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OZET

FARKLI HUCRE SENKRONIZASYON YONTEMLERININ ERKEN VE GEC PASAJ
SAYILARINDAKI SIGIR VE KOYUN HUCRELERI UZERINDEKI ETKILERININ
INCELENMESI

Aslhi TANI

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danmigsman: Prof. Dr. Sezen ARAT

Donér hiicrelerin hiicre dongiisti asamasi, niikleer transfer embriyolarinin gelisim yetenegini
etkileyen onemli bir faktordiir. GO/G1 asamalari niikleer transferde en uygun hiicre dongiisii
asamasi Olarak kabul edilmektedir. Bu galismada, sigir ve koyunlardan alinan graniiloza
hiicreleri erken (5.) ve ge¢ (15.) pasajlarda analiz edilmektedir. Deney gruplari, aktif olarak
boliinen hiicrelerden, 24/72 saat konfluent (%10 FBS) ve 24/72 saat serum agligi (%0.5 FBS)
uygulanan hiicrelerden olugmaktadir. Hiicre dongiisii fazlari, GO/G1, S ve G2/M'deki hiicre
yiizdeleri hiicrelerin propidyum iyodiir, hiicre canliligi, apoptoz/nekroz hiicre yiizdeleri
hiicrelerin propidium iyodiir ve Annexin V-FITC ile boyanmasi sonrasinda akis sitometri
cihazinda belirlenmistir. Uygulama gruplarinda 24/72 saat konfluent hiicrelerde GO/G1 orani
%78.69-%87.58 arasinda, 24/72 saat serum agligi uygulanan hiicrelerde GO/G1 oran1 %83.02
%96,16 arasinda degistigi goriilerek kontrol grubundan (%68.22-76.97) yiiksek bulunmustur
(P<0.05). Analiz bulgularina gore erken ve ge¢ apoptotik hiicrenin toplam oraninin %1.17
%4.42 arasinda, nekroz hiicrelerin %1.41-%6.46 arasinda degistigi tespit edilmistir. Koyun 15"

pasaj haric en iyi senkronizasyon serum aclig1 deney gruplarindan elde edilmistir. Koyun 15%

pasaj uygulama gruplari arasinda istatiksel olarak fark bulunmamustir (P<0.05).

Anahtar Kelimeler: Hiicre Kiiltiirti, Hiicre Siklusu, Hiicre Senkronizasyonu, Graniiloza,

Erken/Geg Pasaj, Flow Sitometri



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DIFFERENT CELL
SYNCHRONIZATION METHODS ON EARLY AND LATE PASSAGE NUMBER
SHEEP AND BOVINE CELLS

Aslhi TANI

Department of Agricultural Biotechnology
MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sezen ARAT

The cell cycle stage of donor cells is an important factor influencing developmental ability of
nuclear transfer embryos. GO or G1 stages are considered to be the most suitable stage for
nuclear transfer. In this study, the granulosa cells from cattle and sheep were analyzed low (5
and high (15" passages. Experimental groups consiste actively dividing cells, contact
inhibition (%10 FBS) for 24 and 72 hours, cells starvation (%0.5 FBS) for 24 and 72 hours.
Cell cycle phases ratios were determined after cells were stained with propidium iodide, cell
viability/apoptosis/necrosis cell ratios were determined after cells were stained with propidium
iodide and Annexin V-FITC by flow cytometry In the treatment groups, it was observed that
the GO/G1 rate was between %78.69-87.5 in confluent cells for 24/72 hours, and the GO/G1
rate was between %83.02-%96.16 in serum starvation cells for 24/72 hours found to be higher
than the control group (%68.22-%76.97) (P<0.05). According to the analysis findings, it was
determined that the total rate of early and late apoptotic cells varied between %1.17-%4.42, and
necrosis cells varied between %1.41-%6.46. Except for sheep high (15") passage, the best
synchronization was obtained from serum starvation experimental groups. There was no

statistical difference between the sheep higher (15™) passage application groups (P<0.05).

Keywords: Cell Culture, Cell Cycle, Cell Synchronization, Granulosa, Low/High Passage,
Flow Cytometry
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1. GIRIS

Somatik hiicre niikleer transferi (SHNT) calismalarinda, hiicre dongiisiinde gorevli
ajanlarin belirlenmesi ve karakterize edilmesinde, hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarinin
bozuldugu kanser calismalarinda ve benzeri bir¢ok calismada hiicre senkronizasyonuna gerek

duyulmaktadir (Campbell ve Alberio, 2003).

SHNT yonteminin basarisin1 bir¢ok faktor etkilemektedir. Verici hiicrelerin hiicre
dongiisiinde hangi asamada oldugu somatik hiicre niikleer transferi yoluyla tiretilen embriyolarin
gelisimini etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Verici hiicre ve alict yumurta hiicresinin hiicre
dongiilerinin koordine edilmis olmasi, dogru ploidiyi korumak ve niikleer transfer (NT) ile yeniden
yapilandirilmis embriyolarda DNA hasarin1 6nlemek i¢in gerekli oldugu anlasilmaktadir
(Campbell vd., 2003; Sadeghian-Nodoushan, Eftekhari, Dalman, Eimani ve Sepehri, 2014).

Hiicre siklusu (dongiisii) G1, S, G2 evreleri ve mitozdan olusmaktadir. Mitozu takiben iki
kardes hiicre G1 fazina girmektedir. Bu donemdeki hiicre biiyiir ve hiicre dis1 bilylime faktorlerine
cevap vermektedir. Yine bu donemde kromozom yogunlagmasi kaybolarak tekrar ¢ekirdek zarfi
olusmaktadir. Bunu takip eden S fazinda ise DNA replikasyonu meydana gelmektedir. G2 fazinda
ise yeniden kromozomlar yogunlasir ve hiicre mitoza girmektedir. Mitoz esnasinda kromozomlar

yogunlagmis olarak kalmaktadir (Campbell vd., 2003).

Arastirmalar hiicre dongiisiiniin GO asamasinda durdurulmus donér hiicrelerinin
kullaniminin olusturulan embriyolarin gelisimi ve yeniden programlanmasinda basarili sonuglar
verdigini ortaya koymaktadir (Wilmut, Schnieke, McWhir, Kind ve Campbell, 1997;Kato vd.,
1998, Baguisi vd., 1999; Kato, Tani ve Tsunoda, 2000). Bunun yaninda hiicre dongiistiniin G1
asamasindaki hiicreler de donor hiicre olarak kullanildiklarinda Klon embriyolarin geligimlerini
basari ile tamamladiklar1 gozlenilmektedir (Arat, Rzucidlo, Gibbons,Miyoshi ve Stice, 2001; Arat
vd., 2011; Cibelli vd., 1998; Kasinathan, Knott, Wang, Jerry ve Robl, 2001; Urakawa, ldeta,
Sawada ve Aoyagi, 2004). Buna karsin, S fazinda dondr hiicrelerin kullanilmasi, genellikle erken
kromozom yogunlagsmasi tarafindan indiiklenen kromozom pulverizasyonu sebebiyle, G2/M
fazlarinda donor hiicrelerin kullanilmasi ile ise andploidi nedeniyle klonlamadan sonra zayif
embriyo gelisimine yol agmaktadir (Campbell, Loi, Otaeguive Wilmut, 1996). Hiicre biiylimesini
inhibe etme mekanizmalar1 birbirinden farklik gostermektedir (Hayes vd., 2005). Biiyiime
faktorii yoksunluguna sebep olan serum acligindave kontakt inhibisyonuna maruz kalinan

konfluent hiicre biiylimesi baskilanmaktadir.



Hiicreler GO/G1 fazina degisik sekillerde getirilebilmektedir. Eger hiicreler kiiltiire
ediliyorsa boliinen hiicre popiilasyonunda ¢ok degisik donemlerde hiicre vardir. Bu hiicreleri
istenen doneme getirmek i¢in serum aghigr (diisik serum varliginda kiiltlir) uygulanabilir ve
boylece hiicreler yeteri kadar beslenemedikleri i¢in dinlenme fazina yani GO fazina
gecirilmektedir. Bir diger yontemde ise hiicreler kiiltiir kaplarmi kapladiklarinda birbirleri ile
temas ettikleri i¢in (konfluent) S fazina gecemez ve G1’de kalmaktadir. Bir bagska yontem olarak
ise sikline bagimli kinaz inhibitorii gibi (roskovitin, dimetil siilfoksit, siklohekzimid) bazi

kimyasallar kullanilarak hiicrelerin G1 fazinda durdurulmasidir. (Gibbons vd. 2002).

Hiicrelerin pasaj sayisi arttikga hiicre siklusundaki fazlarin siireleri degisebilir bu da
hiicrelerin sinkronizasyon uygulamalarina verecegi yanit1 etkileyebilmektedir. Baz1 durumlarda
ozellikle transgenik hayvanlarin elde edilmesinde hiicrelere gen aktarilmasi ve sonrasinda
transgenik hiicrelerin segilmesi uygulamalar hiicre pasaj sayisinin artmasina sebep olmaktadir. Bu
durumda ge¢ pasaj sayisindaki hiicrelerin niikleer transferde kullanilmadan once senkronize
edilmeleri gerekmektedir. Bu asamada daha once erken pasaj sayilarinda belirlenen
senkronizasyon protokolleri farkli sonuglar verebilir veya bu protokoller hiicre canliligi lizerinde

de daha farkl etki gosterebilir.

Giiniimiizde hiicre senkronizasyonunu saglamak i¢in ¢esitli yontemler uygulansa da, bu
yontemlerin her birinin karsilagtirmali olarak hangi oranda senkronizasyon sagladigi ve sonuglarin
kullanilan hiicre tipine ve hiicre pasaj numarasina gore farklilik gosterip gostermedigi tam olarak

bilinmemektedir.
1.1 Hiicre Kiiltiirii

Dokudan, primer kiiltiirden veya hiicre hattindan enzimatik, mekanik veya kimyasal ayirma
yontemleriyle elde edilen hiicrelerin dogal ortamlarmin disinda kontrollii sartlar altinda
yetistirilmesidir (Dabanli, 2011; Esmer Duruel, Cagan, Isik ve Kayhan, 2021; Kogakli, Akillioglu
ve Dogan, 2015). Hiicre kiiltiirlerinde, kiiltiire edilen hiicreler elde edildikleri dokularin genel
ozelliklerini ve normal fonksiyonlarini gdsterdigi belirtilmektedir. /n vitro hiicre kiiltiirleri, in vivo
hiicre davranisinin altinda yatan mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina yardimci olmaktadir

(Dabanli, 2011).

Hiicre kiiltiirlerinden biyokimyasal, molekiiler ve biyolojik calismalarda; sitogenetik,
kanser, kok hiicre arastirmalarinda, farmasotik proteinlerinin ve asi tiretiminde, ¢esitli hastaliklarin

tan1 ve arastirilmasinda, doku mihendisligi gibi konularda yapilan arastirmalarda
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yararlanilmaktadir (Esmer Duruel vd., 2021; Serter, 2019). Canl1 hayvan testlerine alternatif olarak
hiicre kiiltiirli biiylik potansiyele sahip olmaktadir. Arastirmacinin 6zel bir hiicre tipi iizerinde
caligmasina olanak saglanmaktadir. Hiicre kiiltiirlerinde caligilan kimyasalin veya yontemin etkisi
her cins hiicrede ayri ayri arastirilabilmekte ve karsilikli etkilesimler nedeniyle yapilamayan
arastirmalarin da yapilmasina olanak saglanabilmektedir. Dokudan eldeedilen gesitli hiicreler,
zaman igerisinde tekrarlanan pasajlama islemleriyle istenilen asil homojen hiicre elde
edilebilmektedir. Hedeflenen hiicreye ulasildiktan sonra, hiicreler baska arastirmalar i¢in ve
tekrarli deneylerde kullanilmak {izere uygun sartlar altinda uzun yillar saklanabilmektedir. Ancak,
medyumdaki besin seviyesindeki azalma, hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimleri, zamana baglh
farklilik gibi bazi nedenlerden dolayr da hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda degiskenlikler ile
karsilasilabilmektedir. Bundan dolay: yapilan ¢alismanin tekrarlanabilirligi sayesinde daha dogru
sonuglara ulagilabilinmektedir (Kogakli vd., 2015).

1.1.1 Hiicre Kiiltiirii Vasat1 (Ortami)

Hiicre kiiltiirinde siispanse hiicre kiiltiirii ve yapisan hiicre kiiltiirii olmak tizere iki farkli tip
bulunmaktadir. Hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin dogal ortamlarinin disinda kontrollii sartlar altinda
yetistirildiginden dolayr yetistirilecek hiicrenin tipine bagli vasat gereksinimi degisiklik
gostermektedir. Siispanse hiicre kiiltiirli besiyeri igerisinde serbest halde bulunarak kiiltiir petri
kaplarinin yiizeyine yapisma O6zelligi gostermezken, yapisan hiicre kiiltiriinde hiicreler iginde
bulunduklar kiiltiir petri kaplarinin yiizeylerine yapisma davranisi gostermektedir. Yapisan bu
hiicreler kiiltiir flasklar1 veya petri kaplari gibi diiz bir ylizey lizerine tek tabakali olarak
yapisarak ¢ogalmaktadir. Yapisik hiicrelerin baglanmasi ¢ogalma i¢in gerekli 6n kosul olarak
belirtilmektedir. Temas inhibisyonuna maruz kaldiklarinda yani birbirlerine degecekleri bir

yogunluga ulastiklarinda boliinme durmaktadir (Esmer Duruel vd., 2021).

In vitro hiicre kiiltiiriinde memeli hiicrelerinin biiyiimesini saglamak ve desteklemek
amaciyla besiyeri ortami kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiir besiyerleri, hiicrelerin normal metabolik
aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in gerekli olan ortam kosullarini saglamak tizere hazirlanmis
besleyici soliisyonlar olarak tanimlanabilmektedir. Hiicrelere gerekli enerji kaynaklar1 ve hiicre

dongiisiinii diizenleyebilen bilesikleri bu besin ortamiyla saglanmaktadir (Kogakli vd., 2015).

Hiicrelerin petri kaplar i¢indeki vasatin canliligini devam ettirmesi ve biiylyiip gelismesini
saglamak i¢in aminoasit, glikoz, lipit, mineral, vitamin, hormon, biiyliime faktorleri,karbondioksit,
oksijen, antibiyotik, tuz, pH dengesi ve sabit viicut sicakligi, gereksinimlerini karsilamali1 ve
devamlilig1 saglanmalidir (Esmer Duruel vd., 2021; Kogakli vd., 2015).
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1955’te Eagle tarafindan ilk kismen kimyasal olarak tanimlanmis vasat olan EMEM
(Eagle's Modified Essential Medium) gelistirildi. Serum iceren EMEM’ un formiilasyonu
giiniimiizde yaygin olarak kullanilan bir¢ok hiicre kiiltiirii vasatinin temelini olusturmaktadir
(Esmer Duruel vd., 2021). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, EMEM’in bir ¢esididir ve
orjinal formundan dort kat daha fazla vitamin ve aminoasit ile iki kat daha fazla glukoz
icermektedir. Icerisinde demir ve fenol kirmizist da bulunmaktadir (Kogakli vd., 2015). Ham’n
yaptigi calisma ile 1963°te F10 vasat1 gelistirdi. Serum yerine iki tiir serum protein fraksiyonu
(albliminve fetuin) kullanildi. Ham's F12’nin Dulbecco ortamiyla karistirilmasinin ardindan
icerisine hormon ve biiyiime faktorleri ilave edilerek DMEM/F12 olarak adlandirilan yeni bir
formiilasyon olusturuldu. Boylece kimyasal olarak tanimlanmais ilk serumsuz hiicre kiiltiirii ortami,
DMEM ve Ham's F12 ortaminin 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak hazirlanan DMEM/F12 vasati
olmaktadir (Esmer Duruel vd., 2021). Vasat ortaminda glikoz ve glutamin,en temel enerji
kaynaklaridir (Esmer Duruel vd., 2021). Biiylik miktarlarda protein ve niikleik asit sentezinin
gergeklestigi ve enerji ihtiyacinin en fazla oldugu donemde, hiicrelerin gelisimine destek amaciyla
glukoz yaninda glutamin de gerekmektedir. Zira hiicreler niikleotid,aminoasit, amino seker ve
vitamin gibi bazi molekiillerin Sentezi i¢in azota ihtiya¢ duymaktadir. Glutamin ise bu molekiillerin
ve diger azot iceren bilesiklerin sentezinde azot kaynagi olarak rol oynamaktadir (Kogakli

vd.,2015).

Serum, hiicre ¢cogalmasini ve tutunmasini etkileyen ¢ok sayida biiyiime faktorii, mineral, lipit
ve hormonlar1 igermektedir (Kogakli vd., 2015). Bu protein ¢6zeltisinin iginde hormonlar,enzimler,
hiicrenin biiylimesi ve c¢ogalmasini saglayan biiyiime faktorleri, yiizeylere tutunabilmesini
saglayan hiicrelerarasi matriks proteinleri bulunmaktadir (Esmer Duruel vd., 2021). Besiyeri
ortamlar1 genellikle hiicrelerin hayatta kalmasini, ¢gogalmasini ve islevlerini destekleyebilen bir
ortam olusturmak amaciyla hiicre kiiltiirtinde en yaygin olarak kullanilan fetal sigir serumu (FBS)
gibi bir serum ile zenginlestirilmektedir (Esmer Duruel vd., 2021; Kogakli vd.,2015). FBS
hiicrelere kararsiz veya suda ¢ozlinmeyen besinler i¢in tagtyici olarak gérev yapmaktadir. Hiicreler

icin gerekli olan biiylime faktorleri ve hormonlar gibi proteinleri saglamaktadir (Kalender, 2020).

In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda ortamda meydana gelebilecek kontaminasyonlar
engellemek amaciyla vasat ortaminda antibiyotikler kullanilmaktadir (Esmer Duruel vd.,2021).
Calisma sirasinda, laminar akim kabin kullanimi, ¢alisma oncesinde 24 saat UV ile strelizasyonu
yapilmis inkiibatérde petrilerin inkiibe edilemesi ve ayrica c¢alisma esnasinda steril kosullarin

saglanmas1 kontaminasyon riskinin azalmasina katki saglamaktadir.



1.1.2 Hiicre Kiiltiirii Fizikokimyasal Faktorler

In vitro hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in normal
fizyolojik ¢evrelerinin saglanmasi amaciyla sicaklik, pH, Oz ve COz yogunlugu gibi fizikokimyasal
kosullarin sabit tutularak kontrolii saglanmaktadir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin basarisinda
ozellikle pH degeri, sicaklik, oksijen ve karbondioksit seviyeleri ile glikoz konsantrasyonunun
biiylik etkisi bulunmaktadir (Kogakl1 vd., 2015) .

Hiicrelerin gelisim pH deger aralig1 7,2-7,4 te bulunmaktadir. Kiiltiir ortamindaki hidrojen
iyonu konsantrasyonunda meydana gelecek degisiklikler, hiicrelerin ¢ogalmasini olumsuz yonde
etkilemektedir (Kogakli vd., 2015). pH degisimi hiicre dongiisiinii, hiicre biiyiimesini ve
farklilasmasini etkileyen ve ayn1 zamanda DNA hasarina ve genomik kararsizliga neden olan bir
durum ortaya koymaktadir. Hiicre kiiltiirii i¢in gerekli olan pH’in 7,2-7,4’de sabit bir sekilde
kalabilmesi i¢in CO2’li bir fiziksel ¢evreye ihtiyag olmaktadir. Bundan dolayi hiicreler CO2
inkiibatoriinde muhafaza edilmektedir. Vasat ortamlar1 genellikle hiicre tipine gore degismekle
birlikte %5-10 CO> desteklenmektedir. Boylece vasat ortamimin pH degeri gaz fazindaki CO-
konsantrasyonuyla besiyeri ortamindaki sodyum bikarbonat (NaHCO3) konsantrasyonu arasindaki
dengeyle korunmaktadir. Fenol kirmizisi boya arastirmacilarin ortam pH degerini izlemek
amaciyla toz Dbesiyerinin igerisine dahil edilmektedir. Ayrica 4- (2-Hidroksietil)-1-
piperazinetansiilfonik asit (HEPES), vasat ortamlarinda, 7.2-7.4 pH araliginda dstiin bir
tamponlama kapasitesi gosteren kimyasal bir tampon olarak bulunmaktadir (Esmer Duruel vd.,
2021).

Hiicreler icin gerekli uygun sicaklik canlinin ve hiicrelerin koken aldigi dokunun viicut i¢i
sicakligina bagli bulunmaktadir. Bu nedenle, sicakkanli canlilardan kiiltiire edilen hiicreler icin
gerekli uygun sicaklik genellikle 37°C’dir. Sicakligin hiicreler tizerindeki direkt etkisinin yaninda,
dustik sicaklikta COz ¢oziiniirliigiiniin artmas1 pH degisikligine neden olmakta ve pH’daki

degisimler ise hiicre gogalmasini baskilamaktadir (Kogakli vd., 2015).
1.1.3 Graniiloza Hiicreleri

Oogenezin erken donemlerinde, primer oositler graniiloza hiicrelerinden olusan bir tabaka
ile cevrilidir. Folikiilogenez sirasida oosit biiylimesine, graniiloza hiicresi ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi eslik etmektedir (Dogan, 2021). Graniiloza hiicreleri olgun yumurtalarin serbest
birakilmasiyla uterusun ¢abuk kavramasini senkronize etmekte gerekli hormonal ortami saglayan,

00sit olgunlagsmasimi siirdiiren, germ hiicrelerini besleyen yumurtaligin kritik bilesenleridir.
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Yumurtlamada folikiiliin olustugu andan itibaren oosit serbest birakilincaya kadar oosit ile
yakindan etkilesime giren tek somatik hiicreler graniiloza hiicreleridir. Oosit vegraniiloza hiicreleri
iligkisi boyunca 6nemli fonksiyonel ve morfolojik degisikliklerden ge¢mektedir (Baumgarten ve
Stocco, 2018). Antral folikiil asamasinda, graniilosa hiicreleri farkli fenotiplere sahip kiimiiliis
graniiloza hiicreleri ve mural graniiloza hiicreleri olmak tizere iki ayr1 gruba farklilagsmaktadir
(Sekil 1.1). Kiimiiliis graniiloza hiicreleri o0osite yakin seyreder ve 00sit biiyiimesi ile
olgunlagsmasindan sorumludur. Mural graniiloza hiicreleri ise steroidojenik aktivede énemlidir.

Grantiloza hiicreleri oosit gelisimi i¢in gerekli mikrogevreyi olustururlar (Dogan, 2021).

Kumuylus
granuloza
hucrelsn

Sekil 1. 1 Graniiloza-Oosit Kompleksi (Unal ve Kabukgu,2022)

1.1.4 Pasaj Sayisi

Direkt olarak dokudan kimyasal, mekanik veya enzimatik ayristirmayla elde edilen
hiicrelerin kullanildig: sistem primer hiicre kiiltiirii olarak isimlendirilir (Kalender, 2020). Primer
kiiltiir hiicreleri genelde heterojen tiptedir yani birden fazla hiicre ¢esidini igerebilmektedir.
Pasajlama sonrasi elde edilen kiiltiir ise alt kiiltlir olarak adlandirilmaktadir. Hiicreler, kiiltiir kab1
yiizeyini tamamen kaplayacak yogunluga ulastigi zaman hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesiminin
artmasi ve metabolik aktiviteleri sonucu ortamda atiklarin birikmesi, hiicrelerin biiyiimesini ve
cogalmasini biiyiikk oranda azaltmaktadir. Bu durumda, kiiltiir hiicrelerinin yeni kiiltiir kaplarina
daha az yogunlukta hiicre icerecek sekilde aktarilmasi gerekmektedir (Kogakli vd, 2015). Bu her
bir aktarilma sonucunda pasaj sayist bir deger artmaktadir. Morfolojide, uyaranlara verdigi
tepkide, biiyiime oranlarinda, protein ekspresyonunda ve transfeksiyon verimliliginde degisiklikler
oldugundan dolayr yiiksek ve diisiik pasaj numarasina Sahip hiicreler arasinda farkliliklar
bulunmaktadir (Anonim,2022).



1.2 Hiicre Dongiisii (Siklusu)

Bir hiicrenin bdliinmeye baslamasindan itibaren onu takip eden diger hiicre boliinmesine
kadar gegen zaman araligina hiicre dongiisii (hiicre siklusu) denilmektedir. Her biri ana
hiicreninkilerle ayni kromozomlari i¢eren iKi yavru hiicre iiretilmesi hiicre dongiisiiniin amacini
olusturmaktadir. Hiicre dongiisii igerisinde hiicre biiylimesini ve hiicre boliinmesini kontrol eden,

kendi kendini diizenleyen olaylar dizisi barindirilmaktadir (Cabadak, 2008).

Pnpau!hm
Ml!oth \\A Preparation G 1

G 2 for DNA
\\m " Synthesis
DNA
Replication
’

Sekil 1. 2 Hiicre Dongiisii (Siklusu) (Anonim, t.y)

Hiicre dongiisii hiicrenin siirekli biiylimesini temsil eden G1 (gapl) fazi, S (sentez) faz1 ve
G2 (gap2) faz1 asamalarini olusturan interfaz ve genomun boliinmesi olarak tanimlanan M fazi
(mitoz) olmak tizere iki ana faz igermektedir. Siirekli boliinen hiicrelerde hiicre siklusu 20-24 saatte
bir ardi ardina G1-S-G2 (interfaz) ve M (mitoz) olacak sekilde (Sekil 1.2) ger¢eklesmektedir
(Karaca, 2008).

1.2.1 G1 Evresi

Mitoz boliinmenin ardindan girilen yeni dongiiniin ilk agsamasi olarak kabul edilmektedir.
Hiicre dongiisiiniin asamalari arasinda 9-12 saatlik zaman uzunlugunda gerceklestiginden en uzun
evre olarak bilinmektedir. DNA sentezi ve kromozom replikasyonuigin gerekli olan RNA ve
proteinlerin sentezlendigi bu evrede en fazla biiylime goriilmektedir.G1 fazindan sonra hiicreler
dongiiden ¢ikarak dinlenme durumuna gectigi GO fazi ya da dongiiniin devami olan DNA
sentezinin bagladigi S faz yolu izlenilmektedir. GO fazindaki hiicrelerin metabolizmas1 ve
biyokimyasi hiicrenin yasamini devam ettirebilmesi i¢cin minimum diizeye diisiiriilmektedir. Bu
hiicre i¢in boliinme yolunun durdurulduguna isaret etmektedir. Ancak uygun bir uyaridan sonra

hiicre dongiisiine yeniden girilebilmektedir (Cabadak, 2008).



1.2.2 S Evresi

G1 fazindaki hiicrenin S fazina girmesi sonucunda DNA sentezi baslatilmaktadir. Ortalama
7,5-10 saatin ardindan hiicrenin DNA’s1 ikiye katlanmaktadir. Mitoz boliinme fazinda belirgin hale

gelecek yeni kromatitler olusmaktadir (Cabadak, 2008).
1.2.3 G2 Evresi

S fazindaki hiicre G2 fazina girmesinin ardindan hiicre biiylimeye devam ederek M fazi igin
gerekli RNA ve protein sentezlerine devam edilmekte ve mitoza hazirlanilmaktadir. Bu faz hizla
boliinen hiicrelerde 1 saat kadar kisa olabilmekte ancak ortalama 3,5-4,5 saat siirebilmektedir.

Sentez fazi sonrasi her bir kromozomdan 2 kopya igerdigi igin 4n seklinde belirtilmektedir
(Cabadak, 2008).

1.2.4 M Evresi

Mitoz fazi profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olugsmakta ve telofazda sitoplazmik
boliinme tamamlanarak ayni genetik materyalli iki yeni hiicre meydana getirilmektedir. Mitoz hem
karyokineziyi (¢ekirdegin boliinmesini) hem de sitokineziyi (hiicrenin boliinmesini) igererek
yaklagik 1 saatte gerceklestirilmektedir. M fazinda iki 6zdes yavru hiicrenin ayrilmasiyla tam bir

hiicre dongiisii basariyla gerceklestirilmis bunulmaktadir (Cabadak, 2008).
1.25 Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalari

Hiicre dongiisii, hiicre dongiisiiniin fazlarinda ve fazlar arasindaki gecislerde hiicre i¢i
sinyallerin yaninda ¢evreden gelen hiicre dis1 sinyalleri tarafindan kontrol edilmektedir. Hiicre dis1
sinyallere 6rnek olarak biiylime faktorleri verilirken hiicre i¢i sinyallere hiicre biiylimesi, DNA
replikasyonu, mitoz gibi hiicresel siiregler 6rnek verilmektedir. Hiicre dongiisii bu kontrol
noktalarinda durmakta (Sekil 1.3) ve vyalmizca belirli kosullar karsilandiginda devam
edilebilmektedir (Eren, 2015).
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Sekil 1. 3 Hiicre Dongiisii ve Kontrol Noktalar1 (Ross, 2016)

Gl fazinda restriksiyon ve DNA hasart kontrol noktalar1 bulunmaktadir. Hiicre
boliinmesinin devam etmesi i¢in uygun sartlarin bozuldugu durumlarda (besin yetersizligi, hiicre
biytikliigli, doku hasar1 gibi) hiicre G1 kontrol noktasindan gegcemez ve hiicre dongiisiiniin
haraketsiz asamasi ya da dinlenme evresi olarak tanimlanan GO fazina gonderilmektedir. GO
fazindaki hiicreler metabolik olarak aktif olsalar da biiytimesi durdurulmus ve protein sentez hizi
azaltilmistir. DNA hasar kontrol noktasinda ise yeni kopyalanmis DNA’nin biitlinligi
incelenmektedir. S fazinda da DNA hasar kontrol noktasi bulunmakta ve DNA kopyasinin Kalitesi
izlenilmektedir. G2 fazinda bulunan iki kontrol noktast da DNA izlenilmekle birlikte noktalarin
birinde G1 ve S fazinda oldugu gibi DNA hasar1 incelenmektedir. ikinci kontrol noktasinda ise
kopyalanmamis DNA kontrolii yapilarak DNA sentezi tamamlanmayan hiicrenin M fazina gegmesi
engellenmektedir. M fazinda bulunan iki kontrol noktalardan birinde anafaza erken giris onlerken
digerinde ise tiim kromozomlar dogru sekilde ayrilana kadar sitokinez siirecini 6nlenmesi islemi
yapilmaktadir. G1 fazinda DNA'da onarilamaz bir hasar varsa S fazina girmesine izin vermemekte
ve tiimor baskilayict protein p53'iin tespiti ile hiicre biiyiik olasilikla programlanmis hiicre 6limi
olarak adlandirilanapoptoza ugramaktadir. G2 fazinda da DNA tamiri miimkiin degilse hiicre

dongiisii durdurularak apoptoz islemi ger¢eklesmektedir (Ross, 2016).

Hiicre dongiisii fazlari siklinler (siklin A,D,E), siklin-bagimli kinazlar (cyclin- dependent
kinase CDK 1,2,4,6) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (cyclin-dependent kinase inhibitors
(CDKI) (Sekil 1.4) diizenleyici proteinlerin aktivasyonlar1 ve ekspresyonlariyla diizenlenmektedir.
Biiylimekte olan bir hiicrede hiicre dongiisiinii yiiriiten siklin bagimli kinazlar sabit bir derisimde
bulunmakta ve cogu zaman inaktif durumdadir. Inaktif formdaki siklin bagimli kinazin aktif hale

gecmesi i¢in bir sikline baglanmasi gerekmektedir. Siklin degerlerindeki degisme ile siklin/siklin
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bagl kinaz (CDK) aktivetesinde de artma veya azalmagibi degisiklikler gézlemlenmektedir
(Aktug, 2014; Eren, 2015).

Cyclin E-Cdk1

Cyclin A-Cdk1

Cyciin A-Cdk2 Cyclin D-Cdk4/6

Cyclin E-Cdk2

Sekil 1. 4 Siklin-CDK Kompleksleriyle Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi (Ross, 2016)

Siklinler siklin bagimli kinazlar (CDK) ile baglanarak holoenzimleri olusturmakta ve
spesifik katalitik aktivasyonunu gerceklestirilmektedir. Holoenzimler temel fonksiyonu olan
retinoblastoma proteininin (Rb) fosforlanmasi gorevini yapmaktadir. Bu islem sonucunda
retinoblastoma fosforilasyonu E2F (transkripsiyon faktorii) ailesi {yesi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu gergeklestirilmektedir. E2F salinmasi, S evresinin ilerlemesini
diizenleyen c¢esitli genlerin eksprese olmasini saglamaktadir. Retinoblastoma proteinleri de GO
evresinden G1 evresine gegisin diizenlenmesinde anahtar rol oynamakta ve aktivitesi siklin D1-
CDK4 kompleksi ile diizenlenmektedir. Siklin D-CDK4/6 erken G1 evresinde siklin E-CDK2 ise
S evresine geciste 6nemli bir komplex bilesen konumundadir. G1 fazinin ortasinda siklin D,
sonlarina dogru ise siklin E’nin aktifligi gortilmektedir. Siklin/CDK holoenzimlerinin kinaz
aktiviteleri CDKI tarafindan negatif olarak diizenlenmektedir (Aktug, 2014; Arslan, Onkol,
Ozgelik, 2022; Eren, 2015).

Hareketsiz durgun olarak tasvir edilen hiicrelerin, siklin D ve siklin E ekspresyonunun
olmamasi, yliksek oranda yogunlagtirilmis kromatin ve daha az ribozom igermesi ayirt edici
ozellikler arasinda bulunmaktadir. Bu hiicrelerin G1 dongiilii benzerlerinden ¢ok daha az RNAve

protein i¢erdigini gostermesi hiicrelerin GO asamasinda olduguna isaret etmektedir (Hayes vd.,
2005).

1.2.6 Hiicre Oliim Sekilleri
Canlilarda hiicre 6liimii patolojik ya da fizyolojik siiregler sonunda gerceklesmektedir.
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Patolojik hiicre 6liimleri nekroz olarak adlandirilirken ve fizyolojik yani programlanmis hiicre

oliimleri apoptoz (Sekil 1.5) olarak adlandirilmaktadir (Ucbek, 2012).
1.2.6.1 Nekroz

Disaridan gelen fiziksel ve kimyasal cevresel faktorlerin hiicre zarina hasar vermesi
sonucunda zar gecirgenligi bozularak hiicre dis1 iyonlarin ve suyun hiicre i¢ine girmesine, hiicrenin
sisip par¢alanmasina neden oldugu patolojik bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Nekrozun
nedenleri; iskemi, hipoksi, hipertermi, litik viral enfeksiyonlar, toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonu ve siddetli oksidatif stresdir. Hiicrenin sismesi ve membrani patlatarak hiicrenin
parcalanmasiyla hiicre i¢indeki maddelerin disar1 dagilmasi bu bélgedeki ¢evre dokularda biiyiik
zarara, baska bir degisle inflamasyona neden olmaktadir. Nekrozda hiicre membraninin kayba,
kromatin flokiilasyonu, hiicre sismesi, organellerin disintegrasyonu, endoplazmik retikulum
dilatasyonu, biiyiik vakuollerin olugmasi ve hiicre lizisi goriilmektedir (Celepli, Bigat, Celepli ve
Karagin,2020).

Nekroz ile 6liime giden hiicrelerde hiicrelerin boyutunda artis izlenir, hiicre organelleri su

alarak siser ve hemen ardindan hiicre zarinda parcalanmalar meydana gelir (Celepli vd.,2020).

1.2.6.2 Apoptoz

Gorevini tamamlamig, fonksiyonu bozulmus veya hasara ugramis hiicrenin etrafindaki
diger hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirildigi, genetik olarak kontrol edilen programlanmis
hiicre O6liimii olarak tanimlanmaktadir. Cigekteki petal yapragin, ¢igege zarar vermeden
dokiilmesine ya da agactan diisen bir yapraga benzetilmektedir. Apoptoz DNA hasari, sitotoksik
ilaclar, hiicre dongiisii sinyalizasyonu ve yasam sinyallerinin eksikligi gibi hiicreyi igeriden ve

disaridan etkileyen sinyallerle tetiklenebilmektedir (Dagdeviren, 2021; Ross, 2016).

Cok hiicreli canlilarda istenmeyen bazi hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda, genler ile
diizenlenerek belirli bir kontrol ve program icerisinde gergeklesen fizyolojik bir 6liim siireci
oldugu bildirilmektedir. Hiicrelerin kendi kendilerini yok ettigi apoptoz olayinda hiicre kiigiilmesi
karakteristik bir 6zellik oldugu belirtilmektedir. Sitoplazma igeriginde artis meydana gelerek, hiicre
biiziilerek kivrintili bir hal almaktadir. Apoptoza ugrayan hiicre inflamasyona ugramadan ortadan
kaldirilmaktadir. Aktif, metabolik ve genetik agidan kodlanmis hiicrenin evrimsel olarak tercih
ettigi 6liim yolu olan apoptoz da RNA ve protein sentezine ve enerjiye gereksinim duyulmaktadir
(Dagdeviren, 2021).
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Apoptotik siirecte, gelen uyarinin ardindan hiicre yapistigi zeminden ve komsu hiicrelerden
baglantilarin1 kopararak ayrilmasmin ardindan kiigiilmektedir. DNA fragmantasyonu, kromatin
niikleer membran cevresinde toplanarak yogunlagsmakta ve piknotikbir goriiniim olugmaktadir.
Hiicre DNA’s1 nukleozamlarindan kesilmektedir. Fakat hiicre organellerinin yapisal 6zellik ve
biitiinliikleri korunmaktadir. Hiicre zarinda bulunan fosfotidil serin hiicre zar1 i¢ kismindan
hiicrenin dis ylizeyine tasmmaktadir. Hiicre ¢ekirdegi kiiclilmesinin ardindan pargalara
ayrilmaktadir. Apoptozis siirecinin sonunda morfolojik olarak hiicre organelleri membran ile kapl
kiigiik apoptotik cisimciklere dontismektedir. Siireg ilerledikge bu vezikiiller komsu hiicreler ya da
makrofajlar tarafindan fagosite edilmektedir. Apoptotik siirecte inflamasyon olusmamaktadir.
Apoptozun bilinen en onemli ve ilging Ozelligi ise ¢evre dokularda herhangi bir yikim

olusmamasidir (Dagdeviren, 2021).
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Sekil 1. 5 Apoptoz ve Nekroz Goriintimii (Anonim, 2017)

Apoptozun diizenlenmesinde 6zellikle kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller,p53,
kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve ¢ok sayida mitokondri gérev almaktadir (Dagdeviren,
2021).

Hiicrelerin apoptoza egimli olup olmamasi Bcl-2 ailesine bagli olmaktadir. Bcl-2 ailesine
ait proteinler; proapoptotik ve antioapototik grup olmak iizere birbirine zit ¢alisan iki gruptan
olusmaktadir. Bir hiicrede eger proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza daha fazla egilimli,
antiapoptotik proteinler fazla ise daha az egilimli olmaktadir. Ailenin proapoptotik iiyeleri BIK,
BIM, PUMA NOXA, BAD, BAX ve BAK proteinleridir. Antiapoptotik tiyeleri ise BCL-2, BCL-
XL, BCL-W ve MCL-1" dir. Hiicrenin apoptoza gidip gitmeyeceginin belirlenmesinde hiicre ici

Bcl-2/Bax orani son derece dnemli olmaktadir. Eger Bax fazla ise hiicre apoptoz, Bcl-2 fazla ise
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apoptoz inhibasyonu gerceklesmektedir. Proapoptotik proteinler sitozolde bulunmaktadir. Bu
proteinler, Sitokromc ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor)’ {in salimini diizenli olarak artirarak
apoptozu indiikleyici mekanizmaya Sahip olmaktadir. Antiapoptotik iiyeler, mitokondrinin dis
zarinda endoplazmik retikulumda ve ¢ekirdek zarinda bulunmaktadir. Por olusturarak iyon
transportunu gergeklestirerek iyon taginimini diizenleyici mekanizmayi yapmaktadir. Hiicrelerde
bulunan Ca** miktarin1 kontrol ederler ve kaspazlar igin dnciil form olan AIF ve sitokrom-c salimini

durdurmaktadir. Boylece apoptozu inhibe edilmektedir (Dagdeviren, 2021; Ucbek, 2012).

Hiicrede, DNA hasar1 gibi bir durum olustugunda bu hasar1 gidermek igin ¢esitli
mekanizmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. DNA hasar1 s6z konusu ise P53 tiimor baskilayict gen
iirlinii olan p53 aktive edilmekte ve bu da hiicre siklus inhibisyonu, apoptozis, DNA tamiri ve
yaslanmay1 igeren antiproliferatif bir etkiye neden olmaktadir. Siklusunu bdliinme kontrol
noktalarindan G1°de durdurup DNA onarimi i¢in hiicreye zaman kazandirilmaktadir (Gedikli,
2013). Eger hasar tamir edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas yapimi artirilmaktadir.
Boylece Bcl-2 ve Bel-xLnin baskilanmasi ile apoptozu indiikklenmektedir. P53 bir transkripsiyon
faktorii olmakla birlikte DNA hasari, hipoksi, viral transformasyon, onkogen aktivasyonu, ig
hasari, niikleotid diizensizligi gibi hiicrelerde meydana gelen bir¢ok bozukluk sonrasi aktive
edilerek hasarli hiicrenin proliferatif yayilimini engelleyecek gen ekspresyonunu baslatmaktadir
(Dagdeviren, 2021).

Kaspazlar hiicreyi apoptozdan koruyan proteinleri ortadan kaldiran veya inaktive eden bir
protein grubu olarak bilinmektedir. Apoptozun baslatilmasinda ve ger¢eklesmesinde rol
almaktadir. Apoptoz mekanizmasinda hayati bir role sahip olan kaspazlar, sistein- aspartik —
proteaz olarak bilinmektedir. Hiicre icerisinde inaktif durumda bulunulmaktadir. Baslatici
kaspazlar (Kaspaz 2, 8, 9, 10), efektor (cellat) kaspazlar (Kaspaz 3, 6, 7) ve inflamatuar
kaspazlar (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) olmak iizere ii¢ farkli kaspaz mekanizmasi
bulunmaktadir (Dagdeviren, 2021).

Patolojik ve fizyolojik olarak gergeklesen apoptozisde baslica 5 farkli yolak
kullanilmaktadir. Bunlarin en yaygin olarak bilineni metabolik ve hipoksik stres ile tetiklenen
intrinsik (i¢) yolak ve 6liim ligandlar1 olarak bilinen Fas-L ya da tiimor nekroz faktori-a gibi dis
uyaranlar ile tetiklenen ekstrinsik (dis) yolaklar1 (Sekill.6) yer almaktadir. Diger kullanilan
yolaklar ise DNA hasari iizerine p53 ile aktive olan kaspaz 2 bagimli yolak, kaspazin dogrudan
aktivasyonu ile granzim-B yolagi ve DNA fragmantasyonu ile baslayan granzim-A yolagi olarak
bilinmektedir (Dagdeviren, 2021).
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Sekil 1. 6 Intrinsik ve Ekstrinsik Apoptozis Yolaklari(Celepli, Bigat, Celepli ve Karagin,2020)

Intrinsik apoptotik yolak, hiicre ici sinyallerle, pH azalmasina bagl olarak cesitli
iyonlastirici etkenlerin neden oldugu gen seviyesindeki toksik hasar, endoplazmik retikulum stresi,
DNA hasarma bagli hiicre siklus bozukluklari, mitokondriyal hasar ve onkojenlere bagl hiicre
oliimii ya da ¢esitli biiylime faktorleri gibi bazi uyaranlarin yoklugunda aktive olan yolaktir. Hiicre
ici sinyallerin alinmasiyla apoptotik uyar1 baslatilir, proapoptotik protein Bid, Bcl-2” yi inaktive
eder. Boylece BAX ve BAK proteinleri aktive olur. Mitokondri memraninda, BAX ve BAK
proteinleri por olusumunu gergeklestirir, por olusumu i¢in uygun ortam hazirlandiginda ise zar
potansiyeli degisiklige ugrar. Smac (second mitochondria-derived Activator of Caspase),
Endontikleaz-G, AIF (Apoptoz indiikleyici faktér) mitokondri membran porlarindan salinmak
iizere uyarilir. Apoptozun gerceklesmesi i¢in oksidatif fosforilasyonun gerceklesmesi gerekir.
Sitokrom-c, elektron taginimi yaparak oksidatif fosforilasyon siirecini baslatir. SMAC, inhibitor
apoptotik faktdr (IAF)’{i engeller ve apoptozu hizlandirir. Inhibitér apoptotik faktorlerin olmasi
ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunun durmasina neden olur. Apoptoz indiikleyici faktor
(AIF)lin ¢ekirdege translokasyonu tamamlanir ve Endoniikleaz-g (ENDO-G) DNA’ y1 pargalar.
Sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktor-1) ve ATP’nin mitokondri porlarindan
salinmasi ile sitozolde apoptozom denilen yeni bir kompleks olusur. Apoptozom, kaspaz- 9’ u
keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 ise prokaspaz-3 ii aktif kaspaz-3’ e dontistiiriir. Aktiflesen kaspaz-3
inaktif kaspaz aktive edici DNaz (CAD)‘1 inaktif hale getirerek serbestlesir. Cekirdekte kromatin
yogunlagsmast Ve DNA’nin niikleozomlar1 olusturarak fragmente olmasini saglayan ise CAD
kompleksidir (Celepli, Bigat, Celepli, Karagin, 2020; Dagdeviren, 2021).

Apoptotik ekstrinsik yol (6liim reseptorii yolu), i¢ yoldan farkli olarak aktive olmus T
hiicreleri, dogal dldiiriicii (natural killer) (NK) hiicreler ve makrofajlarin hedef hiicrelerinin zarinda

bulunan 6liim reseptorlerine tutunmasi ile baglar. Tiimor nekroz faktor (TNF) ve FAS reseptorii
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hiicre zar1 integral proteinleridir. Oliim aktivatdrleri olan FasL ve tiimér nekroz faktoralfa (TNF-o)
ile baglanarak, prokaspaz-8’ kaspaz-8’ ¢ farklilasir. Sonugta kaspaz kaskadi olusarak aktivasyon
baslatilir (40). CD95 (Fas/APO-1), TNFR1, DR3 (APO-3), DR4 (TNF- Related Apoptosis
Inducing Ligand Receptor-1), DR5 (TRAIL R2) ve DR6 &liim reseptorleridir. Hiicrenin dliim
sinyali, hedefteki hiicrenin hiicre zar1 lizerinde bulunan TNF ailesi 6liim reseptorlerine baglanarak
aktive olur. FAS, TNF ve DRS5 gibi hiicre ylizeyinde bulunan 6liim reseptorlerinin 6liim sinyalleri
olan FasL, TNF-alfa ve TRAIL ile baglanmas1 sonucu 6liim reseptorleri trimerik bir yap: kazanr.
Trimerik yapida olan reseptorler ile adaptdr molekiiller prokaspaz tiirevleri ile birleserek Death
inducing signaling complex (DISC) denilenbir yap1 olusturur. Kaspaz-8 ve kaspaz-10 DISC
kompleksi tarafindan aktive edilir. Aktive olmus kaspaz-8 ve kaspaz-10, yiiriitiicii kaspazlardan
kaspaz3, kaspaz-6 ve 7’yi aktif hale getirir. Aktiflesen, kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 ise
apoptoza neden olan proteinlerin ve hiicre iskeletinin imhasini baslatir. Bu mekanizma dogrudan
ve direkt yolla gerceklesir. Direkt olarak kaspaz-8 kaspaz3 ‘ii aktive eder dolayl1 olarak ise BID’i
keserek intrinsik yolda 6nce kaspaz-9¢ u hemen ardindan da kaspaz-3’ i aktive eder. Dolayli ve
direkt olan bu yolda ger¢eklesen mekanizmada aktif kaspaz-3, CAD aktivasyonu gosterir ve DNA
fragmantasyonuna neden olur (Celepli vd., 2020; Dagdeviren, 2021).

1.3 Hiicre Senkronizasyon Yontemleri

Bir kiiltiirdeki hiicreler farkli fazlarda olabilirler. Hiicre senkronizasyonu, bir kiiltiirdeki
hiicre dongiisiiniin farkli asamalarinda bulunan hiicrelerin ¢esitli molekiiler ve biyokimyasal
yontemler kullanilarak ayni evreye getirilmesidir (Grdina, Meistrich, Meyn, Johnson ve White,
1987).

Verici ¢ekirdegin hiicre dongiisii asamasi, metafaz 11 oositte bulunan yiiksek seviyelerde
olgunlagsmay1 tesvik eden faktor (MPF) ile uyumlu olmalidir. Bu nedenle, alinan MII oositlerine
niikleer transplantasyon icin yalnizca hiicre dongiisiiniin G1 veya GO fazlarindaki g¢ekirdekler
kullanilabilir. Yeniden olusturulan embriyonun gelisimi ve yeniden programlama G0/G1 fazinda

cekirdek kullanimiyla gelistirilmektedir (Sadeghian-Nodoushan vd., 2014).

Senkronizasyon genellikle hiicre dongiistinii belirli bir noktada durdurmasi beklenen ve
sonraki ¢ogalma ve farklilasma iizerinde minimum yan etkilere sahip olan geri doniisiimli
metabolik bloklar uygulanarak saglanir. Bu nedenle, istenen bir senkronizasyon yontemi, hiicre

canliligimi engellemeden hiicrelerin ¢ogunlugunun hiicre dongiisiiniin GO asamasinda olmasini

saglamalidir (Hayes vd., 2005).
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Hiicre dongiisiiniin belirli fazlarinda bloke eden veya geciktiren ilaglarin eklenmesiyle
hiicre dongiisii asamalar1 geciktirilebilmektedir. Bunun i¢in kullanilan yontemler, hiicre

dongiisiiniin tutuklandigi faza bagh olarak gruplandirilmaktadir (Merrill, 1998).
Senkronizasyon yontemleri hiicrelerin tutulma sathasina gore siniflandirilabilmektedir.

1) M fazinda kromozomlarin sentromer bolgelerini baglayan protein ipliklerini
etkileyerek hiicre boliinmesini bozmastyla;

2) S fazindaki hiicre dongiisii ile DNA sentezini etkilemesiyle;
3) G1 fazindaki restriksiyon noktasinda tutmasiyla;
4) Bloke edici ajanlarin kombine uygulamasiyla; (Banfalvi, 2017).

1.3.1 Kullamilan Baz1 Kimyasallar

Razoksan (Razoxane) Topoizomeraz Il enzimini spesifik olarak inhibe ederek hiicre
dongiistiniin mitoz oncesi ve erken mitoz fazlarinda hiicre boliinmesinin inhibisyonu ile

sonug¢lanmaktadir (Banfalvi, 2017).

Roskovitin (Roscovitine) ATP baglanma safasinda ATP ile rekabet ederek sikline bagli
kinazlarin (CDK1, CDK2, CDKS5 ve CDKY7) kinaz aktivitesi i¢in oldukga gii¢lii bir inhibitordiir.
Memeli hiicrelerinin sadece G1 —S'de degil, ayn1 zamanda G2-M kontrol noktalarinda hiicre

dongiisliniin ilerlemesini Onlemektedir (Azevedo vd., 1997; Vackova, Engelova, Marinov ve
Tomanek, 2003).

Mumosayn (Mimosine) DNA replikasyonunun baslamasindan yani S fazina girmeden 6nce
G1 fazinda hiicre dongiisiinii durduran nadir bir bitki aminoasididir (Mosca, Dijkwel ve Hamlin,

1992; Vackova vd., 2003).

Kolsisin (Colchicine) mikrotiibiillerde tiibiilini depolimerize ederek metafazda hiicre
dongiisii durmasina neden olmaktadir. Hiicreler tedavi edildikten sonra hiicreler M fazinda birikir

ve anafaza ilerleyemez (Boquest, Day, Prather, 1999).

Vinkristin (Vincristine) mikrotiibiillerin ipliklerine baglanarak DNA sentezini ve aminoasit
metabolizmasini etkilemektedir. Bunun sonucunda metafazdaki mitozu azaltmaktadir. Birgok

kanser tlirlini tedavi etmek i¢in mitotik bir inhibitor ilag olarak kullanilmaktadir (Al- Meshal,

1987).
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Cift timidin blogu (Double thymidine block) yaklasik olarak % 40 konfluent hiicreler,
1 ml kiiltiir ortamu igin 20ul timidin bloke edici ¢ozelti eklenerek 19 saat inkiibe edilmektedir. Daha
sonrasinda steril PBS ile 3 kez yikanarak serum igeren taze hiicre kiiltiir ortaminda 9 saat inkiibe
edilmektedir. Bir sonraki adim olarak da her 1 ml kiiltiir ortami i¢in yine 20ul timidin bloke edici
soliisyon eklenerek bu sefer 16 saat daha inkiibe edilerek PBS ile yikanip yeni kiiltiir ortamina

eklenen hiicrelerin ¢ogu GO/G1 fazinda bulunmaktadir (Bostock, Prescott, Kirkpatrick, 1971).

Afidikolin (Aphidicolin) Cephalosporium aphidicola mantar1 tarafindan iretilen bu
tetrasiklik diterpenoid, DNA polimeraz a'y1 secici olarak geri doniisiimlii inhibe etmektedir. Bu
enzim, niikleer DNA onarim sentezini ve mitokondriyal DNA replikasyonu i¢in gerekmektedir.

Bundan dolay1 hiicre dongiisii erken S evresinde engellenmektedir (Sala vd., 1980).

Sikloheksamid (Cyclohaximide)‘in diisiik konsantrasyonu ile tedavisi saglanan C6 glioma
(timor) hiicresinin hiicre ¢ogalmasin1 ve hem G2 hem de M fazlarini bitirmis hiicrelerin

inhibe edilerek G1 ve S fazlarinda birikmesine neden oldugu diistiniilmektedir (Goissis vd., 2007).

Dimetil Siilfoksit (DMSQO) hiicre dongiisiinde gorev alan siklin D ekspresyonunu
azaltmakta ve A, B ve E siklinlerinin asir1 ekspresyonuna sebep olmaktadir. Hiicreler bir sonraki
hiicre dongiisiine girdiginde ortamda siklin D'nin bulunmamasi1 nedeniyle erken G1 asamasinda
tutulmaktadir (Choresca vd., 2010).

1.3.2 Serum Achg Yontemi

Serum yoklugu (Serum starvation) GO/G1 fazlarindaki hiicreleri senkronize etmek i¢inen
bilinen yontemdir. Kiiltiirdeki hiicrelerin, hiicre dongiisii kontrol noktalarin1 gegmek ve mitozu
tamamlamak i¢in besin ve mitojenik uyaranlarin varligi gerekmektedir. Serum yoksunlugu in vitro
kiiltiir sistemlerinde mitojenleri ve hormonlar1 azaltmaktadir. Ayrica hiicre metabolizmasini
azaltmakta ve hiicresel protein seviyelerinde diisiise neden olmaktadir. Boylece hiicreleri GO

durumuna yonlendirmektedir (Khammanit, Chantakru, Kitiyanant ve Saikhun, 2008).
1.3.3 Konfluent Yéntemi

Konfluensi sonucu olusan kontak inhibisyon (contact inhibition) hiicrelerin tek katmanli
biiyiimesini saglayan diizenleyici bir mekanizmadir. Hiicrelerin yayilmasi igin petri kabinin alt
tabakasinda alan varsa, hiicreler serbestge hareket ederek ¢cogalmaktadir. Ancak petri kabinin alt
tabakas1 dolu ise normal hiicreler (kanser hiicreleri hari¢) ¢ogalmay1 durduracaktir. Bundan dolay1

hiicrelerin zaman i¢inde hareketlilik ve mitotik aktiviteleri azalmaktadir. Bdylece hiicreler GO/G1
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fazinda bulunmaktadir (Sun vd., 2008).
1.4 Literatiir Ozeti

Vackova vd. (2003) tarafindan bildirildigine goére domuz graniiloza hiicrelerinde serum
acligi ve mimosin kimyasal inhibitori ile hiicre dongisiinii G1 fazinda senkronizasyonu iizerine
calisgma sonuglar1 belirtilmektedir. Deney gruplar1 24 saat normal ortamlarinda gelismesinin
ardindan 48 saat serum aglig1 ve 48 saat normal ortaminda biiylimesinin yaninda ilk 24 saatte ve
son 24 saatte mimosin uygulamasi yapilarak biitiin deney gruplari 78 saatin sonunda analize
hazirlandig1 belirtilmektedir. Flow sitometri de okunan hiicre dongiisii analiz degerlerine
bakildiginda serum ag¢ligi uygulamalarin normal ortam degerine gore yiiksek olurken mimosin

uygulamali sonuglardan daha diisiik oldugu goriilmektedir (Vackova vd., 2003).

Hayes vd. (2005) tarafindan bildirildigine gore sigir graniiloza ve fibroblast hiicrelerinde
hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdurmak amaciyla uygulanan konfluent ve serum agliginin
etkileri belirtilmektedir. Niikleer transfer embriyolarinin gelisim yetenegini etkileyen 6nemli
faktor oldugu belirtilmektedir. Birka¢ giin boyunca serum agligi ve hiicre kiiltliriin konfluent
olmasi niikleer klonlama i¢in dondr hiicrelerin hareketsiz faz olan GO faz asamasina uyararak
getirmek, kullanilan yaygin yontem olarak belirtilmektedir. Aktif olarak boliinen hiicrelerin, 4
giin boyunca konfluent hiicrelerin ve 1/3/5 giin boyunca serum acliginda bulunan hiicrelerin
olusturdugu deney gruplar1 olusturulmaktadir. Konfluent ve Serum agligir gruplarinin normal
boliinen hiicrelerden farkli olmakla birlikte kendi aralarinda GO'a giren hiicrelerin yiizdesinde
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmadigi belirtilmistir. Ayrica 1 ile 5 giin serum agligi
uygulanan gruplar arasinda da, hiicre dongiisiiniin GO/G1 fazina giren hiicrelerin nispi yiizdesini
arttirmadigi belirtilmektedir. Konfluent ve serum agligi ile muamele goren fibroblast hiicrelerinin
graniilosa hiicrelerinden daha fazla oranda G0’a girdigi ve primer kiiltiir ve 5. pasajin sonuglarinin

ayni oldugu goriilmektedir (Hayes vd.,2005).

Cho vd. (2005) tarfindan bildirildigine gore si@ir fetal fibroblast hiicreleri iizerine
senkronizasyon yontemlerinden konfluent, roskovitin ve serum agligi uygulamalarmin etkileri
belirtilmektedir. Calismanin deney gruplarin1 %10 FBS iceren besiyeri ortaminda %90 konfluent
olan konfluent grup, %10 FBS iceren besiyeri ortaminda 12 saat kaldiktan sonra %90 birlesene
kadar (grup 1, birlesik), DMEM'de + 30 uM roskovitin uygulanan grup ve 5 giin boyunca %0.5
FBS igeren serum agligi grubu olusturmaktadir. Tiim uygulama gruplarimin GO/G1 oranlar
arasinda bir farklilik goriinmemekle birlikte GO/G1 oranlar1 %80’nin iizerinde tutuldugu
belirtilmektedir. Boylece sigir fetal fibroblast hiicrelerinin senkronize edilebildigi goriilmektedir
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(Cho vd, 2005).

Goissis vd. (2007) tarfindan bildirildigine gore serum acghigi ve sikloheksimidin
kimyasalmin diisiik (5™) ve yiiksek (15™) pasajlarin domuz fibroblastlarinin hiicre déngiisii iizerine
etkileri belirtilmektedir. Calismanin deney gruplarini diisiikk ve yiiksek pasajlarda kontrol grubu,
24/48/72/96/120/144 saat serum aghg ve 12/24/48 saat sikloheksimidin uygulamalari
olusturmaktadir. Yiiksek pasajda biitiin serum ag¢higi uygulamalarinda erken pasajda ise 72 saat
hari¢ diger serum aglig1 uygulamalar1 kendi iglerinde yani ayni oldugu pasaj Sayisinda istatistik
olarak birbirlerinde farkli bulunmaktadir. Ancak serum acgligi uygulamasinda pasaj sayisi
yiikselince GO/G1 oranmin atmasi nedeniyle daha iyi senkronizasyon yapildigi belirtilmektedir.
Ayrica serum acghigi uygulamasini GO/G1 degerleri sikloheksimidin kimyasalinin GO0/G1
degerlerinden daha yiiksek oldugundan dolay1 daha iyi senkronizasyon yaptigi tespit edilmektedir.
Serum aghig1 ve sikloheximid (CHX) uygulamalarin uzun siireli tedavilerden sonra 6lii hiicre
sayisinin artmasina neden oldugu belirtilmektedir. Diisiik pasajda 24 saat serum agligi ve yiiksek
pasajda 24/72 saat serum agligi uygulamalarinin 6lii hiicre sayisinin istatiksek olarak kontrol grubu

ile ayn1, diger uygulamalardan diisiik ve farkli oldugu goriilmektedir (Goissis vd., 2007).

Sun vd. (2008) tarafindan bildirildigine gore transgenik klonlanmis sigir kulak derisinden
elde edilen fibroblast hiicrelerinin roskovitin, serum aclig1 ve kontakt inhibisyon uygulamalarinin
hiicre dongtisii senkronizasyonuna etkileri bildirilmektedir. Calismanin deney gruplarini 1/2/3/4/5
giin serum acglig1, kontakt inhibisyon ve roskovitin uygulama gruplar1 olusturmaktadir. 3/4/5 giin
serum agliglr uygulamalarinin 1/2glin serum a¢ligi uygulamalarina gére G0/G1 oraninin anlamli
derecede yiikselttigi belirtilmektedir. Roskovitin uygulamasinda ise 2/3/4/5 glinlerindeki
uygulamalar 1 giinkii uygulamaya gore GO0/G1 oranimmi arttirdigi belirtilmektedir. Kontakt
inhibisyonda ise GO/G1 oranlarinin 3/4/5 giinlerinin benzer olmaklabirlikte tedavi siiresi arttik¢a
arttig1 belirtilmektedir. Ug farkli senkronizasyon yonteminde de 3 giinliik uygulamalarin 6nerildigi
belirtilmektedir (Sun vd., 2008).

Nodoushan vd. (2014) tarafindan bildirildigine gére koyun graniiloza hiicrelerinde 1/2/3giin
serum aghigi, konfluent etkisi, mimozin ve nokodazol kimyasal inhibitorleri gibi senkronizasyon
yontemlerinin DNA sentezi, apoptoz ve GO/G1 senkronizasyonuna etkileri degerlendirilmektedir.
Kesilen koyunlari yumurtalik antral folikiillerinden elde edilerek birinci ve besinci pasajlarda ki
hiicreler ¢aligmada kullanilmaktadir. Flow sitometri analizlerine gore kofluent hiicrelerin, 24/48/72
saat serum agligina, mimozin ve nocodazol tedavisine maruz goren hiicrelerin normal biiyiiyen

hiicrelere kiyasla GO/G1 faz hiicrelerinin 6nemli 6lgiide arttirdigr goriilmektedir. Mimozin,
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nokodazol ve ti¢ grup serum acgligi proliferasyonu durdurdugu belirtilmektedir. Graniiloza
hiicrelerinde 72 saat serum agliginda apoptoz degerinin en yiiksek oldugu belirtilmektedir
(Sadeghian-Nodoushan vd., 2014).

Veraguas vd. (2017) tarafindan bildirildigine evcil (domestic) ve orman (kodkod)
kedisinden alinan deri fibroblast hiicreleri lizerine serum agligi ve kontakt inhibisyon gibi hiicre
dongiisii  senkronizasyon yontemlerinin  etkileri ve canlilik/apoptoz analizi sonuglari
belirtilmektedir. Calismanin deney gruplari 1/3/5 giin serum achigi ve kontakt inhibisyon
olusturmaktadir. Evcil kedilerde 3/5 giin serum aglig1 ve kontakt inhibisyon yontemi kontrol grubu
ve 1 gilinliik serum a¢ligi/ kontakt inhibisyon yontemine gore G0/G1 oranini 6nemli oranda arttird1
bildirilmektedir. Orman kedilerinde ise 3/5 giinliik serum agligi ve 1/3 giinliik kontakt inhibisyon
deney grubu GO/G1 oranm arttirdi@i bildirilmektedir. Hem evcil kedilerde hemde orman
kedilerinde 5 giinliik serum agligi canli hiicre oranini azalttigi belirtilmektedir. Evcil kedi
fibroblastlarinda, 1/3/5 giin serum achig1 ve kontakt inhibisyon yontemleri arasinda bir farklilik
bulunmadig belirtilmektedir. Orman kedisi fibroblastlarinda 3/5 giinlerde serum aglig ve kontakt
inhibisyon yontemlerinin olumlu etkileri oldugu ancak 5 giin serum agligi ve 3 giin kontakt
inhibisyonun hiicre canlilik {izerine olumsuz bir etkiye sahip olabilmesinden dolay1 hiicre dongiisii
senkronizasyonu ig¢in en iyi yontem olarak 3 giinliik serum aghigionerildigi belirtilmektedir

(Veraguas, Gallegos, Castro, Rodriguez-Alvarez, 2017).
15 Cahsmanin Amaci ve Kapsami

Hiicre senkronizasyonu; somatik niiklear hiicre transferi ¢caligmalarinda, hiicre dongiisiinde
gorevli ajanlarin  belirlenmesi ve karakterize edilmesinde, hiicre dongiisii kontrol
mekanizmalarinin bozuldugu kanser ¢alismalarinda ve benzeri birgok ¢alismada gerek duyulan bir

islemdir.

Giliniimiizde hiicre senkronizasyonunu saglamak igin gesitli yontemler uygulansa da, bu
yontemlerin her birinin karsilastirmali olarak hangi oranda senkronizasyon sagladigi ve sonuglarin
kullanilan hiicre tipine ve hiicre pasaj numarasina gore farklilik gosterip gostermedigi

bilinmemektedir.

Bu calismada farkli hiicre senkronizasyon yontemlerinin erken ve ge¢ pasaj sayisindaki
koyun ve sigir hiicrelerinde etkilerinin akis sitometre kullanilarak incelenmesi planlanmistir. Bu
arastirmadan elde edilecek sonuglarin Oncelikli olarak somatik hiicre niiklear transferi

caligmalarinda olmak tizere, hiicre senkronizasyonu gerektiren tiim c¢alismalarda uygun
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senkronizasyon yonteminin belirlenmesine 11k tutmasi beklenmektedir.

Bu calisma, senkronizasyon amaci ile erken/ge¢ (5"/15") pasaj sigir ve koyun graniilosa
hiicrelerine 24 ve 72 saat siire ile uygulanan serum acligi ve konfluens yontemlerinin hiicre

dongiisiine ve hiicre canliligina olan etkilerini aragtirmayi kapsamaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Bu tez calismasinin materyalleri Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Tarimsal

Biyoteknoloji Anabilim Dali Hayvan Biyoteknolojisi | Laboratuvarindan temin edilmistir.

2.1.1 Kullanilan Hiicre Cesitleri

Calisilan  hiicre materyali

20.11.2017 tarihinde Tekirdag Biiyiiksehir Belediyesi

mezbahasinda kesilen disi sigir ve koyunun, ovaryumundan elde edilen graniiloza hiicrelerinin,

-80°C derin dondurucuda bulunan stoklar olusturulmustur.

2.1.2 Kullamlan Kimyasal ve Cozeltiler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ¢izelge 2.1 de verilmistir.

Cizelge 2. 1 Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallar Marka
Annexin V-FITC , PI, Binding Buffer 4X eBioscience BMS500FI
Antibiyotik —Penicillin/Streptomycin BOICHROM-A
Antibiyotik — Antimikotik SIGMA A5955
Dimetilsiilfoksit (DMSO) SIGMA D4540

DMEMF-12 (1:1)

Gibco 32500-035

DPBS SIGMA D5652-10X1L

Etil Alkol SIGMA

Etanol Absoluto ISOLAB 920.026.2500
Fetal Bovine Serum (FBS) SIGMA F9665

Izopropil Alkol (2-propanol) SIGMA-ALDRICH 24137
L-Glutamine SIGMA G8540

RNaseA Thermo Scientific — EN0531
Sodyum Bikarbonat SIGMA S5761

Pl SIGMA-ALDRICH P4864
Teksol %96 TEKKIM TK.200650.02501
Tripan Blue BIOCHROM L 6323

%0.25 Tripsin-EDTA (1X)

Gibco 25200-056
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2.1.2.1 Dulbecco'nun Modifiye Eagle Medium (DMEM)/F-12 Besiyeri

Hiicre kiiltiirlerinde olmas1 gereken temel aminoasit kombinasyonu ilk defa 1955yilinda
Eagle tarafindan tanimlanmistir. (Esmer Duruel vd., 2021). Dulbecconun Modifiye Eagle
Medium'u (DMEM), Eagle's Minimal Essential Medium'a (EMEM) dayanmakla birlikte dort kat
daha yiiksek amino asit ve vitamin ayrica iki kat daha fazla glukoz konsantrasyonu i¢cermektedir
(Kogakli vd., 2015). Ham'm F-12'si, Ham'in F-10 ortamina dayanmaktadir (EsmerDuruel vd.,
2021). DMEM/F-12 ise DMEM ve Ham's F-12'nin 1:1 oraninda hazirlanmasiyla olusturulan
karisimdir (Esmer Duruel vd., 2021). Bu formiilasyon, DMEM'in yiiksek konsantrasyonlardaki
glikoz, amino asitler ve vitaminleri ile F-12'nin ¢ok gesitli bilesenlerini birlestirmektedir.
DMEM/F-12 birgok farkli memeli hiicresinin biiyiimesini desteklemek igin yaygin olarak
kullanilan bir bazal ortamdir (Kogakli vd., 2015).

Gibco hiicre kiiltiirli ortaminin toz formlari, hazirlama sirasinda sodyum bikarbonat
takviyesi, pH ayarlamasi ve filtrasyon gerektirmektedir. Igerisinde L-glutamin, HEPES ve fenol
kirmizisi barindirmaktadir. Fenol kirmizist sayesinde pH degisikliklerini 6,2'den (saridan) 8,2'ye
(kirmiziya) izlenebilmektedir. Stok DMEM/F-12 hazirlandiktan belirli bir siire sonra olusturulacak
medyuma belirli bir oranda L-glutamin takviyesi yapilmasi gerektirmektedir. DMEM/F-12, bir
sodyum bikarbonat tampon sistemi kullanildigindan fizyolojik pH'1 korumakicin %5-10 CO2
ortami gerektirmektedir. DMEM/F-12, protein, lipit veya biiyiime faktorii icermemektedir.
DMEM/F-12 ozellikle FBS ile desteklendiginde ¢esitli memeli hiicre hatlarinin biiyiimesi igin
temel besinleri saglamis bulunmaktadir. Bu nedenle, DMEM/F-12, genellikle %10 Fetal Bovine
Serum (FBS) takviyesi gerektirmektedir. DMEM/F-12 medyumu; %1 Antibiyotik, %10 Fetal
Bovine Serum (FBS) ve %89 stok DMEMY/F-12 oranlarinda karistirilmasiyla elde edilmektedir.

2.1.2.2 Fetal Bovine Serum (FBS)

DMEM/F-12 medyumunun igerisinde kullanilan bu protein ¢6zeltisinin iginde hormonlar,
enzimler, hiicrenin biiylimesi Ve cogalmasini saglayan biiyiime faktorleri, ylizeylere tutunabilmesini
saglayan hiicrelerarasi matriks proteinleri, mineral ve lipitler bulunmaktadir. Yetiskin sigir serumu,
dana, insan ve at serumlar1 gibi farkli tipleri siralanabilmektedir. Hayvan hiicre kiiltiirii ¢alismalarda
daha ¢ok fetal bovine serum (FBS) kullanilmaktadir. Fotal sigir serumu, bir sigir fetiisiinden alinan
kanin dogal pihtilagmasindan arta kalan kismindan hazirlanmaktadir. Hiicre ¢esidi ve uygulama
alanina gore besiyerine eklenen serum orani degisiklik gosterebilmektedir. Standart bir somatik
hiicre kiiltiiriinde tercihen %10 oraninda serum eklenilmektedir. Serumlar dondurulmus olarak

saklanmaktadir. Cok sayida dondurma ve ¢ézdiirme islemine tabi tutulmamasi 6nerildigi igin daha
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kiigiik hacimlere boliinerek saklanmaktadir. Hayvan Biyoteknolojisi | Laboratuvarindan FBS

—20°C muhafaza edilmektedir.
2.1.2.3 Antibiyotik

Laminar akim kabin kullanimi ve steril kosullarin saglanmasi yaninda kiiltiir ortaminda
meydana gelebilecek herhangi bir kontaminasyonu engellemek amaciyla rutin olarak medyumun
icerisine eklenerek kullanilmaktadir. Kontaminasyon, kiiltiir ortaminda istenmeyen bakteri ve
mantarlarin bulunmasi c¢alismanin olumsuz yonde sonuglanmasina neden olmaktadir. Besiyeri
icerisine de standart somatik hiicre kiiltiriinde %1 oraninda antibiyotik (10,000 U/mlpenicillin

G,10,000 mg/ml streptomycin) eklenilmektedir.
2.1.2.4 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hiicre i¢i ve disindaki ozmotik basinct dengede tutmak
amaciyla kullanilan tuz ¢ozeltisidir. Icerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre metabolizmasini
desteklemekte ve pH’y1 tamponlayarak hiicreler i¢in uygun bir ortam saglamaktadir. PBS genel
olarak dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPQOgs), disodyum hidrojen fosfat (Na:HPOa), potasyum
kloriir (KCI), sodyum kloriir (NaCl) kimyasallarindan olugsmaktadir. Dulbecco‘nun modifiye ettigi
DPBS kimyasal1 ise hiicre yapismasinda rol oynayan kalsiyum (Ca*?) ve magnezyum (Mg*?) tercih
edilmedigi igin kalsiyum kloriir ve magnezyum kloriir icermeyen diye Kkutunun iizerinde
belirtilmektedir. Tripsin ekleme isleminden once hiicrelerin bulundugu petri kabi DPBS ile
yikanarak serum igeren kiiltiir medyumunun tamamen uzaklastirilmasi saglanmaktadir. Serumun
icerisinde tripsin inhibitorleri bulundugundan dolayr yapilan bu yikama islemi tripsinin
performansini arttirmasina yardimei olmaktadir. Hiicre kiiltiirii i¢in uygun hazirlanan toz DPBS 1
litre su ile homojen karigmasi saglandiktan sonra 121°C de 20 dakika steril edilerek +4°C muhafaza

edilmektedir.
2.1.2.5Tripsin

Hiicreler biiyiik bir kismi bir ylizeye yapisik sekilde tek tabakali yiizeye yapisarak
bliyliyebilmektedir. Bir yiizeye baglanmak c¢ogalmanin 6n kosulu durumundadir. Hiicrelerin
birbirine veya bir substrata bagli oldugu kiiltiirlerde hiicreler ve substrat arasindaki bagi kirmak igin
hiicrelerin proteolitik bir enzim ile muamele edilmesi gerekmektedir (Unchern, 1999). Tripsin
de petri kabma yapisik hiicreleri ayirmaya yarayan bir proteolitik enzimdir. Lizin ve arjinin
aminoasitlerinden peptidleri yikmaktadir. Tripsin hiicrelerin  yiizeyini Ortecek kadar

uygulanmaktadir. Serum tripsin inhibitorlerini igermektedir. Bundan dolayr hiicrelere tripsin
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uygulanmadan o6nce Ca™ ve Mg*™ icermeyen PBS ile yikanarak vyiizeylerindeki serum
uzaklastirilmaktadir. Tripsin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar
vermeye baglamaktadir. Bundan dolay1 uygulanan tripsini inhibe etmek i¢in tripsin hacminin en az
iki kat1 kadar %10 FCS’li besiyeri uygulanmaktadir. Tripsin uygulamasindan sonra hiicrelerin petri
yiizeyinden ayrilma hiz1 degisebilmektedir. Besiyerindeki serum orani, hiicre tipi, petrideki hiicre
yogunlugu, tripsinin aktivitesi ve son pasaj iizerinden gecen zamana goOre hiicreler farkli

zamanlarda kalkabilmektedir. Ayrica tripsin -20 °C de muhafaza edilmektedir (Kalender,2020).
2.1.2.6 Kriyoprotektan DMSO ve Dondurma Soliisyonu

Kriyoprotektan dondurma ve ¢oziindiirme uygulamalar: sirasinda hiicrelerde olusabilecek
zararlar1 Onlemek amaciyla kullanilan kimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir.
Kriyoprotektan maddeleri, hiicre membranindan niifuz edilebilme &zelliklerine gore iki farkli
grupta incelenebilmektedir. Bunlar hiicre membranindan gegebilen, yani hiicre igerisine niifuz
edebilen (permeating) ve hiicre membranindan gecemeyen, yani hiicre igerisine niifuz edemeyen
(non-permeating) kriyoprotektanlar olarak ayrilmaktadirlar. Kokusuz ve renksiz bir sivi olan
Dimetilsiilfoksit (DMSO) hiicre igerisine niifus edebilen kriyoprotektanlar arasinda
bulunmaktadir. Hiicre igerisine niifuz edebilen kriyoprotektanlar diisiik molekiiler agirliga sahip
olabilmektedir. Bu gruptaki kriyoprotektan maddeler hiicre i¢ine hizli bir sekilde diffiize olup su
dengesini saglayarak hiicreler osmotik soktan korunmaktadir. Ayrica bu kriyoprotektanlarin ¢ogu
yiikksek oranda suda ¢oziinebilme yetenegine sahip, suyun hidrojen baglarimi koparabilir, su
molekiilleri ile hidrojen baglar1 olusturabilir ve bdylece suyun buz kristallerine doniismesini
azaltmasi ile bilinmektedir (Topgul,2003). Intraselliiler bir ajan olarak DMSO ekstraselliiler
elektrolit dengesini saglayarak ve intraselliiller ve ekstraselliiler osmolarite farkini azaltarak
dehidratasyon hasar1 onlenebilmektedir (Arat vd.; 2011; Sagirkaya, Bagis, 2003; Sevim Tiiten,
Arat; 2021; Undar, t.y).

Dondurma soliisyonunun igerigi %20 DMSO ve %80 FBS den olugmaktadir. Dondurma
islemlerine baslamadan Once hazirlanarak +4°C ye kaldirilarak sicakliginin sabitlenmesi
gerekmektedir. DMSO oda sicakliginda depolanmakla birlikte deney asamasinda oda sicakliginda
kullanildiginda hiicrelere toksik etki yaratmaktadir. Bu nedenle +4°C de sabit bir hizda eklenmeli
ve hemen dondurma asamasina gecilmektedir. Hiicreler dondurulurken bir kriyotiipiin icerigi %50
dondurma soliisyonu ve %50 medyum olacak sekilde islem tamamlanmaktadir. Bundan dolay1
-80°C ye kaldirilacak bir kriyotiipiin igerisinde %10 DMSO bulunmaktadir.
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2.1.2.7 Tripan Mauvisi (Blue)

Hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda elimizdeki petri kabinin veya kriyotiipiin i¢erisindeki hiicre
sayisinin belirlenmesine yardimci olan bir azo boyasidir. Canli hiicrelerin zarlar1 biitlin ve yapisi
bozulmamis oldugundan dolayi tripan mavisi canli hiicrelerin zarlarindan gegememektedir. Ancak,
oOli hiicrelerin zarlarindan gegerek hiicreyi boyayabilmektedir. Boyayama isleminin 6ncesinde
adheren (yere yapisik bulunan) hiicrelerin 6nce tripsinize edilerek siispanse yani devamli hareketli
ortamda yasayabilen ve bulunduklari kabin yiizeyine yapigsmadan canliliklarin1 devam ettirebilen
hale getirilmesi gerekmektedir. Olii hiicreler igerisine boya girdiginden dolay1 sitoplazlamalar
boyanmis olarak goriilmektedir. Canli hiicreler ise boyay1 almadigindan dolay1 parlak sari renkte
goriilerek ayirt edilmektedir ve sayim islemi yapilmaktadir (Erkekoglu ve Baydar, 2021). Hayvan
Biyoteknolojisi I Laboratuvarindainverted mikroskop altinda tripan mavisi yardimiyla canli hiicre

sayimmi hizlica yapilabilmektedir.
2.1.2.8 Flow Sitokiyometri Kitleri

DNA, cift sarmalla selat yapabilen floresan boyalarla isaretlenebilmektedir. Boyama
miktar1 hiicrede bulunan DNA miktariyla dogru orantilt oldugundan dolay1 sitokiyometrik bir
sonug¢ gostermektedir. Bu amagla kullanilan boyalarin basinda propidyum iyodiir (P1) gelmektedir.
DNA’nin, hiicre zar1 gecirgen hale getirildikten ve RNAse ile islem gordiikten sonra boyanmasi

onerilmektedir. Boyama sonucunda hiicre dongiisiiniin incelenmesine olanak saglanmaktadir.

Normal hiicrelerde hiicre zarmmmn sitoplazmik yiizeyinde membran lipidlerinden
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre eger
apapotoza giderse hiicre zarinin dis yiiziine transfer olunmaktadir. Bu yer degistirme hiicre
membran biitiinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken donemlerinde meydana
gelmektedir. Anneksin-V, goriiniir olabilmek i¢in floresan bir madde olan FITC ile
isaretlenmektedir. Anneksin-V/FITC kompleksinin hiicrenin dis yiizeyindeki fosfatidilserine
baglanmas1 sonucunda apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilmekte ve flow sitometri ile
oOlgtilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin ylizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi igin
ikinci boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir. Boyanma sonucunda canli hiicreler (Annexin-
V negatif, PI negatif ), erken apoptotik hiicreler (Annexin-V pozitif, PI negatif), gec apoptotik
(Annexin-V pozitif, Pl pozitif) ve nekrotik hiicrelerin (Annexin-V negatif, Pl pozitif) birbirinden
ayirt edilmesini saglanmaktadir (Giiles ve Eren, 2008; Shynkar vd., 2007). Daha 6nce yapilmis
caligmalarda annexin V/PI boyama protokoliinde PI’in DNA ile birlikte ayn1 zamanda sitoplazma
icinde RNA’y1 da boyayarak %40’lar diizeyinde hatali pozitif sinyallere sebep oldugu ve bu
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durumun oniine gegilmesi i¢in RNaz kullanilmasinin yararli olacag: belirtilmistir. (Rieger, Hall,
Luong, Schang, Barreda 2010; Rieger, Nelson, Konowalchuk, Barreda, 2011; Sevim Tiiten ve

Arat, 2021). Bu nedenle ¢alismamizda genel protokolde bu yonde bir degisiklik yapilmistir.
2.1.3 Kaullamlan Malzemeler
Bu tez ¢alismasinda kullanilan malzemeler ¢izelge 2.2 de verilmistir.

Cizelge 2. 2 Kullanilan Malzemeler

Malzemeler Marka
Dereceli Pipet Ucu SPL LIFE SCIENCES
Elektrikli Pipet Pompasi ISOLAB
Petri Kaplar1 Corning
Pipet Uclari ISOLAB
Kriyotiip ISOLAB
Otomatik Pipet Transferpette BRAND
Mr. Frosty NALGENE
Siizme Aparati ISOLAB
Stizme Aparat1 Kagidi MILLIPORE
Thoma Lami Germany

2.1.3.1 Petri Kaplari, Kriyotiipler

Hiicrelerin kiiltiir ortaminda yasayabilmesi ve ¢ogalabilmesi igin ylizeye tutunabilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in hiicre kiiltiiriinde akla ilk gelen petri kaplar1 olmaktadir. Hiicre
kiiltiirtine uygun tretilen petri kaplari tek kullanimlik ve polistirenden yapilmaktadir. Polistiren
yapisal olarak hidrofobiktir ve bundan dolayr hiicre baglanmasi i¢in uygun bir yiizeyi
bulunmamaktadir. Kimyasal islemler veya gamma isinlanmasi islemleri uygulanarak hiicre
kiiltiiriine uygun hale getirilmektedir. Petri kaplarinin biiyiime yiizeyleri diiz oldugundan dolay1
diizgiin dagilmis ve tekrarlanabilir tek tabakali kiiltiirler elde edilmesine olanak saglamaktadirlar.
Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarin basinda yapilan planlamanin bir adimini da 35-60-100-150 mm
boyutunda ki petri kaplariin segimi yer almaktadir. Hayvan Biyoteknolojisi | Laboratuvarinda

boyut olarak 60 mm (Sekil 2.1) ve 100 mm’lik petri kaplar1 kullanilmaktadir.
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Sekil 2. 1 Petri Kaplar1

Kriyotiipler (Sekil 2.2) ultra seffaf saf polipropilenden iiretilen, ¢cok diisiik sicakliklara
dayanikli, 2 ml hacminde, tizerinde hacim gostergesi ve genis bir yazilim alani bulunan tiiplerdir.
Biyolojik tirtinlerin, hayvan ve insan hiicrelerinin ¢ok diisiik sicakliklarda saklanmasina olanak
saglamaktadirlar. Ani degisen sicaklik durumunda ayni malzemeden yapilma kapak ve gévde ayni
tepkiyi vermesinden dolayr sizdirma sorunu olugsmamaktadir. Hayvan Biyoteknolojisi |
Laboratuvarinda caligilan hayvan hiicreleri -80°C derin dondurucudakarton kutularin iginde ki

kriyotiiplerde saklanmaktadir.

Sekil 2. 2 Kriyotiipler
2.1.3.2 Otomatik Pipet, Elektrikli Pipet Pompas: ve Pipet Uglari

Otomatik pipetler (Sekil 2.3), laboratuvarlarda 1ul - 1 ml araliginda ayarlanan belirli sabit
degerdeki sivinin transfer isleminde kullanilan malzemelerdir. Ayrica hava yer degistirme

prensibine dayali ¢alismaktadirlar. Hacim ayarlama diigmesi ile istenilen deger ayarlandiktan sonra

pipet ucu takilmaktadir. Piston asag1 dogru yavasca bastirildiktan sonra pipet ucu sivi numuneye

28



batirilmaktadir. Piston hafifce birakildiginda pipet gévdesinden yukarit dogru ¢ikarken kismi bir
vakum olusur ve ardindan sivi numune yukari yiikselerek secilen hacimdeki bosluk

doldurmaktadir. Pipet ucuna alinan sivi pistona bastirilmasiyla bosaltilmaktadir.

Pipet pompasi (Sekil 2.3), 6zel plastikten tiretilmis elektrik ile sarj edilen 0,1 ml ile 100 ml
arasindaki dereceli pipetler ile kullanilan laboratuvar malzemesidir. Cekme ve bosaltma tuslari

sayesinde istenilen s1vi miktar1 hizlica kisa siirede ¢ekilebilir ve ardindan birakilabilmektedir.

Sekil 2. 3 Otomatik Pipet, Elektrikli Pipet Pompasi ve Pipet Uglari

Pipet uclari, laboratuvarlarda sivi tasima ve sivi aktarma islemleri i¢in otomatik pipetlerin
ucuna takilan tek kullanimlik tamamlayici iiriindiir. Ozel uygulamalara ve pipetlere uyacak sekilde
secilebilecek ¢esitli hacimler olanlart bulunmaktadir. Mavi pipet ucu 100-1000 ul, saripipet ucu
2-200 pl, beyaz pipet ucu 0,5-10 pl araliklarinda Ki sivi ¢ekimi igin kullanilmaktadir. Bu sayede
otomatik pipetler ve pipet pompasi steril kosullar i¢in ideal ¢alisma malzemeleri arasinda

bulunmaktadir.
2.1.3.3 Siizme Aparati (Vakumlu Filtrasyon)

Vakum filtrasyon, ¢ozeltideki katiyr sividan basing farkiyla ayirmakta kullanilan bir
prosestir. Bu yontem yergekimli (basit) filtrasyondan ¢ok daha hizlidir. Stizme aparati1 vakum filtre
sisesi, filtre tipasi, Buchner hunisinden olusmanin yaninda vakum pompasina da baglanmasinin
sonucunda vakum filtrasyon setini (Sekil 2.4) olusturmaktadir. Buchner hunisine dokiilen
stiziilmesi istenen s1v1 karisim vakum pompasinin etkisiyle asagiya dogru ¢ekilerek sivi kisim filtre

sisesinde toplanirken kati maddeler ise filtre ylizeyinde kalmaktadir (Anonim,2016).
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Sekil 2. 4 Vakumlu Filtrasyon Diizenegi (Anonim,2016)

Filtrasyon isleminde filtre tipasi ile Buchner hunisi arasina 0,22 um fitre kagiti
yerlestirilmesinin ardindan kaymasini ve sivi sizintisin1 6nlemek amaciyla filtre tipast ve Bunchner
hunisi birbirine pens ile sikistirllmaktadir. Boylece slizme aparati (Sekil 2.5) filtrasyon
diizeneginde hazir hale getirilmesinin ardindan DMEM/F12 stok besiyerinin siizme islemi
gerceklestirilmektedir.  Siizme  islemiyle stok DMEM/F12 besiyerinin  sterilizasyonu
gerceklesmektedir. Boylece istenilen zaman hiicrelerin kullanacagi ortam igin hazir hale getirilmis

olunmaktadir.

Sekil 2. 5 Stizme Aparati

2.1.3.4 Thoma Lami

Laminer kabindeki falkon tiipte 1 ml besiyeri icerisinde bulunan hiicrenin sayisini
mikroskop yardimiyla 0,1 mm® hacimde sayim yapilarak hesaplama sonucunda belirlenmesini

saglayan malzeme ve yontemdir.
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Sekil 2. 6 Thoma Laminin Goriintiisti

Thoma laminda (Sekil 2.6) sayimin yapildig: 16 biiyiik kare, her bityiik karede 25 kiigiik kare
olmakla birlikte sayim bolgesinde 16x25 = 400 kiigiik kare bulunmaktadir. Sayim bdolgesinin
toplam alan1 1 mm? olmakla birlikte lamel Thoma lamina yapistirildiginda sayim bdlgesinin

yiiksekligi de 0,1 mm’dir.

Besiyeri ortaminda 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen hiicrelerin iist kisimda kalan
siipernatant atilarak peleti olusturan hiicreler 1 ml besiyeriyle sulandirilmaktadir. Pipetleme
yapilarak homojen hale getirildikten sonra eppendorf tiipiin igerisine 10 pl hiicre siispansiyonu ve
tizerine 90 ul tripan blue eklenmektedir. Hazirlanan %10 seyreltik ¢6zelti Thoma lamu ile lameli

arasina kapiler kuvvetin etkisiyle de Thoma laminda ki sayim alanina aktarilmaktadir.

Sekil 2. 7 Thoma Lam1 Hiicre Sayim Gériintiisii (A:Canli Hiicre, B:Olii Hiicre)

Inverted mikroskop altinda sayim yapilirken tripan blue 6lii hiicrelerin igine girme

ozelliginden yararlanilmaktadir. Bundan dolay1 sayim yaparken koyu mavi goziiken hiicreler 6li,
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acik renkteki parlak hiicreler canli (Sekil 2.7) olarak sayilmaktadir. Thoma laminda hiicreler
sayildiktan sonra asagida verilen formiile gore canli hiicre sayisi elde edilmektedir (Anonim,

2013).
Canli hiicre sayis1 = 16 biiyiik karedeki hiicre sayis1 x 10,000 X diliisyon faktorii
2.1.3.5Mr. Frosty™ Cryo [°C Dondurucu Kap

Polikarbonat kap (Sekil 2.8), polietilen kapak, 18 adet tiip tutucu ve kopiik ara
parcalarindan olusan dondurma kabidir. Tiip tutucu boliim ile polikarbonat kap duvari arasina
belirtilen seviyede izopropil alkol koyularak kullanima hazir hale getirilmektedir. Hiicreler son
hacmi %10 DMSO, %40 FBS, %50 DMEM/F12 besiyeri igeren soliisyon icerisinde homojen
karigmasi saglanmasinin ardindan 2 ml’lik dondurma tiipleri aktarilmaktadir. Hazirlanan tiiplerin
Mr. Frosty’ye aktarildiktan sonra -80°C’de 24 saat bekletilerek, hiicrelerin dondurulma isleminin
-1°C/dakika sogutma hiziyla gerceklesmesi saglanmaktadir. Donmus tiipler Mr. Frosty’den
alinarak uzun siireli depolanmak {iizere karton kutulara aktarilarak -80°C derin dondurucuya

kaldirilmaktadir (Sevim Tiiten ve Arat, 2021).

Sekil 2. 8 Mr. Frosty™ Cryo 1°C Dondurucu Kap

2.1.4 Kullamlan Cihazlar

Bu tez galismasinda kullanilan cihazlar ¢izelge 2.3 de verilmistir.
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Cizelge 2. 3 Kullanilan Cihazlar

Cihazlar Model
Buz Dolab1 +4 °C Beko
Flow Sitometri PARTEC
Flow Sitometri BECKMAN COULTER
Hassas Terazi AND GF-600
Isitic1 Tabla Enda
Isiticili Manyetik Karistiric WiseStir MSH-20A
Inkiibator Panasonic
Invert Mikroskop BOECO BAB DCM 510
Laminer Flow Kabin Heal Force HFsafe-1200
Otoklav ART Lab ALP
pH Metre Jenco 6173pH
Santrifiij Hettich Universal 320
Su Banyosu DAIHAN
Ultra Saf Su Cihaz1 Millipor Direct-Q 3 UV with Pump
Vakum Pompasi KNF N022AN.18

2.1.4.1 Otoklav

Steril kosul gerektiren 1siya ve basinca dayanikli laboratuvar ¢alisma materyallerin (cam
pastor pipetler, siseler, saf ve ultra saf sular vb.) kullanim 6ncesi yiiksek sicaklik ve basing altinda
dekontamine edilmesi i¢in kullanilan kilitli kapakli (Sekil 2.9) sterilizasyon cihazidir.
Sterilizasyon, bir maddenin tizerinde veya i¢inde bulunan tiim mikroorganizmalardan arindirilma
islemidir. Bu islem esnasinda tiim mikroorganizmalar 6ldiriilmektedir. Otoklav ilesterilizasyonda
nem, sicaklik, uygulama siiresi ve basing sterilizasyon islemini etkilemektedir. Hayvan
Biyoteknolojisi | Laboratuvar1 materyallerinin ¢alisma 6ncesinde yapilan sterilizasyon;1 atmosfer
basing altinda 121°C de 20 dakika uygulanmaktadir. Otoklav cihazina yerlestirilecek materyallerin
lizerine yapistirilan otoklav bandi sayesinde de sterilizasyon isleminin kesin olarak

gerceklestiginden emin olunmaktadir.

33



Sekil 2. 9 Otoklav Cihazi

2.1.4.2 Hassas Terazi

Laboratuvardakullanilan kimyasallarin kiitlelerini en dogru sekilde 6lgmesi (Sekil 2.10) i¢in
tasarlanmis asir1 hassas laboratuvar cihazlarindandir. Yapilan 6l¢iimler asir1 hassas oldugundan
sonuglar havada ugusan toz gibi maddelerden, hava sirkiilasyonundan kolayca etkilenebilmektedir.
Bu sebeplerden otiirii 6l¢lim esnasinda laboratuvar kapisinin ve varsa odadaki klimanin kapali
oldugundan emin olmakta birlikte benchlerin iizerine dokunmamaya 6zen gosterilmelidir. Hayvan
Biyoteknolojisi | Laboratuvarinda besiyeri hazirlamanin ilk sirasinda hassas terazi ile tartim iglemi

yer almaktadir.

Sekil 2. 10 Hassas Terazi

2.1.4.3 Manyetik Karistiric

Laboratuvarda bulunan kimyasal ve sivi materyallerin cam kaplar igerisine konularak,

34



olusan manyetik alanin etkisi ile karistirma islemini saglayan cihazdir. Bir sivinin homojen bir hale
gelmesi icin karigsmasi ve igerisindekilerin ¢oziinmesini gerekmektedir. Beher i¢indeki ¢ozeltinin
homojen bir sekilde karigmasi igin igerisine manyetik balik atilir. Manyetik karistirici igerisinde
motorla birlikte donen miknatis kafa, bu manyetik baliklarin karisim igerisinde doénmesini
saglayarak ¢ozeltinin homojen hale gelmesine yardimci olmaktadir. Hayvan Biyoteknolojisi |

Laboratuvarinda besiyerinin ve PBS nin homojen bir ¢ozelti haline gelmesi i¢in kullaniimaktadir.
2.1.4.4 pH Metre

Sulu ¢ozeltilerdeki hidrojen iyonu aktivitesini yani H* ve OH™ konsantrasyonlarini 6lgen
baska bir degisle asitligini veya bazikligini gosteren cihazdir. Eger bir ¢ozeltide pH degeri 7 den
biiyiik ¢ikarsa bazik, 7 den kiigiik ¢ikarsa asidik ve 7 degerine sahip bulunursa nétral olarak kabul
edilmektedir. Olgiilen pH degerini diisiirmek i¢in hidrojen kloriir (HCI), yiikseltmek i¢in sodyum
hidroksit (NaOH) kullanilmaktadir. Hayvan Biyoteknolojisi | Laboratuvarinda kullanilacak
DMEM/F12 besiyerinin pH degeri 7,2 — 7,4 arasinda olacak sekilde ayarlanarak kullanilmaktadir.

2.1.4.5 Su Banyosu

Hayvan Biyoteknolojisi | Laboratuvarinda kimyasallarin ve ¢ozeltilerin kontrollii olarak
isitilmasinda  ve -80°C derin dondurucudan ¢ikarilan kriyotiiplerde Ki hiicrelerin  hizli
¢oziinmesinde kullanilan cihazdir. -20°C’de muhafiza edilen kimyasallarin ve +4°C’de muhafaza
edilen ¢ozeltilerin kisa veya uzun siireler sabit ve istenen 37°C sicaklik tatutulabilmesinde
(Sekil 2.11) yardimer olmaktadir.

Sekil 2. 11 Su Banyosu
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2.1.4.6 Laminer Flow Kabin

Biyogiivenlik kabinleri ¢alisan personel ve gevreyi enfeksiyoz aerosol ve sigramalardan
korumaya yonelik tasarlanan hava akimi diizenlenmis cihazlardandir (Sekil 2.12). Amaca yonelik
kontrolli hava akimi saglamasi ve hava i¢cindeki mikroskobik partikiilleri elimine etmesi bu cihazin
onemli ozelliklerindendir. Simif-II Biyogiivenlik Kabinleri calisanlarin ve c¢evrenin korunmasi
yaninda iirtin korumaya yonelik olarak da tasarlanmis olmalar1 dolayisiyla daha yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Eliminasyon, kabin ig¢indeki ventilasyon ya da mekanik hava yolu iizerine
yerlestirilmis HEPA (High-Efficiency Particulate Air) adi verilen bir tiir filtreveya filtre sistemleri
tarafindan saglanmaktadir. HEPA filtreler 0.3 mikron ¢apindaki pargaciklarin en az %99,97’sini
tutma kapasitesine sahiptirler. Filtreler borosilikat fiberden iiretilmektedirler. Calisma yiizeyindeki
on panel agikliginin altinda bir 1zgara sistemi bulunmaktadir. Buradan dis ortam oda havasi
dogrudan HEPA filtreye yonlendirerek once temizlenmektedir. Daha sonra ise temiz havanin 6n
panel acgikligindan giren hava ile “giivenli hava duvar1” olusturacak sekilde ¢alisma yiizeyine
laminar akim halinde gonderilmesi saglanmaktadir. Bu dongii sirasinda havanin bir kismi disariya
atilmaktadir. Boylece hem ¢alisma yiizeyi temiz kalir hem de galisanlar ve ¢evre korunmus

olmaktadir (Abacioglu vd., 2021).

\
I
\

Sekil 2. 12 Laminer Flow Kabin

2.1.4.7 Vakum Pompasi

Hayvan Biyoteknolojisi | Laboratuvarinda ortamda istenilmeyen sivilarin
uzaklastirilmasinda ve besiyeri siizme asamasinda kullanilan (Sekil 2.13) yardimci cihazdir.
Vakum pompasinin hortumunun ucuna pastor pipet takilmasinin ardindan Laminer Flow kabin
icerisinde agilan petri kaplarinin veya falkon tiiplerinin igerisinde istenilmeyen besiyeri veya PBS

pastor pipet yardimiyla vakum yardimiyla c¢ekilerek ortamdan uzaklastirilmasina yardimci
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olmaktadir. Vakum pompasmin hortumu siizme aparatina takildiginda ise vakumun etkisiyle

besiyerinin porlardan hizla gegmesinde yardimei olmaktadir.

Sekil 2. 13 Vakum Pompasi

2.1.4.8 Santrifiij

Farkli yogunluktaki kat1 ve sivi pargaciklarin yogunluklaria gére birbirinden ayrilmasini
saglayan cihazdir. Merkezkag¢ kuvveti prensibi ile calisarak cihaz igindeki tiiplerde bulunan
karigimlar ¢okelme prensibine gore ayrilmaktadir. Agir maddelerin tiipilin alt kismina ¢oken pelet
ile hafif maddelerin st kisimda toplanan siipernatantin birbirinden ayrilmas: saglanmaktadir.
Santrifiije yerlestirilecek falkon tiiplerinin son hacimleri esit miktarda olmasina dikkat ederek,
ayrismasini istedigimiz soliisyon 15 ml falkon tiiplerine aktarilmaktadir. Bu tiipleri cihaza simetrik
olarak yerlestirilmektedir. (Sekil 2.14) Santriflijiin sabit acili rotar1 sayesinde peletin falkon
tiipliniin u¢ kisminda degil de tiiplin duvar kisminda toplanmasi saglanmaktadir. Bu sayede pelete

zarar vermeden siipernatantin uzaklastirilmasina yardimei olmaktadir.
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Sekil 2. 14 Santrifiij Cihazi

2.1.4.9 CO2 Inkiibatorii

Hiicre kiiltiirii islemleri esnasinda hiicrelerin ¢ogalabilmesi i¢in uygun kosullarda
iiretilmesi, analiz 6ncesi ve siiresince muhafazasi i¢in kullanilan; homojen ve sabit sicaklik (37°C),
karbondioksit (%5-10) ve nem (%95) de bulunan hava gegirmez laboratuvar cihazidir (Sekil 2.15).
Ortam sicakligi1 cihaz tarafindan saglanirken, ortam nemi inkiibatoriin alt kismindabulunan su
kabina koyulan otaklavlanmis saf suyla, karbondioksik ise inkiibatére baglanmis tiipler aracilig
ile saglanmaktadir. Ayarlanan sicaklik degerlerinden uzaklagmadan sabit ve homojen sekilde 1s1
dagitilmaktadir. Sensor sistemi ile karbondioksitin uygun kosullardakalmasi saglanirken, hava ve
nem sirkiilasyonunu sabit diizeylerde ayarlamaktadir. Inkiibatr nemi, sicakligi ve karbondioksit
degerinin fazla degismemesi ve kontaminasyon riskininartmamasi i¢in kapaginin fazla agik
tutulmamasi1 gerekmektedir. Ayrica cihaz i¢i sterilizayonu inkiibatoér calismaya baslamadan 24
saatlik zaman diliminde ve inkiibatér kapaginin her acilip/kapandiktan sonraki 5 dakikalik

periyotta uv 1sin araciligiyla yapilmaktadir.
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Sekil 2. 15 Karbondioksitli Inkiibator

2.1.4.10 Isitici Tabla

Uzerine birakilan kaplarin icindeki sivilar1 1sitmak ve sicakligini korumak amaciyla (Sekil
2.16) kullamlan cihazdir. Inkiibatér icerisinde kiiltiire edilen hiicreler, inverted mikroskopta
incelenmek istediginde ortamin sicaklik farkindan etkilenmemesi ve hiicrelerin devamli olarak
ihtiya¢ duydugu sicakligin devamliligi amaciyla petri kaplari sabit 37°C bulunan sitic tabla tizerine
birakilmaktadir.

Sekil 2. 16 Isitic1 Tabla
2.14.11 Inverted Mikroskop

Kiiltiire alinan petri kaplarinda s1vi besiyeri igerisinde bulunan hiicreleri, lam lamele bagl
kalmadan incelememizi saglayan mikroskop c¢esididir (Sekil 2.17). Hiicre kiiltiri

laboratuvarlarinda daha ¢ok kullanilan inverted (ters) mikroskopta objektifler tablanin alt

kismindadir ve mercek preparati iistten degil alttan gérmektedir. Hiicrelerin petri kabina
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yapismasini, bliylimesini, ¢ogalmasini, morfolojik 6zelliklerini, kontaminasyon durumunu,petri

kabindan kalkip/kalkmadigini incelemesine ve hiicre sayim islemine yardimci olmaktadir.

Sekil 2. 17 Inverted Mikroskop

2.1.4.12 Buzdolabi ve -80 °C Derin Dondurucu

Hicre kiiltiirii laboratuvarlarinda Annexin V-FITC, propidyum iyodiir, DMEM/F-12
besiyeri, DPBS gibi bazi kimyasal ve c¢ozeltilerin zarar gérmemesi i¢in +4°C gibi diigik
sicakliklarda; tripsin, antibiyotik, FBS gibi baz1 kimyasallar da zarar gormemesi i¢in -20°C gibi

daha diisiik sicakliklarda muhafaza edilmektedir.

Hiicrelerin biyolojik aktivitelerinin yavaglamasi veya durdurulmasi ve daha sonrasinda
istenilen zamanda canliligign1 etkin duruma getirilerek kullanilmasi amaciyla yapilan
kriyoprezervasyon olarak adlandirilan dondurularak saklanma isleminde -80°C gibi ultra diisiik
sicakliklarda (Sekil 2. 18) hiicreler muhafaza edilmektedir.

Wisd i x
e

Sekil 2. 18 -80 °C Derin Dondurucu
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2.1.4.13 Flow Sitometri

Akan bir sivinin igerisinde silispansiyon halde ki hiicreler akis kanali boyunca tek tek
gegerken hiicresel 6zelliklerinden kaynakli verdikleri sinyalleri toplayarak kantitatif 6l¢tim yapan
teknik ve cihazdir. Sinyallerin kaynagi, hiicrelerin biiyiikliik ve i¢yapilari (graniilarite) gibi fiziksel
ozellikleri veya hiicrelere baglanan farkli florokromlar da (floresan antikor) olabilmektedir
(Karaboz, Kayar ve Akar, 2008).

Flow sitometri (Sekil 2.19) hiicrelerin hangi bolinme fazinda ne miktarda hiicre
bulundugunu tespit etme konusunda yardimci olarak hiicre dongiisii incelenebilmektedir. Diploid
(2n DNA igerigi) hiicreler GO/G1 fazinda bulunurken, tetraploid (4n DNA igerigi) hiicreler
G2/Mitoz fazinda bulunmaktadir. S (sentez) fazindaki hiicrelerin ise DNA igerigi diploid ile
tetraploid (2n-4n) hiicreler arasinda belirlenmektedir (Hayes vd., 2005; Kanev ve Gokalp Muranli,
2016).

Sekil 2. 19 Flow Sitometri Cihazi1 (Hiicre Déngiisii Ol¢iim Cihazi)

Flow sitimetri (Sekil 2.20) hiicre canlilik analizleri konusunda da yardimci olmaktadir.
Hiicre membraninin normalde i¢ kisminda bulunan fakat apoptozis ile hiicre yilizeyine ¢ikan
fosfotidil serine baglanma 6zelligi gosteren Annexin V ile hiicrelerde apoptozis tayini
yapilabilmektedir. Hiicrelerin eszamanli olarak propidyum iyodiir ile boyanmasiyala da 6lii- canlt

hiicre ayrimi yapilabilmektedir (Kanev vd., 2016).
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Sekil 2. 20 Flow Sitometri Cihaz1 (Apoptoz/Nekroz Olgiim Cihazi)

2.2 Yontem

Bu tez calismasi Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim

Dal1 Hayvan Biyoteknolojisi | Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

2.2.1 Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Beherin igerisine toz besiyeri DMEM/F12 (Gibco-32500-035) 12 gram ve sodyum
bikarbonat (Sigma S5761) 2,438 gram tartilarak (Sekil 2.21) koymustur. Mezurda 900 ml

otoklavlanmis ultra saf su 6l¢iilerek beherin icerisine dokiilmiistiir.

(a) (b)

Sekil 2. 21 a) Toz DMEM/F12 Tartimi b) Sodyum Bikarbonat Tartimi1

Hazirlanan besiyerinin manyetik karistirict sayesinde homojen hale gelmesi saglanirken

ayn1 zamanda pH metre sayesinde de pH degerinin 7,2 ile 7,4 arasinda olmasi (Sekil 2.22)
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saglanmistir. Cogunlukla yiiksek ¢ikan pH degeri 1 N HCI’iin damla damla eklenmesiyle istenen

deger araligina diisiirilmistiir.

(@) (®)
Sekil 2. 22 DMEM/F12 Besiyeri a) pH Degerini b) Ayarlama Islemi

Cozeltinin karigmasi saglandiktan sonra beherdeki besi yeri mezura dokiilerek, tizerine son
ultrasaf su ilaveyle son hacmi 1000 ml ye tamamlanmuistir. Besi yeri behere dokiiliip, tizeri parafilm
ile kapatildiktan sonra laminer flow kabinine alinmistir. Stizme aparatina takilan 0,22 um ¢apindaki
porlu filtreden gecirilmesiyle besi yerinin sterilizasyonu (Sekil 2.23) saglanmustir. Siiziilen stok

besi yeri cam siselere (Sekil 2.23) bosaltilip agz1 sikica kapatildiktansonra +4°C ye kaldirilmustir.

(a) (b)

Sekil 2. 23 DMEM/F12 Besiyeri a) Siizme ve b) Stoklama Islemi

Hiicrelere kullanilmak iizere hazirlanan besi yeri i¢in kullanilacak stok DMEM/F12
(Gibco-32500-035), FBS (Sigma-F9665) ve antibiyotik (Biochrom) oncelikle su banyosunda
sicakligr 37°C ye ulasip sabitlendikten sonra tizerleri alkolle silinip laminer flow kabini igerisine

alinmigtir. 100 ml besi yeri hazirlamak igin otoklavlanmig bir cam sisenin igerisine 89ml stok
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DMEM/F12, 10 ml FBS ve 1 ml antibiyotik koyularak homojen karismasi saglanmistir. Boylece
hiicreler i¢in hazirlanan 100 ml besi yerinde DMEM/F12’nin %89, FBS nun %10 ve antibiyotigin
%1 oraninda olmasi1 saglanmistir. Hazirlanan bu DMEM/F12 besi yeri 3 hafta i¢inde kullanilmistir.

2.2.2 Dulbecco’s Fosfat Buffer Saline (DPBS) Hazirlanmasi

Cam beherin igerisine 1 litrelik i¢in 6zel olarak hazirlanmis toz DPBS (Sigma D5662)
bosaltilmistir. Uzerine 1 litre otoklavlanmis ultra saf su ilave edilerek manyetik karistirict
sayesinde homojen karigmasi saglanmistir. Hazirlanan DPBS karisimi1 cam siselere bosaltilmistir.
Cam siselerin kapagi tam sikilmayarak iizerine aliiminyum folyo sarildiktan sonra otoklav bandi
yapistirilip 121°C de 20 dk otoklavlanma islemi gergeklestirilmistir. Benchin iizerinde bir gece
sogumaya birakilarak daha sonrasinda ¢am siselerin agizlari sikica kapatilarak +4°C ye

kaldirilmastir.
2.2.3 Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Dondurma islemi gergeklesmeden belirli bir siire 6nce laminer flow kabin igerisinde falkon
tiiplerine DMSO (Sigma D4540) %20 ve FBS (Sigma-F9665) %80 oraninda olacak sekilde

karistirilmistir. Pipetleme islemi yapilarak hazirlanan homojen karisim +4°C ye kaldirilmistir.
2.2.4 Hiicre A¢ma

Hiicre kaynag olarak -80°C derin dondurucuda kriyotiiplerde bulunan sigir ve koyun
graniiloza hiicrelerinin pasaj 1 ve pasaj 2°de ki stoklar1 kullanilmistir. Laminer flow kabin
icerisinde 15 ml’lik falkon tiiplerine 3 ml sicaklig1 su banyosu kullanilarak 37°C getirilen %10FBS
ve %1 antibiyotik ve %89 stok DMEM/F12 iceren DMEM/F12 besi yeri konulmustur. - 80°C deki
derin dondurucudan hizlica alman kriyotiipler 37°C deki su banyosuna daldirtlip erimesi
saglandiktan sonra kriyotiip kutularinin tizerleri alkolle dezenfekte edilip otomatik pipet yardimiyla
hemen falkon tiipteki DMEM/F12 besi yerinin igerisine aktarilmistir. Falkon tiip icerisindeki
hiicreler 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi esnasinda laminer akim kabini
icerisinde ekim yapilacak olan 60 mm’lik petri kabimin iizerine hiicrenin iSmi, pasajsayisi ve
caligmanin yapildigr giinlin tarihi yazildiktan sonra petri kabinin igerisine ise 5 ml DMEM/F12
besiyeri koyulmustur. Santrifiij islemi sonrasinda kabin igerisinde falkon tiipte hiicrelerin {ist
kisminda ki siipernatant kistm vakum pompasi kullanilarak cam pastor pipet yardimiyla hiicre
yigin1 olan peletin zarar gormemesine dikkat ederek ¢ekilmistir. Pelet 500 nIDMEM/F12 besiyeri
ile sulandirilip pipetleme yapilarak homojen karigmasi saglandiktan sonra 60 mm’lik petri kabina

ekilmistir. Hiicrelerin petrinin her tarafina dagilmasi i¢in “+” olacak sekilde yavas yavas once ileri-
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geri daha sonrada saga-sola sallanmigtir. Ekilen hiicrelerin petri kabina yapigmasi ve ¢ogalmasi

i¢in 37°C ve %5 COz: iceren inkiibatore kaldirilmistir.
2.2.5 Hiicrelerin Cogalmasi ve Pasajlanmasi

Belirli zaman araliklariyla incelenmek tizere inkiibatérden alinan hiicrelerin makroskobik
ve mikroskobik incelemeleri yapildiktan sonra hiicreler eger petri kabmin yiizeyini %100
konfluent olacak sekilde doldurmadiysa besi yeri degisikligi, %100 konfluent olacak sekilde
doldurduysa pasajlama islemi yapilmistir. Eger besiyeri degisimi yapilacaksa laminer flow
kabininde igirisinde sicakligi su banyosu kullanilarak 37°C getirilen %10 FBS, %1 antibiyotik ve
%89 stok DMEM/F12 iceren DMEM/F12 besiyeri ve DPBS hazir edilmistir. Petri kaplar1 laminer
flow kabinin i¢ine alindiktan sonra vakum pompasi kullanilarak cam pastor pipet yardimiyla
hiicrelerin {izerindeki besi yeri c¢ekilmistir. Hiicrelerin iizerine 5 ml DPBS yavasca dokiilerek
yikanmasi saglanmistir. DPBS te yine besi yeri gibi vakum pompasi kullanilarak hiicrelerin
tizerinden uzaklastirilmistir. Her bir petri kabina 5 ml DMEM/F12 besiyeri konularak 37°C ve %5
COz igeren inkiibatore kaldirilmistir. Eger pasajlama islemi yapilacaksa laminer flow kabininde
igirisinde sicakligi su banyosu kullanilarak 37°C getirilen %10 FBS, %1 antibiyotik ve %89 stok
DMEM/F12 igeren DMEM/F12 besiyeri ve %0,25 Tripsin-EDTA (Gibco- 25200-056) hazir
edilmistir. Petri kaplar1 laminer flow kabinin i¢ine alindiktan sonra vakum pompasi kullanilarak
cam pastor pipet yardimiyla hiicrelerin tizerindeki besi yeri ¢ekilmistir. Hiicrelerin tizerine 5 ml
DPBS yavasca dokiilerek yikanmasi saglanmistir. DPBS te yine besi yeri gibi vakum pompasi
kullanilarak hiicrelerin lizerinden uzaklastirilmistir. Hiicreler {izerine otomatik pipet yardimiyla 60
mm’lik petri kabmnm biitiin yiizey alanin1 Kaplayacak sekilde 500 pl tripsin koyulduktan sonra 5
dakika 37°C ve %5 COzigeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon esnasinda laminer flow
kabin icerisinde 15 ml’lik falkon tiiplerine 3 ml DMEM/F12 besi yeri konulmustur. Inkiibasyon
stiresi sona erdiginde petrikaplari 1s1sin1 fazla kaybetmemesi i¢in 37°C olan 1sitici tablanin tizerine
birakilmistir. Hizlica inverted mikroskopta hiicrelerin kalkip- kalkmadigi kontrol edilmistir. Eger
hiicreler kalkmamis ise petri kaplarmin yanlarindan mekanik kuvvet uygulanarak kalkmasi
saglanmistir. Hemen laminer flow kabinin igerisine alinarak, tripsinin etkisini inhibe etmek
amaciyla tizerine 1 ml DMEM/F12 besi yeri konulmustur. 60 mm’lik petri i¢erisindeki hiicreler
pipetlenerek tek hiicre haline getirilmesi saglandiktan sonra hazirlanan falkon tiipiine aktarilmistir.
Falkon tiip igerisindeki hiicreler 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi esnasinda
laminer akim kabini igerisinde ekim yapilacak olan 60 mm’lik petri kabinin lizerine hiicrenin ismi,
hiicrelerin kaldirildig1 petride yazan pasaj sayist 1 arttirilarak yeni olusturulan pasaj sayist ve

caligmanin yapildigr giiniin tarihi yazildiktan sonra petri kabinin igerisine ise 5 ml DMEM/F12
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besiyeri koyulmustur. Santrifiij islemi sonrasinda kabin igerisinde falkon tiipte hiicrelerin {ist
kisminda ki siipernatant kistm vakum pompasi kullanilarak cam pastor pipet yardimiyla hiicre
y1gin1 olan peletin zarar gormemesine dikkat ederek ¢ekilmistir. Pelet 500 uIDMEM/F12 besiyeri
ile sulandirilip pipetleme yapilarak homojen karigmasi saglandiktan sonra 60 mm’lik petri kabina
ekilmistir. Hiicrelerin petrinin her tarafina dagilmasi i¢in “+” olacak sekilde yavas yavas once ileri-
geri daha sonrada saga-sola sallanmistir. Ekilen hiicrelerin petri kabina yapismasi ve ¢ogalmasi

i¢in 37°C ve %5 COz iceren inkiibatore kaldirilmistir.
2.2.6 Hiicrelerin Dondurulmasi

Belirli zaman araliklariyla incelenmek iizere inkiibatérden alinan petrilerde pasaj 4 ve pasaj
14 te bulanan koyun ve sigir hiicrelerin makroskobik ve mikroskobik incelemeleri yapildiktan
sonra hiicreler eger petri kabinin yiizeyini %100 konfluent olacak sekilde doldurduysa hiicelerin
dondurma iglemi yapilmigtir. Dondurma islemi yapilmadan énce dondurma soliisyonu hazirlanarak
+4 °C ye kaldirilmistir. Ayrica laminer flow kabininde igirisinde sicakligi su banyosu kullanilarak
37°C getirilen %10 FBS, %1 antibiyotik ve %89 stok DMEM/F12 igeren DMEM/F12 besiyeri,
DPBS ve tripsin hazir edilmistir. Petri kaplar1 laminer flow kabinin i¢ine alindiktan sonra vakum
pompast kullanilarak cam pastor pipet yardimiyla hiicrelerin iizerindeki besi yeri ¢ekilmistir.
Hiicrelerin iizerine 5 ml DPBS yavasca dokiilerek yikanmasi saglanmistir. DPBS te yine besi yeri
gibi vakum pompasi kullanilarak hiicrelerin iizerinden uzaklastirilmigtir. Hiicreler iizerine
otomatik pipet yardimiyla 60 mm’lik petri kabmnin biitiin ylizey alanini kaplayacak sekilde 500 pl
tripsin koyulduktan sonra 5 dakika37°C ve %5 COz igeren inkiibatérde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon esnasinda laminer flow kabin igerisinde 15 m1’lik falkon tiiplerine 3 ml DMEM/F12
besi yeri konulmustur. Inkiibasyonsiiresi sona erdiginde petri kaplar1 1s1sin1 fazla kaybetmemesi
icin 37°C olan 1sitict tablanin iizerine birakilmistir. Hizlica inverted mikroskopta hiicrelerin
kalkip-kalkmadig1 kontrol edilmistir. Eger hiicreler kalkmamis ise petri kaplarinin yanlarindan
mekanik kuvvet uygulanarak kalkmasi saglanmigtir. Hemen laminer flow kabinin igerisine
alinarak, tripsinin etkisini inhibe etmek amaciyla tizerine 1 ml %10 FBS iceren DMEM/F12 besi yeri
konulmustur. 60 mm’lik petri igerisindeki hiicreler pipetlenerek tek hiicre haline getirilmesi
saglandiktan sonra hazirlanan falkon tiipiine aktarilmigtir. Falkon tiip igerisindeki hiicreler 1000
rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi esnasinda laminer akim kabini igerisinde
dondurulacak olan kriyotiipiin iizerine hiicrenin ismi, hiicrelerin kaldirildig1 petride yazan pasaj
say1s1 Ve dondurma isleminin yapildig1 giiniin tarihi yazilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda kabin
icerisinde falkon tiipte hiicrelerin iist kismindaki siipernatant kisim vakum pompasi kullanilarak

cam pastor pipet yardimiyla hiicre y1gin1 olan peletin zarar gormemesine dikkat ederek ¢ekilmistir.
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Pelet 500 ul DMEM/F12 besiyeri ile sulandirilip pipetleme yapilarak homojen karismasi
saglandiktan 500 pl %20 DMSO ve %80 FBS igeren dondurma soliisyonu +4°C den alindigindan
dolay1 soguk olmasi nedeniyle hiicrelerin iizerine yavas yavas birakilmistir. Dondurma soliisyonu
eklendikten sonra pipetleme yapilarak karistirildiktan sonra Kriyotiipiine aktarilmistir. Kriyotiipler
Mr. Frosty igerisinde (Sekil 2.24) -80°C derin dondurucuda 24 saat bekletildikten sonra karton
kriyokutulara (Sekil 2.24) aktarilarak -80°C derin dondurucuya kaldirilmustir.

Sekil 2. 24 Mr. Frosty’de Bulunan Hiicrelerin Karton Kutuya Aktarilmasi

Hiicrelere dondurma islemi uygulanirken %350 besi yeri ve %50 dondurma soliisyonu
uygulandigi i¢in, kriyotiiplerin son derisimleri %10 DMSO, %20 FBS ve %50 DMEM/F12 olmast
saglanmigtir. Senkronizasyon islemleri uygulanip sonrasinda Hiicre Siklus Analizi ve Hiicre
Apoptozis/Nekrozis Analizi i¢in hazirlanacak sigir ve koyun hiicreleri pasaj 4 (erken pasaj) ve

pasaj 14 (geg pasaj) te stoklanarak -80°C derin dondurucuya kaldirilmistir.
2.2.7 Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicre kaynagi olarak hazirlanarak -80°C derin dondurucudaki kriyotiiplerde stoklanan
sigir ve koyun graniiloza hiicrelerinin pasaj 4 ve pasaj 14 de ki stoklar1 kullanilmigtir. Laminer
flow kabin igerisinde 15 ml’lik falkon tiiplerine 3 ml sicakligi su banyosu kullanilarak 37°C
getirilen %10 FBS, %]1 antibiyotik ve %89 stok DMEM/F12 iceren DMEM/F12 besi yeri
konulmustur. -80°C deki derin dondurucudan hizlica alinan kriyotiipler 37°C deki su banyosuna
daldirilip erimesi saglandiktan sonra kriyotiip kutularinin {izerleri alkolle dezenfekte edilip
otomatik pipet yardimiyla hemen falkon tiipteki DMEM/F12 besi yerinin igerisine aktarilmustir.
Falkon tiip igerisindeki hiicreler 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda

kabin igerisinde falkon tiipte hiicrelerin iist kisminda ki siipernatant kistm vakum pompast
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kullanilarak cam pastor pipet yardimiyla hiicre y1gin1 olan peletin zarar gormemesine dikkat ederek
cekilmistir. Pelet 1000 ul DMEM/F12 besiyeri ile sulandirilip homojen karismasi i¢in pipetleme

islemi yapilmigstir.
2.2.8 Hiicre Sayimi

S1g1r ve koyun hiicrelerinin pasaj 4 ve pasaj 14 te ki hiicrelerinin ¢ozdiiriiliip, peletinin 1000
ul %10 FBS, %1 antibiyotik ve %89 stok DMEM/F12 igeren DMEM/F12 besiyeri ile sulandirilip,
homojen karigmasi i¢in pipetleme islemi yapildiktan sonra ependorf tiipiine 10 pl sayim yapilmak
icin alinmistir. Ependorf tiipiiniin iizerine 90 pl tripan blue eklenerek homojenkarismasi igin
pipetleme yapilirken kopiik yapmasini engellemek amaciyla da yavasga yapilmistir. Hazirlanan

homojen karisimdan 10 ul alinarak Thoma lami ile lameli arasina (Sekil 2.25) bosaltilmistir.

0,100 mm ' Thoma
TistaDupth

.
0,0028mm* GERMANY

Sekil 2. 25 Thoma Lami1 Tripan Mavisi (Blue) Ekleme Alani

Invert mikroskop yardimiyla 10 pl karisimin igerisindeki canli hiicre sayis1 sayilmistir.
Hesaplama yapilarak 1000 pl lik karisimdaki hiicre sayisina ulasilmistir. Her 60 mm lik petri
kabina 300.000 hiicre gelecek gibi hesaplamasi yapilarak belirlenen miktarda hiicre karigimindan
ekilmistir. Boylece deney gruplarmin islem uygulanacak petrilerdeki hiicreleri bir bir hazir

edilmistir.
2.2.9 Senkronizasyon Deney Gruplari
2.2.9.1 Kontrol Grubu

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS (Sigma-F9665), %1 antibiyotik (Biochrom) ve
%89 stok DMEM/F12 (Gibco-32500-035) iceren DMEM/F12 besiyeriyle kiiltiire edilmistir.
Konfluent olmadan yani kiiltir kabin1 kaplamadan %50 konfluent (Sekil 2.26) oldugunda
%0,25 Tripsin-EDTA (25200-056) ile kaldirilarak analiz i¢in hazirlanmigtir. Kiiltiir kabinin
konfluensisi mikroskopta gozle incelenerek belirlenmis, kiiltiir kabmin yar1 yariya kaplayan

kiiltiirler %50 konfluent olarak kabul edilmistir.
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Sekil 2. 26 Kontrol Grubu Deney Ornegi

2.2.9.2 Serum A¢higr 24 Saat

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS (Sigma-F9665), %1 antibiyotik (Biochrom) ve
%89 stok DMEM/F12 (Gibco-32500-035) iceren DMEM/F12 besiyeriyle kiiltiire edilmistir.
Konfluent olmadan (%50 konfluent) medyum %0,5 FBS (Sigma-F9665), %1 antibiyotik
(Biochrom) ve %98,5 stok DMEM/F12 (Gibco-32500-035) iceren DMEM/F12 besiyeriyle
degistirmistir. Bu diisiik serumlu ortamda hiicreler 24 saat kiiltiire (Sekil 2.27) edilmistir. Siirenin

sonunda hiicreler %0,25 Tripsin-EDTA (25200-056) ile kaldirilarak analiz i¢in hazirlanmistir.

Sekil 2. 27 Serum Aclig1 24 Saat Deney Ornegi

2.2.9.3 Serum A¢lig1 72 Saat

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS (Sigma-F9665), %1 antibiyotik (Biochrom) ve
%89 stok DMEM/F12 (Gibco-32500-035) igeren DMEM/F12 besiyeriyle kiiltire edilmistir.
Konfluent olmadan (%50 konfluent) medyum %0,5 FBS (Sigma-F9665), %1 antibiyotik
(Biochrom) ve %98,5 stok DMEM/F12 (Gibco-32500-035) igeren DMEM/F12 besiyeriyle
degistirmistir. Bu diislik serumlu ortamda hiicreler 72 saat kiiltiire (Sekil 2.28) edilmistir. Siirenin
sonunda hiicreler %0,25 Tripsin-EDTA (25200-056) ile kaldirilarak analiz i¢in hazirlanmustir.
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Sekil 2. 28 Serum Aglig1 72 Saat Deney Ornegi

2.2.9.4 Konfluent 24 Saat — Erken Konfluent

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS (Sigma-F9665), %1 antibiyotik (Biochrom) ve
%89 stok DMEM/F12 (Gibco-32500-035) iceren DMEM/F12 besiyeriyle kiiltiire edilmistir.
Konfluent olmalar1 yani kiiltiir kabin1 tamamen kaplamasi saglanmistir. %10 FBS (Sigma- F9665),
%1 antibiyotik (Biochrom) ve %89 stok DMEM/F12 (Gibco-32500-035) iceren DMEM/F12
besiyeri tazelenmistir. Bu ortamda hiicreler 24 saat kiiltiire (Sekil 2.29) edilmistir. Stirenin sonunda
hiicreler %0,25 Tripsin-EDTA (25200-056) ile kaldirilarak analiz igin hazirlanmistir.

Sekil 2. 29 Konfluent 24 Saat Deney Ornegi

2.2.9.5 Konfluent 72 Saat — Ge¢ Konfluent

Hiicreler kiiltiir kabina ekilerek %10 FBS (Sigma-F9665), %1 antibiyotik (Biochrom) ve
%89 stok DMEM/F12 (Gibco-32500-035) iceren DMEM/F12 besiyeriyle kiiltiire edilmistir.
Konfluent olmalari yani kiiltiir kabin1 tamamen kaplamasi saglanmistir. %10 FBS (Sigma- F9665),
%1 antibiyotik (Biochrom) ve %89 stok DMEM/F12 (Gibco-32500-035) iceren DMEM/F12
besiyeri tazelenmistir. Bu ortamda hiicreler 24 saat kiiltiire (Sekil 2.30) edilmistir. Siirenin sonunda
hiicreler %0,25 Tripsin-EDTA (25200-056) ile kaldirilarak analiz i¢in hazirlanmistir.
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Sekil 2. 30 Konfluent 72 Saat Deney Ornegi

2.2.10 Hiicre Siklus Analizi

Pasaj 5 ve pasaj 15 te ki koyun ve sigir graniiloza hiicrelerinin 37°C ve %5 CO2 igeren
inkiibatorde senkronizasyon islemleri ve siliresi tamamlandiktan sonra laminer flow kabininde
icirisinde sicaklig1 su banyosu kullanilarak 37°C getirilen % 10 FBS ve %1 antibiyotik ve %89 stok
DMEM/F-12 iceren DMEM/F12 besiyeri, DPBS ve tripsin hazir edilmistir. Petri kaplar1 laminer
flow kabinin i¢ine alindiktan sonra vakum pompasi kullanilarak cam pastor pipet yardimiyla
hiicrelerin {izerindeki besi yeri ¢ekilmistir. Hiicrelerin iizerine 5 ml DPBS yavas¢a dokiilerek
yikanmas1 saglanmistir. DPBS te yine besi yeri gibi vakum pompast kullanilarak hiicrelerin
tizerinden uzaklastirilmistir. Hiicreler lizerine otomatik pipet yardimiyla 60 mm’lik petri kabinin
biitiin ylizey alanini kaplayacak sekilde 500 ul tripsin koyulduktan sonra 5 dakika 37°C ve %35 CO2
igeren inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon esnasinda laminer flow kabin icerisinde 15 mI’lik
falkon tiiplerine 3 ml DMEM/F12 besi yeri konulmustur. Inkiibasyonsiiresi sona erdiginde petri
kaplar1 1sisin1 fazla kaybetmemesi i¢in 37°C olan 1sitici tablanin {izerine birakilmistir. Hizlica
inverted mikroskopta hiicrelerin kalkip- kalkmadigi kontrol edilmistir. Eger hiicreler kalkmamig
ise petri kaplarinin yanlarindan mekanik kuvvetuygulanarak kalkmasi saglanmistir. Hemen
laminer flow kabinin icerisine alinarak, tripsin etkisini inhibe etmek amaciyla tizerine 1 ml
DMEM/F12 besi yeri konulmustur. 60 mm’lik petri igerisindeki hiicreler pipetlenerek tek hiicre
haline getirilmesi saglandiktan sonra hazirlanan falkon tiipiine aktarilmistir. Falkon tiip
icerisindeki hiicreler 1000 rpm de 5 dk santrifiijedilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda kabin
icerisinde falkon tiipte hiicrelerin iist kismindaki siipernatant kisim vakum pompas1 kullanilarak
cam pastor pipet yardimiyla hiicre y1gini olan peletin zarar gormemesine dikkat ederek ¢ekilmistir.
Uzerine 1 ml soguk DPBS dékiilerek yikamasi saglandiktan sonra tekrar 1000 rpm de 5 dk santrifi]
edilmistir. 1 ml DPBS ile sulandirildiktan sonra 3 ml soguk %70 lik etanol ilave ettikten sonra +4°C
de 20 dk bekletilerek fikse edilmesi saglanmistir. Bekleme sonrasinda 500 ul DPBS, 5 ul RNase A,

5 pltriton X100ve 10 ul PI eklenerek 37°C inkiibatrde 30 dk bekletilmistir. Ardindan flowsitometre
51



tiplerine aktarilmig, lizeri 151k almamasi i¢in aliiminyum folyo ile sarilarak Flow Sitometre

cihazinda analiz (Sekil 2.31) edilmistir.
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Sekil 2. 31 Hiicre Dongiisii (Siklusu) Analiz Sonucu Goriintiisii
1. Bolge; Fazlara gore hiicrelerin yiizdeleri,
2. Bolge; GO/ G1 fazindaki hiicreler,
3. Bolge; S fazindaki hiicreler,

4. Bolge; G2/ M fazindaki hiicreler
2.2.11 Hiicrede Apoptozis ve Nekrozis Analizi

Pasaj 5 ve pasaj 15 te ki koyun ve sigir graniiloza hiicrelerinin 37°C ve %5 CO2 igeren
inkiibatdrde senkronizasyon iglemleri ve siiresi tamamlandiktan sonra laminer flow kabininde
igirisinde sicakligi su banyosu kullanilarak 37°C getirilen % 10 FBS ve %1 antibiyotik ve %89 stok
DMEM/F-12 igeren DMEM/F12 besiyeri, DPBS ve tripsin hazir edilmistir. Petri kaplar1 laminer
flow kabinin i¢ine alindiktan sonra vakum pompast kullanilarak cam pastor pipet yardimiyla
hiicrelerin {izerindeki besi yeri ¢ekilmistir. Hiicrelerin iizerine 5 ml DPBS yavas¢a dokiilerek
yikanmasi saglanmistir. DPBS te yine besi yeri gibi vakum pompasi kullanilarak hiicrelerin
tizerinden uzaklastirilmistir. Hiicreler {izerine otomatik pipet yardimiyla 60 mm’lik petri kabinin
biitiin ylizey alanini kaplayacak sekilde 500 ul tripsin koyulduktan sonra 5 dakika 37°C ve %35 CO2
igeren inkiibatdrde inkiibe edilmistir. inkiibasyon esnasinda laminer flow kabin icerisinde 15 mI’lik
falkon tiiplerine 3 ml DMEM/F12 besi yeri konulmustur. Inkiibasyonsiiresi sona erdiginde petri
kaplar1 1sisin1 fazla kaybetmemesi i¢in 37°C olan 1sitict tablanin iizerine birakilmistir. Hizlica
inverted mikroskopta hiicrelerin kalkip- kalkmadig1 kontrol edilmistir. Eger hiicreler kalmamus ise

petri kaplarinin yanlarindan mekanik kuvvet uygulanarak kalmasi saglanmistir. Hemen laminer
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flow kaninin igerisine alinarak, tripsin etkisini inhibe etmek amaciyla iizerine 1 ml DMEM/F12
besi yeri konulmustur. 60 mm’lik petri icerisindeki hiicreler pipetlenerek tek hiicre haline
getirilmesi saglandiktan sonra hazirlanan falkon tiipiine aktarilmistir. Falkon tiip igerisindeki
hiicreler 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda kabin igerisinde falkon
tiipte hiicrelerin iist kisminda ki siipernatant kistm vakum pompasi kullanilarak cam pastor pipet
yardimiyla hiicre y1gmi olan peletin zarar gdrmemesine dikkat ederek cekilmistir. Uzerine 1 ml
soguk DPBS dokiilerek yikamasi saglandiktan sonra tekrar 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir.
Karanlik ortamda 195ul Binding Buffer ve 5 pl Annexin eklenerek 10 dk inkiibatdrde inkiibe
edilmistir. Ardindan 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilerek supernatant kismi uzaklastirilmistir. 190
ul Binding Buffer eklenip pipetleme yapilarak homojen karismasi saglandiktan sonra 5 ul RNase
A ve 10 pl propidium iodide (PI) eklenmistir. inkiibatrde 10 dk bekletildikten sonra santrifiij
edilerek supernatant atilmistir. Son olarak 500 pl DPBS ile sulandirip homojen karismasi
saglanmasinin ardindan flow sitometre tiiplerine aktarilmis, {izeri 1s1k almamasi i¢in aliiminyum

folyo ile sarilarak Flow Sitometre cihazinda analiz (Sekil 2.32) edilmistir.
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Sekil 2. 32 Hiicrede Apoptozis ve Nekrozis Analiz Sonucu Gériintiisii Koyun Geg (15™) Pasaj
Kontrol Grubu
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1. Bolge; nekrotik hiicreler (Annexin-V negatif, P1 pozitif)
2. Bolge; geg apoptotik hiicreler (Annexin-V pozitif, PI pozitif)
3. Bolge; canli hiicreler (Annexin-V negatif, Pl negatif )

4. Bolge; erken apoptotik hiicreler (Annexin-V pozitif, Pl negatif)
2.2.12 Istatistiksel Analizler

Calismada her deney grubunun hem siklus hem de canlilik analizleri ti¢ tekrarlamali olarak
incelenmistir. Elde edilen verilere tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) testi uygulanmis
ve deney gruplarina ait ortalamalar arasindaki fark Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile
degerlendirilmistir (P<0.05) . Istatistiksel analizlerin tamami SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences) programi kullanilarak yapilmaistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Hiicre dongiisii tizerinde konfluent ve serum agliginin etkisini degerlendirmek igin flow
sitometre cihaziyla DNA igerigi ol¢iildii. Hiicre dongiisii yeni baglayan hiicreler RNA ve protein
sentezlerinin yogun sekilde gerceklestigi G1 fazinda veya istirihat faz1 olarak bilinen GO fazinda
olabilmektedir. DNA igerigi olarak birbirinden farksiz olan GO/G1 fazinda bulunan hiicrelerin
DNA igerigi diploid (2n) ile ifade edilirken, G2 fazi1 ¢ok kisa oldugundan M fazindan ay1rt edilemez
ve bundan dolay1 G2/M fazindaki hiicrelerin DNA igerigi ise tetraploid (4n) ile ifade edilmektedir.
S fazinin basinda diploid bir hiicre her iki kromozomdan iki kopyaicerirken, DNA sentezi
sonrasinda yani S fazinin sonunda hiicresel DNA miktari iki katina ¢iktig1 icin analiz asamasinda
hiicrelerin DNA igerigi diploid ile tetraploid (2n-4n) hiicreler arasinda belirlenmektedir. Flow
sitometri cihazi yardimiyla PI ile boyanan hiicrelerin yaydigi 1s18in yogunluguna goére siklus

fazlarimin degerlerine ulasilmaktadir (Hayes vd., 2005).
3.1 Sigir Hiicresi Hiicre Siklus Analiz Degerleri

Erken ve ge¢ pasaj sayisina ait sigir hiicrelerinden elde edilen verilerle yapilan istatistiksel
analizler sonucunda deney gruplari arasinda énemli farkliliklar oldugu goriilmektedir (P<0.05).
Ayni harfe sahip ortalamalar arasindaki fark tesadiiften ileri gelmistir ve istatistiksel olarak

onemsizdir. Sonuglar Cizelge 3.1, Cizelge 3.2 de asagida sunulmustur.

Cizelge 3. 1 Sigir Hiicrelerinde Erken (5™) Pasaj Hiicre Siklus Analiz Sonuglar1

Deney Grubu G0/G1(%) S (%) G2/M (%)

Kontrol 68,22+1,37 ¢ 20,39+1,58 a 11,39+0,22 b
Konfluent 24 82,00£1,33 b 6,21+0,26 b 11,78+1,58 b
Konfluent 72 83,29+3,30 b 3,02+1,00 ¢ 13,69+2,30 b
Serum 24 92,75+0,36 a 0,84+0,30 ¢ 6,41+£0,45b
Serum 72 86,27+0,80 b 2,27+£0,37 ¢ 11,46+0,43 a

Erken (5 pasaj sigir hiicrelerindeki tiim deney gruplarinda (Cizelge 3.1), GO/G1 orani
kontrol grubundan 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. Konfluent gruplar ve 72 saat serum agligi
grubu sonuglar1 birbirine benzer bulunurken, en yiiksek GO/G1 orani 24 saat serum acligi grubundan
elde edilmistir (P<0.05).
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Cizelge 3. 2 Sigir Hiicrelerinde Geg (15™) Pasaj Hiicre Siklus Analiz Sonuglari

Deney Grubu G0/G1 (%) S (%) G2/M (%)

Kontrol 76,02+0,25 d 3,824+0,15 a 20,15£0,40 a
Kontakt 24 79,72+0,23 ¢ 1,62+0,51 b 18,65+0,28 a
Kontakt 72 78,69+1,60 ¢ 1,61+0,36 b 19,70+1,75 a
Serum 24 88,80+0,11 a 0,47+0,13 ¢ 11,39+0,73 b
Serum 72 85,63+0,92 b 1,86+0,37 b 12,49+0,75 b

Geg (15™M) pasaj sigir hiicrelerindeki tiim deney gruplarinda (Cizelge 3.2), GO/G1 orani
kontrol grubundan 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. Konfluent gruplarin sonuglar1 arasindaki
fark 6onemsiz bulunurken, serum ag¢lig1 gruplarinin oranlar1 konfluent gruplardan énemli derecede
yiiksek bulunmustur (P<0.05). En yiiksek GO/G1 orani 24 saat serum ag¢ligi uygulamasindan elde

edilmistir.

Sigir kumulus hiicreleri ile yapilan daha 6nceki bir calisma 2 giin sonunda %60-70
konfluent olan kontrol grubunun yaninda 5 giin boyunca diisiik serum kiiltiirtinde bekletilen serum
aclig1 ve 2 hafta boyunca kiiltiirde bekletilen konfluent gruplarinin olusturdugu deney gruplarindan
olusmustur. Bu galismada benzer sonug¢ veren uygulama gruplarinda GO/G1 oranlari sirasiyla
%91.1, %92.6 olarak kontrol grubundan (%70.5) yiiksek bulunmustur (Cheong, Park, lkeda ve
Takahashi, 2003). Ayrica 5. pasajdaki sigir graniiloza hiicreleriyle yapilan bir bagka ¢aligmada 4
glinliik konfluent grup ile 24 ve 72 saat serum acliginin uygulandigi deney gruplari olusturulmus,
benzer sekilde birbirine yakin deger veren deney gruplarinin GO/G1 oranlart sirasiyla %85.65,
%81,78, %91.34 olarak tespit edilmis ve kontrol grubundan (%42) yiiksek bulunmustur (Hayes
vd., 2005). Mevcut calismada erken (5™) pasaj sigir hiicrelerinde GO/G1 oranlar1 24/72 saat
konfluent gruplarinda sirast ile %82.00, %83.29,24/72 saat serum aglig1 gruplarinda sirasiyla
%92.75, %86.27 olarak tespit edilmis ve kontrol grubundan (%68.22) yiiksek bulunmustur. Ancak
iki konfluent grup ile 72 saat serum aglig1 gruplari arasindaki farkin istatistik dnemi olmadig: tespit
edilmistir. Geg (15"") pasaj sigir hiicrelerinde ise GO/G1 oranlari 24/72 saat konfluent
gruplarinda sirasiyla %79.72, %78.69, 24/72 saat serum aghigi gruplarinda ise %88.80, %85.63
olarak tespit edilmis ve tiim sonuglar kontrol grubundan (%76.02) anlamli derecede yiiksek
bulunmugtur. Serum aglig1 uygulamas: sonuglar1 elde edilen GO/G1 orani konfluent gruplardan
elde edilenlerden anlamli derecede daha yiiksek olmustur (P<0.05). Mevcut ¢alisma ile daha
onceki ¢calismalar genel olarak karsilastirildiginda uygulamalar sonucu elde edilen GO/G1 oranlari
benzerlik gostermektedir. Sigirlarda erken ve ge¢ pasaj hiicrelerinin birlikte incelendigi bir
calismaya rastlanmamustir. Ancak domuzlarda erken (5") ve ge¢ (15™) pasaj fibroblast
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hiicrelerinde farkli siirelerde serum aglig1 uygulamasi yapilmis, mevcut ¢alismadan farkli olarak en
iyi sonuglarin geg pasaj hiicrelerinden elde edildigi bildirilmistir (Goissis vd., 2007). Bu ve mevcut

caligmadaki fark hiicre tipi ve hayvan tiirii farkliligindan kaynaklanmis olabilir.
3.2 Koyun Hiicresi Siklus Analiz Degerleri

Erken ve ge¢ pasaj sayisina ait koyun hiicrelerinden elde edilen verilerle yapilan
istatistiksel analizler sonucunda deney gruplari arasinda 6nemli farkliliklar oldugu goriilmektedir
(P<0.05). Ayn1 harfe sahip ortalamalar arasindaki fark tesadiiften ileri gelmistir ve istatistiksel

olarak 6nemsizdir. Sonuglar Cizelge 3.3, Cizelge 3.4 te asagida sunulmustur.

Cizelge 3. 3 Koyun Hiicrelerinde Erken (5™) Pasaj Hiicre Siklus Analiz Sonuglari

Deney Grubu G0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Kontrol 73,67+0,12 d 14,41+1,07 a 11,92+1,17 b
Konfluent 24 79,42+1,25 cd 1,79+0,62 b 18,78+1,43 a
Konfluent 72 87,58+4,11b 1,48+0,60 b 10,94+3,53 b
Serum 24 86,20+1,97 be 1,70+0,34 b 12,11£1,75b
Serum 72 96,16+0,89 a 0,39+0,17 b 3,45+0,78 ¢

Erken (5") pasaj koyun hiicrelerindeki 72 saat konfluent ve 24/72 saat serum agligi
gruplarinda (Cizelge 3.3), GO/G1 oran1 kontrol grubundan 6nemli derecede yiiksek bulunmustur.
En yiiksek GO/G1 oran1 72 saat serum agligi grubundan elde edilmistir (P<0.05).

Cizelge 3. 4 Koyun Hiicrelerinde Geg (15") Pasaj Hiicre Siklus Analiz Sonuglar1

Deney Grubu GO0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Kontrol 76,97+1,06 ¢ 7,22+0,97 a 15,81+1,67 a
Konfluent 24 82,74+0,62 ab 3,37+0,46 b 13,90+1,00 a
Konfluent 72 81,32+0,39 b 2,08+0,51 bc 16,60+0,74 a
Serum 24 83,02+0,78 ab 0,39+0,25 ¢ 16,59+0,59 a
Serum 72 84,51+0,39 a 0,81+0,32 ¢ 14,69+0,34 a

Geg (15™) koyun sigir hiicrelerindeki tiim deney gruplarinda (Cizelge 3.4), GO/G1 oran1
kontrol grubundan 6nemli derecede yiliksek bulunmustur (P<0.05). Tiim uygulama gruplar

birbirine ¢ok yakin sonuglar vermistir.

Koyun 5. pasaj graniiloza hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada %70-80 konfluent olan kontrol

grubu, %100 konfluent grubu ve 24 saat ve 72 saat serum aglig1 deney gruplar1 bulunmaktadir.
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[statiksel olarak benzer sonuglar veren konfluent grup ile 24/72 saat serum aglhigi deney gruplarinmn
GO0/G1 oranlari sirasiyla, %72.6, %75.4, %90.7 olarak tespit edilmis ve kontrol grubundan (%56.1)
yiiksek bulunmustur (Sadeghian-Nodoushan vd., 2014). Mevcutgalismada ise erken (5") pasaj
koyun hiicrelerinde GO/G1 oranlar1 24/72 saat konfluent gruplarinda sirasiyla %79.42, %87.58,
24/72 saat serum aghgi gruplarinda sirasiyla %86.20, %96.16 olarak tespit edilmistir. Deney
gruplarindan 72 saat konfluent ve 24/72 saat serum aglig1 gruplar1 kontrol grubundan (%73.67)
yiiksek bulunmustur. Ancak 72 saat serum agligindan hari¢ diger deney gruplar arasindaki farkin
istatistik Gnemi olmadig: tespit edilmistir. Geg (15™) pasaj koyun hiicrelerinde ise GO/G1 oranlar
24/72 saat konfluent gruplarinda sirasiyla %82.74, %81.32, 24/72 saat serum agligi
gruplarininda ise sirasiyla %83.02, %84.51 olarak tespit edilmis ve tiim sonuglar kontrol
grubundan (%76.97) yiiksek bulunmustur. Mevcut calisma ile koyun 5. pasaj graniiloza
hiicreleriyle yapilan calisma (Sadeghian-Nodoushan vd., 2014) karsilastirildiginda mevcut
calismada GO/G1 oranlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Sigirlarda oldugu gibi
koyunlarda da erken ve ge¢ pasaj hiicrelerinin birlikte incelendigi bir calismaya rastlanmamastir.
Domuz (Goissis vd., 2007) erken ve ge¢ pasaj hiicrelerinde serum agligi uygulamasi yapilan
calismada ge¢ pasaj hiicrelerinin daha iyi senkronize edildigi bildirilmesine ragmen mevcut
calismada erken ve geg pasaj hiicrelerine serum agligi uygulamasinin verdigi cevapta boyle bir fark

tespit edilmemistir.
3.3  Sigir Hiicresi Apoptoz ve Nekroz Analiz Degerleri

Sigir graniiloza erken/ge¢ (5"/15") pasaj hiicreleri tim deney gruplarinda farkl
senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna gore hiicrelerin Apoptoz/Nekroz Analizleri
yapilmistir. Erken ve ge¢ pasaj sayisina ait sigir hiicrelerinden elde edilen verilerle yapilan
istatistiksel analizler sonucunda deney gruplar1 arasinda 6nemli farkliliklar oldugu gériilmektedir.
(P<0.05) Ayni harfe sahip ortalamalar arasindaki fark tesadiiften ileri gelmistirve istatistiksel

olarak 6nemsizdir. Sonuglar Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 da asagida sunulmustur.

Cizelge 3. 5 Sigir Hiicrelerinde Erken (5™) Pasaj Apoptoz/Nekroz Analiz Sonuglari

Deney Nekrotik Gec¢ Apoptotik Canh Erken Apoptotik
Grup No Hiicreler (%) Hiicreler (%) Hiicreler (%) Hiicreler (%)
Kontrol 1,57+0,25 b 0,15+0,05 a 97,57+0,33 a 0,70+0,03 ¢
Kontakt 24  2,29+0,30 ab 0,21+0,18 a 95,37+0,30 b 2,13+0,23 a
Kontakt 72 3,24+0,82 a 0,20+0,01 a 95,58+0,81 b 0,97+0,10 ¢
Serum 24 3,63+£0,13 a 0,12+0,04 a 95,00+0,62 b 1,25+0,56 ab
Serum 72 3,22+0,50 a 0,24+0,03 a 95,15+0,07 b 1,38+0,49 ab
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Erken (5"") pasaj s1gir hiicrelerindeki tiim deney gruplarinda (Cizelge 3.5), canlilik orani ¢ok
yiiksek olmamakla birlikte kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur. En yiiksek nekrotik hiicre
oranlar1 72 saat konfluent, 24/72 saat serum aglig1 gruplarinda tespit edilmistir. Tiim gruplarin geg
apoptotik hiicre oranlar1 kontrol ile benzerdir (P<0.05). En yiiksek erken apoptotik hiicre oran1 24

konfluent, 24/72 serum aglig1 gruplarinda tespit edilmistir.

Cizelge 3. 6 Sigir Hiicrelerinde Geg (15™) Pasaj Apoptoz/Nekroz Analiz Sonuglari

Deney Nekrotik Geg Apoptotik Canh Erken Apoptotik
Grup No Hiicreler (%) Hiicreler (%) Hiicreler (%) Hiicreler (%)
Kontrol 1,97+0,26 d 0,29+0,01 b 95,324+0,16 a 2,42+0,21 ab
Kontakt 24 3,35+0,13 ¢ 0,44+0,15 ab 94,80+0,19 a 1,42+0,14 b
Kontakt 72 3,08+0,04 ¢ 0,58+0,21 ab 93,61+£0,20 b 2,72+0,37 a
Serum 24 4,28+0,06 b 0,24+0,06 b 93,67+0,15 b 1,81+0,03 ab
Serum 72 6,46+0,13 a 1,13£0,43 a 90,52+0,17 ¢ 1,90+0,56 ab

Geg (15™) pasaj sigir hiicrelerindeki tiim deney gruplarinda (Cizelge 3.6), canlilik oran
aradaki fark cok yiiksek olmamakla birlikte 24 saat konfluent grup hari¢ kontrol grubuna gore
diisiitk bulunmustur. Tiim gruplarda nekrotik hiicre orani kontrol grubundan yiiksek bulunmus,en
yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 24/72 saat serum aglig1 gruplarinda tespit edilmistir. Erken ve geg
apoptotik hiicre oranlar1 bakimindan kontrol grubu da dahil olmak tizere gruplar arasinda ¢ok biiyiik
farkliliklar bulunmamustir (P<0.05).

Genel bir degerlendirme yapilacak olursa; bu calismada sigir erken (5™) pasaj graniiloza
hiicrelerinde tiim uygulama gruplarinda biribirine benzer sekilde canli hiicre orami kontrol
grubundan diisiik bulunurken, geg apoptotik ve nekrotik hiicre oranlar1 tiim deney gruplar1 benzer
bulunmustur. Erken apoptotik hiicre oranlari ise 24 saat konfluent, 24/72 saat serum agligi
gruplarinda benzer iken 72 saat konfluent grupta bu oran kontrol grupla benzer bulunmustur. Erken
(5" pasaj s1gir hiicrelerinin nekrotik hiicre oranlar1 %2.29-%3.63 arasinda, toplam apoptotik hiicre
oranlar1 ise % 1.17-%2.34 arasinda degismistir. Erken (5") pasaj sigir hiicrelerinin en iyi
senkronizasyon se¢iminde deney gruplar1 arasinda canli hiicre oranlar1 arasinda istatiksel olarak
farklilik bulunmadigindan, en yiiksek GO/G1 oranina (% 92.75) sahip ve istatistiksel olarak ayri
bir grup igerinde yer alan 24 saat serum aglig1 grubu secilebilir. Sigir geg (15™) pasaj graniiloza
hiicrelerinde canli hiicre oranlari 24 saat konfluent ile grupla kontrol grubunda ve 72 saat konfluent
grup ile 24 saat serum aglig1 grubunda benzer bulunurken, en diisiik canli hiicre oran1 72 saat serum
acligi grubunda tespit edilmistir. Nekrotik hiicre oranlarinda konfluent gruplar arasinda fark

bulunmazken, tim deney gruplarinda nekrotik hiicre oran1 kontol grubundan yiiksek bulunmustur.
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En yiiksek nekrotik hiicre orani ise72 saat serum agligi grubundan tespit edilmistir. Erken ve geg
apoptatik hiicre oranlar1 ise kontrol grubu da dahil olmak iizere tiim deney gruplarinda benzer
bulunmustur. Geg (15™) pasajsigir hiicrelerinin nekrotik hiicre oranlarmin %3.08-%6.46 arasinda,
toplam apoptotik hiicre oranlart %1.86-%3.3 arasinda degistigi tespit edilmistir. Sigir hiicrelerinin
(2-6 pasaj) serum aglig1, konfluensi, roskovitin uygulamalari ile senkronize edildigi daha 6nceki
bir ¢calismada canlilik (Eren, 2015) {izerine uygulamalarin benzer etkiler olusturdugu ve toplam
erken ge¢ apoptotik hiicre oraninin %0.59-%2.01 arasinda, nekrotik hiicre oranlarinin %0.63-
%5.83 arasinda degistigi bildirilmistir. Erken/ge¢ (5"/15") sigir hiicrelerin de uygulama
gruplarindaki canli hiicre orani distikliigiinlin apoptotik hiicrelerden ziyade nekrotik hiicre
oranlarindan kaynaklandig1 degerlendirilmektedir. Canlilik oranlar1 da dikkate alinarak ge¢ pasaj
sigir hiicrelerinde en iyi senkrinizasyon uygulamasi en yiiksek GO/G1 oranina (%88.80) sahip 24

saat serum acligr olarak degerlendirilebilir.
3.4 Koyun Hiicresi Apoptoz ve Nekroz Analiz Degerleri

Koyun graniiloza erken/ge¢ (57/15") pasaj hiicreleri tiim deney gruplarinda farkli
senkronizasyon uygulamalar1 kontrol grubuna goére hiicrelerin Apoptoz/Nekroz Analizleri
yapilmistir. Erken ve gec¢ pasaj sayisina ait koyun hiicrelerinden elde edilen verilerle yapilan
istatistiksel analizler sonucunda deney gruplari arasinda 6nemli farkliliklar oldugu goériilmektedir
(P<0.05). Ayn1 harfe sahip ortalamalar arasindaki fark tesadiiften ileri gelmistir ve istatistiksel

olarak 6nemsizdir. Sonuglar Cizelge 3.7, Cizelge 3.8 de asagida sunulmustur.

Cizelge 3. 7 Koyun Hiicrelerinde Erken (5") Pasaj Apoptoz/Nekroz Analiz Sonuglar

Deney Nekrotik Geg Apoptotik Canh Erken Apoptotik
Grup No  Hiicreler (%)  Hiicreler (%) Hiicreler (%) Hiicreler (%)
Kontrol 1,10+£0,11d 0,07+0,01 b 98,36+0,12 a 0,47+0,003 d
Kontakt 24 3,55+0,02 b 0,54+0,14 a 93,49+0,03 d 2,42+0,15 be
Kontakt 72 4,47+0,20 a 0,82+0,13 a 91,11+0,26 ¢ 3,60+0,22 a
Serum 24 1,41+0,10 d 0,060,003 b 96,85+0,16 b 1,69+0,10 ¢
Serum 72 2,62+0,28 ¢ 0,21+0,10b 94,29+0,39 ¢ 2,88+0,62 ab

Erken (5™) pasaj koyun hiicrelerindeki deney gruplarinda (Cizelge 3.7), canlilik oranlar
kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur. Ttim gruplarda nekrotik hiicre oran1 kontrol grubundan
yiksek bulunmus, en yiiksek nekrotik hiicre oranlart 24/72 saat konfluent gruplarinda tespit
edilmistir. En yiiksek gec apoptatik hiicre oranlar1 24/72 konfluent gruplarinda elde edilmistir. Tiim

gruplarda erken apoptatik hiicre orani kontrol grubundan yiiksek bulunmus, en yiiksek erken
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apoptatik hiicre oranlar1 72 saat konfluent ve 72 saat serumacliginda bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 3. 8 Koyun Hiicrelerinde Geg (15™) Pasaj Apoptoz/Nekroz Analiz Sonuglari

Deney Nekrotik Geg Apoptotik Canh Erken Apoptotik
Grup No Hiicreler (%) Hiicreler (%) Hiicreler (%) Hiicreler (%)
Kontrol 2,23+0,14 ¢ 0,14+0,02 a 96,30+£0,11 a 1,34+0,17 d
Kontakt 24 2,70+£0,31 ¢ 0,48+0,24 a 94,69+0,18 b 2,13+0,40 be
Kontakt 72 5,44+0,34 a 0,21+0,13 a 92,68+0,56 d 1,66+0,20 be
Serum 24 2,37+0,36 ¢ 0,34+0,07 a 94,02+0,08 bc 3,27+0,25 a
Serum 72 3,754+0,14 b 0,27+0,14 a 93,57+0,21 cd 2,41+0,10 b

Geg (15™) pasaj koyun hiicrelerindeki deney gruplarinda (Cizelge 3.8) canlilik oranlar
kontrol grubuna gore diisiikk bulunmus ve birbirine ¢ok yakin sonuglar elde edilmistir. En yiiksek
nekrotik hiicre oranlar1 72 saat konfluent ve 72 saat serum agligi gruplarinda tespit edilmistir. Geg
apoptotik hiicre oranlar1 bakimindan kontrol grubuda dahil olmak {izere gruplararasinda gok biiyiik
farkliliklar bulunmamistir. Tiim gruplarda erken apoptotik hiicre orani kontrol grubundan yiiksek

bulunmus, en yiiksek erken apoptotik hiicre oranlar1 24 saat serum ag¢liginda bulunmustur (P<0.05).

Genel bir degerlendirme yapilacak olursa; bu calismada koyun erken (5™) pasaj graniiloza
hiicrelerinde tiim gruplarin canli hiicre oranlar1 birbirinden farkli ve kontrol grubundan diistik
bulunmugtur. Nekrotik hiicre oranlarinda kontrol grup ile 24 saat serum agligigruplart benzer
bulunurken, diger uygulama gruplarindan farkli bulunmustur. Geg¢ apoptotik hiicre oranlarinda
konfluent gruplar kendi aralarinda benzer bulunurken, serum agligi gruplari ve kontrol grubu
arasinda bir fark bulunmamistir. Uygulama gruplarinin erken apoptatik hiicreoranlari birbirleri ile
benzer ve kontrol grubundan yiiksek olarak tespit edilmistir. Erken (5™) pasaj koyun hiicrelerinin
nekrotik hiicre oranlar1 %1.41-%4.47 degerleri arasinda, toplam apoptotik hiicre oranlar1 %1.75-
%4.42 degerleri arasinda degistigi tespit edilmistir. Koyun graniiloza hiicreleri (5. pasaj) ile yapilan
bagka bir ¢alismada (Sadeghian-Nodoushan vd., 2014) konfluent grupta apoptotik hiicre orani
%4.8, serum aglig1 gruplarinda ise %5.2 ve %6.5 olaraktespit edilmis, bu oranlar kontrol grubundan
(%2.9) yiiksek bulunmustur. Mevcut caligmada erken (5™) pasaj koyun hiicrelerinin en iyi
senkronizasyon se¢iminde canli hiicre oranlarina dadikkat ederek en yiiksek GO/G1 oranina
(%96.16) sahip ve istatistiksel olarak ayr1 bir grup icerinde yer alan 72 saat serum aglig1 segilebilir.
Koyun gec (15" pasaj graniiloza hiicrelerindeyapilan uygulama gruplarmnin hiicre canlilik oranlart
ve erken apoptotik hiicre oranlar1 kontrol grubundan farkli ve birbiriyle benzer bulunmustur.
Nekrotik hiicre oranlar1 24 saat konfluent ve 24 saat serum aghigi, kontrol grubuyla benzer

bulunmustur. Geg apoptotik hiicre oranlar1 isetiim deney gruplarinda benzer bulunmustur. Geg
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(15') pasaj koyun hiicrelerinin nekrotik hiicre oranlar1 %2.37-%5.44 arasinda, toplam apoptotik
hiicre oranlar1 %1.87-%3.61 arasinda bulunmustur. Sigir hiicre ile yapilan uygulamalarda oldugu
gibi erken/ge¢ (5"/15M) koyun hiicrelerindeki uygulamalarda da canli hiicre oranlarmdaki
azalmanin apoptotik hiicre oranlarindan ¢ok nekrotik hiicre oranlarindan kaynaklandigi
degerlendirilmistir. Sonug olarak ge¢ (15™) pasaj koyun hiicrelerinin deney gruplarinda GO/G1

oranlar1 ve hiicre canlilik oranlar1 arasinda farklilik tespit edilmemistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Yapilan mevcut ¢alismada sigir ve koyun erken/ge¢ pasaj hiicrelerinin analiz bulgularina
gore 24/72 saat konfluent hiicrelerde GO/G1 oranlarinin %78.69-%87.58 arasinda,24/72 saat serum
acligr uygulanan hiicrelerde G0/G1 oranlarinin %83.02-%96.16 arasinda degistigi ve kontrol
grubundan (%68.22-%76.97) yiiksek oldugu bulunmustur. Genel olarak bakildiginda ¢alisma
sonuglariin benzer hiicre tipleri ile yapilan daha 6nceki ¢aligmalarin sonuglari ile uyumlu oldugu
degerlendirilmistir. Sigir ve koyun erken/ge¢ pasaj hiicrelerinde 24/72 saat konfluent ve serum
aclig1 uygulanan deney gruplarinin GO/G1 degerleri kontrol deney gruplar1 degerlerinden ytiksek

bulunmustur. Bu sonuglar uygulama gruplarinin hepsinin senkronizasyon isleminde basarili

oldugunu goéstermektedir.

Sigir erken (5™) pasaj konfluent GO/G1 oran1 %82.00-%83.29, serum aghigi GO/G1 orani
%86.27-%92.75 arasinda iken ge¢ (15™) pasaj konfluent GO/G1 oram1 %78.69-%79.72, serum
achigi GO/G1 orani %85.63-%88.80 arasinda bulunmustur. Koyun erken (5'") pasaj konfluent
GO0/G1 oran1 %79.42-%87.58, serum achigi GO/G1 oran1 %86.20-%96.16 arasinda iken geg (15™)
pasaj konfluent GO/G1 oran1 %81.32-%82.74, serum a¢ligi GO/G1 oran1 %83.02-%84.51 arasinda
tespit edilmistir. Koyun erken (5"") pasaj hari¢ sigir erken/geg (5"/15™) pasaj ve koyungeg (15
pasaj da serum aghigi GO/G1 degerleri konfluent GO/G1 degerlerinden daha yiiksek tespit
edilmistir. Bundan dolayr serum agligt konfluent yontemine goére daha iyi senkronizyon

yapmaktadir.

Sigir ve koyun erken/ge¢ (5/15™) pasaj analiz bulgularinda erken ve ge¢ apoptotik

[

hiicrenin toplam oraninin %1.17-%4.42 degerleri arasinda degistigi, nekroz hiicrelerinin ise
%1.41-%6.46 degerleri arasinda degistigi tespit edilmistir. Genel olarak apoptotik ve nekrotik
hiicre oranlar1 karsilastirildiginda apoptotik hiicre oraniin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu
sonu¢ uygulamalarin hiicre canliligi tizerine olumsuz etkisinin DNA hasarli kaynakli apoptozdan
ziyade hiicrelere muamele (hiicre agma/dondurma/pasajlama, tripsinleme, pipetleme, sicaklik, pH

vb) sirasinda sebep olunan nekrozdan kaynakli oldugunu diistiindiirmektedir.

Bu calismanin sonuglarina bakilarak sigir hiicrelerinde erken pasajda GO/G1 orani
%92.75 degeriyle en yiiksek olan 24 saat serum aglig1 uygulamasi, ge¢ pasajda ise GO/G1 orani
%88.80 degeriyle en yiiksek olan 24 saat serum acligi uygulamasi, koyun hiicrelerinde erken
pasajda GO/G1l orami %96.16 degeriyle en yiiksek olan 72 saat serum agligi uygulamasi
secilebilir. Ge¢ pasajda ise GO/G1 oranlari bakiminda uygulama gruplari arasinda bir fark

bulunmamustir.
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Takip eden yeni ¢alismalarda 6nerilen uygulamalarla senkronize edilen hiicrelerin niikleer
transferde kullanilmasi uygulamalarin embriyolarin gelisimi {izerine etkilerinindegerlendirilmesi

acisindan faydali olacaktir.
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