari
hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7 (120 saat serum agligil)’ de G1/GO orami
(9%84.95) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani (%94.07) kontrolden (%96.51)
diisiik bulunmustur. Tiim deney gruplarinin hiicre canlilik oranlariin kontrolden istatistiksel
olarak diisiik oldugu belirlenmistir. Disi kegi taze kas hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari
hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 6 ve 7 (sirastyla 72 ve 120 saat serum acligl)’
de G1/GO oranlar (sirasiyla %85.67, %88.10) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik
oranlari (sirasiyla %92.86, %91.80) kontrolden (%95.14) diisiik bulunmustur. Hiicre canlilik
oranlar (sirastyla %94.84, %95.35) kontrol ile benzer olan grup 2 (roskovitin-1) ve grup 4
(erken konfluent)’ te G1/GO orani sirasiyla %67.25 ve %78.88 olarak bulunmustur. Disi kegi
donmus kas hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda
grup 7 (120 saat serum agligi)’ de G1/GO orani (%92.69) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre
canlilik orant (%92.94) kontrolden (%95.58) diisik bulunmustur. Hiicre canlilik orani
(sirasiyla %94.86, %95.06) kontrol ile benzer olan grup 2 (roskovitin-1) ve grup 4 (erken
konfluent)’ te G1/GO orani sirasiyla %68.27 ve %78.88 olarak bulunmustur.

Kegilerde kikirdak hiicreleri ile ne senkronizasyon ne de niikleer transfer ile ilgili bir
calismaya rastlanmamistir. Mevcut calismada erkek ke¢i taze kikirdak hiicrelerinde
senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilagtirildiginda grup 6 ve 7 (sirasiyla 120
saat serum acgligl)’ de G1/GO oranlar1 (sirasiyla %66.94, %66.62) istatistiksel olarak en
yiiksek, hiicre canlilik orani (sirasiyla %94.47, %94.39) kontrolden (%93.32) yliiksek
bulunmustur. Erkek ke¢i donmus kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon sonuglari hiicre
canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 6 ve 7 (swrasiyla 72 ve 120 saat serum agligi)’ de
G1/GO0 oranlan (sirasiyla %73.56, %75.16) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani
(swrasiyla %94.20, %96.54) kontrolden (%97.39) diisiik bulunmustur. Tiim deney gruplarinin

hiicre canlilik oranlarinin kontrolden istatistiksel olarak diisiik oldugu belirlenmistir. Disi keci
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taze kikirdak hiicrelerinde  senkronizasyon sonuglari  hiicre canlilik  orami ile
karsilagtirildiginda grup 7 (120 saat serum agligl)’ de G1/GO orant (%85.57) istatistiksel
olarak en yiiksek, hiicre canlilik orani (%94.09) kontrolden (%97.26) diisiik bulunmustur.
Tim deney gruplarinin hiicre canlilik oranlarinin kontrolden istatistiksel olarak diisiik oldugu
belirlenmistir. Disi ke¢i donmus kikirdak hiicrelerinde senkronizasyon sonuglart hiicre
canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 6 ve 7 (sirasiyla 72 ve 120 saat serum aghigi)’ de
G1/GO oranlart (swrasiyla %75.17, %77.15) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik
oranlart grup 6’de (%95.94) kontrolden (%94.92) yiiksek ve grup 7°de (%94.08) kontrolden

ve diger deney gruplarindan diisiik bulunmustur.

Kegilerde graniiloza ve kumulus hiicrelerinin niikleer transferi ile canli dogumlar elde
edilmistir ve genelde hiicrelerde serum agligi ve konfluensi ile senkronizasyon yapilmistir
(Keefer ve ark. 2002, Lan ve ark. 2006). Mevcut ¢alismada kegi taze graniiloza hiicrelerinde
senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7 (120 saat serum
achigl)’ de G1/GO oran1 (%91.29) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik oran1 (%95.11)
kontrolden (%96.29) diisiik bulunmustur. Tiim deney gruplarinin hiicre canlilik oranlarinin
kontrolden istatistiksel olarak diisiik oldugu belirlenmistir. Kegi taze graniiloza hiicrelerinde
senkronizasyon sonuglari hiicre canlilik orani ile karsilastirildiginda grup 7 (120 saat serum
achig1)’ de G1/GO orani (%87.92) istatistiksel olarak en yiiksek, hiicre canlilik oran1 (%94.13)
kontrolden (%95.69) diisiik bulunmustur. Tiim deney gruplarinin hiicre canlilik oranlarinin

kontrolden istatistiksel olarak diisiik oldugu belirlenmistir.

Bir ¢alismada farkl: hiicre tiplerinde uygulanan serum aglig1 ve konfluensi yontemleri
akis sitometrisi ile analiz edilmis, hiicrelerin senkronize edilmesinde Onerilen her
uygulamanin farkli hiicre tiplerinde farkli sonuglar verebilecegi, bazi hiicre tiplerinde bu
uygulamalarin G1/GO oranin1 ¢ok fazla etkilemedigi, boliinen hiicrelerin zaten %60 dan
fazlasinin G1/GO da oldugu, hatta bazi tip hiicrelerde serum agliginin tam tersi etki gosterdigi
ve konfluensinin de G1/GO0 oranin yiikseltmede higbir etkiye sahip olmadig: iddia edilmistir.
Bu nedenle de, her hiicre tipi i¢in en uygun stratejinin belirlenmesi gerektigi vurgulanmistir
(Katska ve ark. 2002). Niikleer tranfer basarisinin ¢ok belirgin bir sekilde hiicre tipi, hiicre
kaynagi ve hatta ait oldugu canlinin cinsiyetinden etkilendigini gésteren ¢alismalar (Lagutina
ve ark. 2005) bu hiicrelerin senkronizasyon uygulamalarina farkli yanitlar vermesinden

kaynaklanabilir.
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Sonug olarak yapilan bu ¢alismada farkli hiicre tiplerinin kiiltiirde farkli davraniglar
sergiledigi, boliinen ve hi¢bir uygulama yapilmayan hiicrelerde G1/G0 oranmnin %47-79
arasinda degistigi, bu oranlarin hem hiicre tipleri hem de hayvan tiirleri arasinda degistigi
goriilmektedir. Bu nedenle, farkli hiicre tiplerinde aymi sekilde uygulanan farkli
senkronizasyon yontemlerinin etkilerinin hiicre diizeyinde incelendigi bu ¢alisma ¢ok yararli
bilgiler sunmaktadir. Genel olarak bakildiginda, benzer hiicre tipleri ile yapilan ¢alismalar ile
uyumlu sonuglar alinmistir. Bazi senkronizasyon yontemlerindeki sonuglarin oncekilerden
farkliligt mevcut c¢alismadaki kiiltiir kosullarindan ve senkronizasyon yontemlerinin
uygulandig1 hiicrelerin baslangi¢ sayisindan kaynaklanmis olabilir. Bir¢ok ¢alismada serum
acligr uygulamasi hiicreler %60-95 konfluent olduktan sonra, roskovitin uygulamasi ise
hiicreler %60-70 konfluent olduktan sonra uygulanmaya baslamistir. Mevcut calismada ise
tiim gruplarda uygulamalar %50 konfluent kiiltiirlerde baslamistir. Genel olarak bakildiginda
konfluensi ve serum aglig1 uygulamasinin birgok hiicre tipinde roskovitine gore daha yiiksek
G1/GO orani ile sonuglandigr goriilmektedir. Gruplarin biiyiik bolimiinde uygulamalarin
hiicre canlilig1 iizerinde benzer etkiler olusturdugu ve sadece birka¢ grupta erken ve gec
apoptotik hiicrenin toplam oraninin %7’nin biraz lstiinde oldugu goriilmektedir. Apoptotik
hiicre oraninin genelde diisiik olmasi hiicre canlilik oranindaki diisiisiin apoptozize sebep olan
DNA hasarindan ziyade, kiiltiirdeki manipulasyonlardan dolayr (tripsinleme, pasajlama,
sicaklik, pH, hiicre dondurma ¢6zme, pipetleme vb) hiicre zarinda meydana gelen hasara bagl
nekrotik hiicre olusumu oldugu izlenimini vermektedir. Bu ¢alismanin sonuglarina bakilarak
her hiicre tip1 i¢in G1/GO ve hiicre canlilik oran1 géz Oniine alinarak bir veya birkag alternatif
senkronizasyon yontemi segilebilir. Bundan sonraki g¢alismalarda segilen yontemlerle
senkronize edilen hiicrelerin niikleer transferde kullanilarak in vitro ve in vivo embriyo

gelisiminin izlenmesi faydali olacaktir.
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