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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SIGIR VE KOYUNDAN ELDE EDILEN FARKLI TiP HUCRELERIN
DONDURULMASINDA KRIYO KORUYUCULARIN VE
ISI DEGISIKLIKLERININ HUCRE CANLILIGI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Ezgi SERTER

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danmigsman: Prof. Dr. Sezen ARAT

Hiicrelerin biyobankalarda dondurularak saklanmasi bilimsel arastirmalar sirasinda geriye
donebilme veya kaybolan tiirleri bu hiicreleri klonlamada kullanarak geriye getirebilme olanag: sunar.
Ancak dondurma islemi hiicreler igin oldiiriicli olabilir ve bu yiizden donma ve ¢dziinme sirasinda
hiicrelerin herhangi bir zarara ugramamasi amaci ile dondurma soliisyonu igerisine kriyoprotektan adi
verilen ¢esitli kimyasal maddeler eklenmektedir. Bunun yani sira dondurma hizi da ¢6ziim sonrasi
hiicre canliligini etkileyen bir diger faktérdiir. Sunulan bu tez ¢alismasinin amaci; kriyo koruyucularin
ve 1s1 degisikliklerinin hiicre canliligina etkisinin aragtirilmasi, hiicrelerin zarar goérmeden
saklanabilmesi ve bu siire¢ boyunca canliliklarinin en iist seviyede korunabilmesi igin onlara zarar
vermeyecek kosullarin hiicre tipi bazinda belirlenmesidir. Calismada koyun ve sigirdan primer kiiltiir
ile elde edilen farkli iki tip hiicre hatt1 ile ¢alisilmistir. Bu hiicreler koyun ve sigir kulagindan elde
edilen kikirdak hiicreleri ve ovaryumlarindan elde edilen granuloza hiicreleridir. Yavas dondurma
teknigi, Kkriyoprotektan olarak secilen DMSO ve Gliseroliin farkli dozlari (%5-10) denenmistir.
Dondurma sirasinda kullanilan kriyoproteklanlarin farkli dozlarmin, dondurma tiiplerinin iginde
bulundugu malzemelerin (Mr. Frosty, karton kutu, koptik kutu), saklama siiresi i¢inde meydana gelen
1s1 degisikliklerinin hiicreler canliligi ve proliferasyonu tizerindeki etkileri akig sitometrisi ve MTT
analizleri ile degerlendirilmistir. Sonug olarak, DMSO uygulanan tiim deney gruplarinda canlilik orani
gliserol uygulanan deney gruplarina gére daha yiiksek bulunmustur. Karton veya kopiik kutu iginde
DMSO kullanilarak dondurulan hiicrelerin canlilik oranlarimin da benzer sekilde gliserol kullanilarak
dondurulanlara gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica saklama sirasinda meydana gelen 1s1
degisikligi durumunda da canlilik oranlarinin DMSO kullanilan gruplarda gliserole gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte akis sitometrisinde hiicre canliliklar1 diistik bulunan gliserol
gruplarinin 24 saat kiiltiirii sonrasinda MTT sonuglarina bakildiginda bazi deney gruplarinda
proliferasyonun artmus oldugu gozlemlenmistir. Tim veriler 1s18inda c¢alismada incelenen tim
kosullarda DMSO’nun hiicreleri dondurmanin olumsuz etkisinden gliserole oranla daha iyi korudugu
sonucuna varilmistir. Mr. Frosty, Kopiik ve Kutu igerisinde dondurulan hiicrelerde canlilik oranlarinda
cok biiyiik farkliliklar goriilmemis, hiicre canlilig1 iizerinde kritik faktdriin kullanilan kriyoprotektan
ve konsantrasyonu oldugu sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: : Hiicre Kiiltiirti, Kriyoprezervasyon, Yavas Dondurma, Kriyoprotektan,
MTT Analizi, Akis Sitometrisi

2019, 93 Sayfa
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EXAMINATION OF THE EFFECTS OF CRYOPROTECTANTS AND TEMPERATURE
CHANGES ON CELL VIABILITY IN FREEZING DIFFERENT TYPES OF CELLS
OBTAINED FROM CATTLE AND SHEEP
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Storage of biodegradable cells in a frozen way in biobanks gives opportunities to
reversibility during scientific researches or bring the missing species back by using these cells
in cloning. However, freezing process can be fatal for cells therefore, during the freezing and
dissolution, it is added various chemicals which is named “cryoprotectants” to the freezing
solution to avoid damage against cells. In addition, freezing speed is another factor which
affects the cell viability after the solution. The purpose of this thesis is the investigation of the
effects of cryoprotectants and temperature changes on cell viability, storage of cells without
damage and the determination (in a base of cell type) of harmless conditions to protect their
viabilities in highest level during process. In this process, it was worked with two different
cell lines which is obtained with primer culture from cattle and sheep. These cells are the
cartilage cells from cattle and sheep’s’ ear and the granulosa cells that are obtained from its
ovaries. Slow freezing technique, the different dose of DMSO and glycerol (%5-10) which is
chosen as cryoprotectant is tried. Different doses of cryoprotectants used during freezing, the
materials in which the ice cream tubes are (Mr. Frosty, Cardboard Box, Foam Box), effects of
heat changes occurring during storage on cell viability and proliferation are evaluated with
low cytometry and MTT analysis. As a result, the vitality ratio applied DMSO in
experimental groups is found higher than the groups that is applied glycerol. It is detected that
the vitality ratio of the cells which is frozen by applying DMSO in carton or foam in box is
higher which is similar to cells that frozen by the applying glycerol. It is also seen that the
vitality ratio during heat change in storage time is higher as well in the groups that are applied
DMSO than the groups that are used glycerol. For all that, the glycerol groups which found
their cell vitality low in flow cytometry is observed that after the 24hours culturing, according
to the MTT results the proliferation is higher in some experimental groups. In the light of all
data, in all conditions that are examined, it is concluded that the DMSO protects the cells
better from the negative effects of freezing than the glycerol. It is not seen significant
differences in the viability of the cells frozen in the box, Mr. Frosty, and foam. It is concluded
that the critical factor is using cryoprotectant and it’s concentration on cell viability.

Keywords: Cell Culture, Cryopreservation, Slow Freezing, Cryopretectants, MTT Analysis,
Flow Cytometry
2019, 93 Pages
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

ul : Mikrolitre

AlF : Apoptoz Indiikleyici Faktor
ATP : Adenozin Trifosfat

B2 : Kobalamin (Asit)

CaCl2 : Kalsiyum Klortir

CASPASE  : Programli Hiicre Oliimiinii Baslatan Enzim
c° : Santigrad Derece

CO; : Karbondioksit

DMEM-F12 : Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Besiyeri

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DPBS : Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FAO : Gida Tarim Orgiitii

FBS : Fetal S1gir Serumu

FITC : Floresan Izotiyosiyanat

H* : Hidrojen Iyonu

HCI : Hidroklorik Asit

HEPA : Hight Effiency Particulate Arresting (Yiiksek Etkinlikte Partikiil Yakalayict)
HES : Hidroksietil Starch

HIV : Insan Immiin Yetmezlik Viriisii

ICs0 .%350 Inhibitér Konsantrasyonu

KCI : Potasyum Kloriir

kg : Kilogram

mg : Miligram

MgSo4 : Magnezyum Siilfat

ml - Mililitre

ml : Mililitre



mm : Milimetre

MTT : 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide analizi
NaOH : Sodyum Hidroksit

nm : Nanometre

02 : Oksijen

OH" - Hidroksit

PH : Power of Hydrogen

Pl : Propidyum Iyodiir

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

rpm : Roter Per Minute ( Bir dakakikadaki rotor devir sayisi)
SPSS : Sosyal Bilimler i¢in Istatistik Program1

TAGEM : Tarimsal Arastirma Genel Miidiirligi

TNF : Timor Nekrozu Faktorii

uv : Ultraviyole Isin
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1.GIRIS

Hiicre kiiltiirleri sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler biyolojik c¢alismalarda, c¢esitli
hastaliklarin tan1 ve arastirilmasinda, as1 tiretimi, kanser arastirmalari, toksikoloji denemeleri,
kok hiicre arastirmalar1 ve rejeneratif tedavi, farmasotik proteinlerin iiretimi gibi birgok alan
ve konuda faydalanilan temel biyolojik materyal olmustur. Hiicrelerin asil potensiyeli onlarin
geriye programlanabilme kapasitelerinin ortaya ¢ikmasindan sonra ¢ok daha iyi anlasilmis ve
bu bilgiler hiicre ¢alismalarina biiyiik bir ivme katmustir. Hiicrelerin klonlama amaciyla ilk
basarili kullaniminin ardindan (Wilmut ve ark. 1997), sigir (Cibelli ve ark. 1998, Vignon ve
ark. 1998, Kato ve ark. 2000), fare (Wakayama ve ark. 1998), ke¢i (Baguisi ve ark. 1999),
domuz (Onishi ve ark. 2000, Polejaeva ve ark. 2000), tavsan (Chesne” ve ark. 2002), kedi
(Shin ve ark. 2002), sigan (Zhou ve ark. 2003), at (Galli ve ark. 2003), katir (Woods ve ark.
2003), kopek (Lee ve ark. 2005), gelincik (Li ve ark. 2006), manda (Shi ve ark. 2007) deve
(Wani ve ark. 2010) ve en son olarak da maymun (Liu ve ark. 2018) olmak tiizere birgok
memeli tiirii fetal veya erigskin somatik hiicre kullanilarak klonlanmustir. Farklilastirilmis
somatik hiicre ¢ekirdeklerini embriyonik veya germinal hiicre soylarina yeniden programlama
yetenegi, yaklasik on yi1l dnce somatik genomlarin depolanmasi konusundaki orijinal ilgiyi
tetiklemistir (Mastromonaco ve ark. 2014). Ben-Nun ve ark. (2011) bir maymunun somatik
hiicresinden elde ettikleri indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden (iPSCs) embriyonik
yapilar iiretebildiler ve yakin zamanda nesli tiikkenmis beyaz gergedanin fibroblastindan da
benzer kok hiicreler iiretildi. Bu hiicrelerin istenen hiicre tipine programlanabilmesi ile ilgili
mevcut veriler bu giin olmasa bile gelecekte miimkiin olabilecek uygulamalar1 garanti altina
alabilmek icin 6nceden bu biyolojik materyallerin saklanmasi gerekliligini gostermektedir.
Bu nedenle hiicre kiiltiirleri hayvanlarin gen kaynaklarmin zarar gérmeden uzun yillar
korunabilmesi, gen bankalarmin kurulabilmesi ve hatta kaybolan tiirlerin klonlama veya
gelistirilen daha yeni teknolojiler ile geri getirilebilmesi bakimindan olduk¢a Onem
tasimaktadir (Leon-Quinto ve ark. 2009, Arat ve ark. 2011, Comizzoli 2017).

Dondurulmus biyolojik materyallerin saklandigi gen bankalar1 (kriyo-bank,
biyobankalar) gen kaynaklarmin korumasi i¢in olusturulan programlarin temel 6gelerinden
birini olusturur. Birgok tiir lizerine basariyla sonu¢lanan klonlama g¢alismalarindan sonra,
somatik hiicre niikleer transferi de tehlike altindaki memeliler i¢cin koruma programlarinin
ayrilmaz bir parcasi olarak onerilmistir (Wildt ve Wemmer 1999, Ryder 2002, Andrabi ve
Maxwell 2007, Arat ve ark. 2011, Selokar ve ark. 2018). Klonlamanin nesli tiikenmekte olan

sigir irklarinin kurtarilmasinda nasil yardimda bulunacagina dair milkemmel bir 6rnek yillar



once bildirilmigtir (Wells ve ark. 1998). Bu nedenle, koruma programlarinin bir pargasi olan
kriyobankalarin sadece gamet ve embriyo bulundurmak yerine, somatik hiicrelerinde (viicut
hiicresi) depolandig1 yerler olmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Leon-Quinto ve ark. 2009).
Arat ve ark. (2011), Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan hazirlanan
Hayvan Genetik Kaynaklar i¢in ilk Kiiresel Eylem Plani (FAO 2007) ve gen kaynaklar
koruma klavuzu (FAO 2012) gergevesinde onerildigi gibi hiicre stoklarini da i¢eren hayvan

gen kaynaklar1 bankasimin (http://www.turkhaygen.gov.tr/,) Tiirkiye’de kurulmakta oldugunu

ve bu bankada saklanan dondurulmus materyaller ile ilk Boz irk klon sigirlarini tiretiklerini
rapor etmislerdir. Benzer sekilde Hindistan’da kurulan somatik hiicre bankasindaki
dondurulmus hiicreler kullanilarak manda klonlanmistir (Selokar ve ark. 2018).

Canli organizmalarin kriyoprezervasyonu (dondurarak koruma), hiicre veya dokularin
zarar gormeden uzun yillar boyunca korunabilmesini amaglar. Kriyobiyoloji ismi; Yunanca
anlamda kryos (buz), bios (hayat) ve ayni1 zamanda logos (bilim) gibi kelimelerden tiiretilmis
hiicre ve dokular1 dondurulmasini inceleyen bir bilim dalidir. Kriyobiyoloji diisiik sicakligin
organizmalar {izerindeki etkisini arastiran, dondurulup ve daha sonra ¢ozdiiriiriilen tiim
hiicrelerin islevsel 6zelliklerinin daha iyi bir sekilde anlasilmasina yardimet olan bir bilimdir

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

Hiicre dondurmanin amaci, ilerleyen donemlerde ihtiya¢ duyulabilecek hiicrelerin
saklanabilmesi i¢in dondurulmus hiicre stoklarinin olusturulmasidir (Heyligers ve Klein-
Nulend 2005, Cui ve ark. 2007, Loi ve ark. 2008). Canli hiicrelerin dondurularak uzun yillar
saklanabilmesi ve gerekli oldugu durumlarda ¢oziindiiriilerek hayata dondiiriilebilmesi, bilim
diinyasini ilgilendiren en 6nemli konulardan biridir. Uygulanmakta olan tim dondurma
yontemlerindeki temel prensip, donma ve ¢oziinme sirasinda olusabilecek hiicre i¢i buz
kristallerinin olusmasinin oniine gecilmesini saglayarak, hiicrelerin buz kristallerinden zarar
gormelerinin Oniline gecmektir (Gage 1979). Hiicrelerde olusabilecek bu zararlarin 6nlenmesi
icin hiicre i¢i sivinin, hiicre duvarindan gecebilen ve hiicrelere olabildigince zararsiz olan
kriyoprotektan (donmadan koruyan) maddeler ile yer degistirmesi hedeflenmektedir
(Cetinkaya ve Arat 2011, Stolzin ve ark. 2012). Kriyoprotektanlar, sistemdeki tiim ¢6ziinen
maddelerin toplam konsantrasyonunu artirarak, herhangi bir sicaklikta olusan buz miktarini
azaltir. Gliserol, dimetil siilfoksit (DMSO), etandiol ve propandiyol gibi bir¢ok bilesik bu
ozelliklere sahiptir (Adams 2007). Hiicre igine niifuz edemeyen kriyoprotektanlar (glikoz,
fruktoz, sorbitol, mannitol, siikroz, trehaloz vb. sekerler, albumin, serum gibi protein

kaynaklar1) donmadan 6nce hiicreleri dehidre ederek hiicre i¢i buz kristalleri olusumunu


http://www.turkhaygen.gov.tr/

azaltirlar, buz kristallerinin sekil ve biiyiikliiklerini zararsiz hale getirirler veya hiicre
membranini korurlar (Adams 2007, Morris 2007). Hiicre kiiltiirlerinin dondurulmasinda en
cok kullanilan kriyoprotektanin DMSO ve gliserol oldugu ancak hiicre i¢ine daha iyi niifuz
etmesinden dolay1 daha basarili olan DMSO’nun tercih edildigi belirtilmektedir (Freshney
2005).

Cogu hiicre hatlarinin -1 ila -5°C/dk 1s1 diismesi ile yavas dondurulmasi ve hizl
¢cOziilmesi gerektigi bildirilmektedir. Sogutma hizi, hiicre i¢i suyun kagmasi i¢in zaman
saglamak iizere optimize edilir ve bdylece daha sonra olusacak hiicre i¢i buzun miktari
azaltilir (Morris 2007). Bu nedenle kriprotektanlar kadar dondurma hizi da Kkritiktir.
Hiicrelerin belirtildigi 1s1 araliginda yavas dondurulmasini saglayan kontrollii dondurma
cihazlarmin yani sira, bu is icin daha ekonomik ve pratik sistemler olarak kalin karton veya
polistren kutular veya iginde alkol bulunan polistren dondurma kutular1 (Mr. Frosty) istenen
yavas 1s1 disiisiinii saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Ancak biiyiikliikler ve membran
gecirgenligi hiicreler arasinda farklilik gosterdigi i¢in segilecek kriyoprotektan da dahil olmak
tizere tiim kritik basamaklarin hiicre tipine gore optimize edilmesi canli hiicre oranini olumlu

etkiler.

Hiicreler dondurulduktan sonra -80°C derin dondurucu igerisinde 6 ay ila 1 yil
arasinda saklanabilir. Hiicrelerin bu derecede saglikli bir sekilde saklanabilmesi igin 1s1
derecesinde ¢ok biiylik degisiklikler istenmez. Ancak farkli sebeplerden dolayr olusabilecek
(elektrik kesintisi, dolap arizasi, kapagin uzun siire agik birakilmasit vb.) 1s1 degisikleri
hiicrelerin canliligini olumsuz etkiler ve bazen meydana gelen bu sorun ancak hiicre

¢ozdiiriildiigiinde fark edilir.

Sunulan bu tez calismasinda farkli dozlardaki kriyoprotektanlar ile hazirlanmis
dondurma soliisyonlarinin, yavas dondurmay: saglamak i¢in kullanilan farkli kutularin ve
saklama sirasinda olusabilecek 1s1 degisikliklerinin koyun ve sigir hiicrelerinin canlilig1
tizerine etkileri akig sitometrisi ve MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide) analizleri ile arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Soliisyonlar

Hiicre kiiltirii ile ilgili yapilan ¢alismalar 1900°li yillardan baslayarak giliniimiize
kadar gelmektedir. Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin laboratuvar ortaminda kontrollii bir sekilde
iiretilebilmesi, yetistirilebilmesi siirecini kapsamaktadir. Yapisan hiicre kiiltiirii ve siispanse
hiicre kiiltiirii olarak iki farkli hiicre kiiltiir tipi mevcuttur. Yapisan hiicre kiiltiiriinde hiicreler
icinde bulunduklari kiiltiir petri kaplarin yiizeylerine yapisma egilimi gosterip tek tabaka
halinde ¢ogalirken, siispanse hiicre kiiltiiriinde hiicreler, besiyeri icerisinde serbest halde
bulunurlar ve Kkiiltir petri kaplarinin ylizeyine yapisma Ozelligi gostermezler. Hiicre
kiiltiiriinde ¢alisma ortaminin steril olmasi gerekmekte ve tiim ¢aligmalar laminar akimli kabin
icerisinde gerceklesmektedir. Uygulamalar esnasinda kullanilacak olan soliisyonlarin soguk
olmamasi1 gerekir ve bunun ic¢in de uygulama Oncesinde su banyosunda (37°C)
bekletilmektedir. Hiicrelerin, laboratuvar ortaminda saglikli bir sekilde yasamlarini devam
ettirip ¢ogalabilmeleri i¢in uygun pH, sicaklik ve nemin saglanabilmesi gerekmektedir. In
vitro hiicre kiiltiiriinde en 6nemli avantaj sicaklik, osmatik basing, pH, O2 ve CO2 yogunlugu
gibi faktorlerin kiiltlir ortaminda kontroliiniin basarili bir sekilde saglanip, sabit
tutulabilmesidir. Hiicre kiiltiirinde gerekli olan birgok fizyolojik kosullarin gereksinimleri

besiyerlerinden karsilanir (Arat ve ark. 2008, Deveci 2012, Kogakli ve ark. 2015).

Besiyerleri, hiicrelerin metabolik aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in gerekli olan
sartlar1 saglayan besleyici soliisyonlardir. Hiicreler farkli besiyerlerinde farkli davranislar
sergileyebilir, bu hiicre tipine gore degisiklik gosterir ve hiicrenin ihtiya¢ duydugu besin
gereksinimleri hiicre tiplerine gore farklilik gostermektedir. Hormonlar, serum veya aminoasit
gibi farkli maddelerin, hiicre tipi ihtiyacina gore gerekli miktarda kiiltiir ortamina eklenmesi

onemlidir (Harrison 1907).

Ik besiyeri 1955 yilinda Eagle’mm Temel Besiyeri (Eagle’s Minimal Essential
Medium, EMEM) olarak karsimiza g¢ikmakta ve sigir, insan veya embriyo Oziitleri ile
desteklenmis ilk ticari besiyeri olarak bilinmektedir (Pombinho ve ark. 2004). igeriginde ise
aminoasitler, glukoz, vitaminler (folik asit, nikotinamid, By, riboflavin), tuzlar (KCI, CaCly,
MgSQO4, monosodyum fosfat ve NaCl) gibi faktorleri barindiran bir soliisyondur. Bu besiyeri
Dulbecco tarafindan degisiklige ugratilmis ve igerik olarak orijinal formundan tam dort kat

daha fazla vitamin, aminoasit ve aym zamanda iki kat daha fazla glukoz ile



zenginlestirilmigtir. Tim bunlarin  yanisira igeriginde demir ve fenol kirmizisi
barindirmaktadir. Fare, sigir, koyun, hamster, insan, maymun, sigan gibi ¢ok fazla hiicre
tiplerinde DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) kullanilmaktadir (Pombinho ve
ark. 2004).

Besiyeri hazirlandiktan sonra stizme islemi (Sekil 2.1) ile steril edilir ve kullanima

hazir hale gelmesi igin igerisine serum ve antibiyotigin eklenmesi gerekmektedir.

Sekil 2.1: DMEM-F12 siizme ile sterilizasyonu

Serum, hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalmasini tetikleyen biiyiime faktorleri, mineral, lipit
ve hormonlar1 biinyesinde barindirmaktadir. Ayrica serum igerisinde bulunan matriks
proteinleri ile hiicrelerin yiizeye yapismasini saglamaktadir. Rutin ¢aligmalarda en fazla FBS
(Fetal Bovine Serum) kullanilmaktadir. Hiicre ¢esidi ve uygulama alanina goére besiyerine
eklenen serum orami degisiklik gosterebilir. Standart bir somatik hiicre kiiltiiriinde tercih
edilen bu oran %10’dur. Farkli serum tipleri olarak; yetiskin sigir serumu, dana, insan ve at
serumlart siralanabilir ve bu serumlar daha ¢ok 6zel kosullara gereksinim duyan hiicrelerde
kullanilmaktadir (Jochems ve ark. 2002, Yaylali 2007).

Antibiyotik ise, kiiltiir ortaminda karsimiza cikabilecek herhangi bir kontaminasyon
durumunu engellemek amaciyla kullanilir. Kontaminasyon, kiiltiir ortaminda istenmeyen
bakteri ve mantarlarin bulunmasi halinde, hiicre gelisimini ve ¢ogalmasimi oldukga
yavaslatan ve ¢alisma verimliligini yok eden olumsuz bir durumdur. Bunun 6niine gegmek

icin steril calisma ortami olusturulur ve tiim calismalar laminar akimli kabin igerisinde



gerceklestirilir. Besiyeri igerisine de standart somatik hiicre kiiltiirinde %1 oraninda
antibiyotik (10,000 U/ml penicillin G,10,000 mg/ml streptomycin) eklenmektedir (Arat 2011,
2013).

Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS), hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan
hiicre i¢i ve disindaki osmotik basincin dengede tutulabilmesini saglayan bir tuz
sollisyonudur. Biinyesinde ¢ogunlukla potasyum, sodyum, magnezyum, kalsiyum ve klor
barindirmaktadir ve hiicre metabolizmasini desteklemektedir. Bu ¢ozelti hiicreleri veya
dokular1 yikamak ig¢in kullanilmak ile birlikte fizyolojik pH’1n ve ayni zamanda osmotik
basincin saglanmasina yardimci olmaktadir. Boylece hiicreler i¢in gerekli olan uygun ortamin
saglanmasina yardimci olurken ayni zamanda tripsinin performansini arttirabilmek igin,
tripsin ekleme isleminden once hiicrelerin bulundugu petri kabinin yikanmasinda kullanilarak
serum igeren kiiltiir medyumunun tamamen uzaklastiritlmasini saglar. Serum igerisinde tripsin
inhibitorlerinin bulunmasi sebebiyle bu basamak pasajlama islemi sirasinda oldukga

onemlidir (Jakoby ve Pastan 1979).

Tripsin, hiicre pasajlamalari sirasinda kullanilan bir serin proteaz tipi enzimdir.
Pasajlama islemleri sirasinda hiicrelerin yapismis oldugu yilizeyden kalkmasimni saglar ve
sicaklik yardimi ile etkisini en yiiksek seviyede gostermektedir. Tripsinin kesfedilmesinden
once hiicrelerin ylizeyden kaldirilmasi i¢in mekanik yontemler uygulanmis ve 1950 yilinda
tripsinin kesfedilmesi ile birlikte, hiicre pasajlama c¢alismalarinda en fazla kullanilan enzim
haline gelmistir (Freshney 2005). Hiicrelerin yiizeyden ayrilma, kalkma hizi besiyerindeki
serum oranina, hiicre tipine, petri igerisindeki hiicre yogunluguna bagli olarak degiskenlik
gostermektedir ve uygulanan tripsin hacminin en az iki kat1 kadar serum igeren besiyeri
uygulanarak tripsinin inhibe edilmesi gereklidir. Aksi takdirde tripsin etkisi devam ettigi i¢in

zamanla hiicre membranina zarar vermeye baslayacaktir (Arat ve ark. 2008).

Hiicre kiiltiirii calismalarinda, hiicrelerin canli viicudu disinda yasamlarmi devam
ettirebilmeleri icin gerekli olan kosullarin (pH, sicaklik, CO2 ve O2) saglanmis olmasi
gerekmektedir. Ph 7.2 ve 7.4 araligi bir¢ok hiicre igin en iyi gelisim araligidir (Sekil 2.2).
Fakat caligmanin oncesinde kullanilacak olan 6rnege gore uygun pH’in belirlenmesi ayrica
onem tagimaktadir. Kiiltiir ortaminda yer alan hidrojen iyonunun konsantrasyonunda
olusabilecek herhangi bir degisiklik hiicrelerin ¢ogalmasimi olumsuz olarak etkilemektedir
(Butler ve Christie 1994).
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Sekil 2.2: DMEM-F12 pH 6l¢iimii

Kiiltiir ortaminin sicakligi, hiicrelerin alindig1 canlinin viicut 1sistyla belirlenmektedir.
Sicakkanli canlilardan viicut 1s1s1 degismekle birlikte bir¢ok tiiriin hiicreleri i¢in 37°C uygun
1s1 olarak kabul edilmektedir. Diisiik sicaklikta ise CO2 ¢oziiniirliigiiniin artmasina sebep
olmakta ve bu durum da pH degisikligini ger¢eklestirmektedir. Bu degisiklikler ise hiicre

cogalmasi tlizerine olumsuz etki yaratmaktadir (Kogakli ve ark. 2015).

Hiicre kiltiiriindeki istenilen degerdeki pH’nin (7.2-7.4) sabit bir degerde tutulmasi
icin CO2’ye ihtiya¢ duyulur. Bu sebeple hiicreler, hiicre tipine gore degisiklik gostermek ile
birlikte %2-5 oranlarinda CO2 bulunan ortamda, inkiibator icerisinde kiiltiire edilmektedir.
Kiiltiir hiicreleri oksijene tam bagimli hiicreler degildirler fakat bu durum hiicre tipine gore
degisiklik gosterebilir. Birgok hiicre i¢in diisiik oksijen basinci veya atmosfer basinci yeterli
olurken, ge¢ donem embriyolari ic¢in oksijen bakimindan zengin ortam kosullari

gerekmektedir (Laken ve Leonard 2001, Baicu ve Taylor 2002).
2.2. Hiicre Kiiltiiri Laboratuvarinda Gereken Cihazlar
2.2.1. Laminar akimli kabin

Kabinler HEPA (hight efficiency particible) filtre sayesinde havada bulunan
partikiillerin  uzaklagtirllmasini  saglarlar ve bdylece steril bir ¢aligma ortami
olusturmaktadirlar. Kabinler 6zelliklerine ve koruyuculuklarina gére siniflandirilmislardir. Tk
olarak horizantal (Class C) kabinler ortamin steril olmasini saglarlar, ¢calismay1 yapan kisiyi
korumazlar ve daha ¢ok bitki doku kiiltiirii laboratuvarlarinda kullanilirlar. Bir diger kabin
¢esidi olan (Class B) vertikal kabinlerdir (Sekil 2.3). Bu kabinler steril edilen havanin ¢alisan

kisinin 6n kismindan asag1 dogru (selale akar gibi) akitilmasini saglayarak i¢ ortam ve dig
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ortamin birbirine karismasini 6nlemekte Ve ¢alismayi yapan kisiyi korumaktadir. Daha ¢ok bu
kabinler hiicre kiiltiirii calismalarinda ve zararli organizmalar ile ¢alisildigi durumlarda tercih
edilmektedirler. Bu iki kabinden farkli olarak Class A tiiri kabinler 6zel odalarda yiiksek

kontaminasyon riski bulunan ¢aligsmalarin gerc¢eklestirilmesinde tercih edilmektedir, tamamen

kapali olarak uzaktan kumanda yardimi ile ¢aligmalarin siirdiiriilebildigi kabinlerdir (Oktar
2009).

Sekil 2.3: Laminar akimli kabin (Class B)
2.2.2 COz inkibatorii

Hiicre  kiiltiiric  islemleri  esnasinda  hiicrelerin
cogalabilmesi i¢in uygun sicaklik aralifinda
bekletilmesi gerekmektedir. Hiicrelerin ¢ogalmasi ayni
zamanda %5-10 CO2’li ortamda gerceklesir ve
genellikle 37°C  uygun sicaklik degeri olarak
belirtilmektedir. Ortam neminin saglanabilmesi i¢in de
inkiibatoriin alt kisminda bulunan su kabmin daima
dolu olmasima dikkat edilmelidir. Inkiibatér kapaginin
fazla agik tutulmamasi gerekir aksi takdirde ortamda

nem ve sicaklik kaybi olusur ve kontaminasyon riski

artar ki buda istenmeyen bir faktordir. Cihaz igi
sterilizayonu yiiksek 1s1 veya uv 1sin araciligi ile

yapilmaktadir (Oktar 2009).

Sekil 2.4: CO2 inkibatorii
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2.2.3. Mikroskop

Sekil 2.5: Inverted mikroskop

2.2.4. Isitic1 tabla

Sekil 2.6: Isitici tabla

2.2.5. Vakum pompasi
/ \

Sekil 2.7: Vakum pompasi

Hiicre kiiltiirii c¢aligmalarinda daha
cok inverted (ters) mikroskop
kullanilmaktadir. Hiicrelerin biiyiime
ve c¢ogalma durumlari, morfolojik
Ozellikleri, hiicre sayimlar aymi
zamanda herhangi bir kontaminasyon
durumunun olup olmadig1 incelenir.
Invertmikroskop ~ objektifleri  altta
olmasi sebebiyle genis bir caligma
mesefesi yaratarak petri kaplarindaki
kiltiirlerin  incelenmesine  olanak
saglar.

Petri kaplan igerisinde kiiltlirii devam
eden hiicreler inkiibator i¢inde (37°C)
bekletilir. Bu hiicreler mikroskopta
incelenmek istenildigi takdirde sicaklik
farki olmamasi ve hiicrelerin ihtiyag
duydugu 1smin saglanabilmesi igin
sitict tabla {izerine alimir ve petri
kaplar1 mikroskopta incelenebilir. Bu
cihazin sicaklik degeri
ayarlanabilmektedir.

Vakum pompasit islemler sirasinda
ortamdan uzaklastirilmak istenen
sivilarin  atilmasim1  saglar.  Vakum
pompasinin hortumunun ucuna pastor
pipet takilir ve sivi bu pipet yardimiyla

cekilerek ortamdan uzaklastirilir.




2.2.6. Santrifiij

Sekil 2.8: Santrifiij

2.2.7. Su banyosu

Sekil 2.9: Su banyosu
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Agirliklann  birbirinden  farkli  olan
maddelerin  (sollisyonlar, kan gibi)
yer¢ekimi yardimi ile birlikte deney
tiiplerini ¢ok hizli devirlerde donmesini
saglayarak  soliisyonun  ayrigmasini
saglar. Bu cihazi kullanirken dikkat
edilmesi gereken faktor, tiiplerinin
icindeki s1vi miktarin esit olmasidir ve
dengenin saglanmasi igin tiipler karsilikli
dizilmelidir. Hiicre kiilttiri
caligmalarindan santrifiij genellikle 1000
rpm devirde 5 dakika siire ile calistirilir
(Bozkaya 2016).

Laboratuvar ¢aligmalarinda soliisyonlar
+4°C’de muhafaza edilir. Hiicre kiiltiirii
islemlerinde kullanilacak soliisyonlar
soguk  olmamalidir. Bu nedenle
soliisyonlar kullanilmadan once
sicaklig1 ayarlanan (37°C) su banyosu
icinde bir siire bekletilip daha sonra
kullanilir.




2.2.8. Otoklav

Sekil 2.10: Otoklav

2.2.9. -80°C derin dondurucu

Sekil 2.11: -80°C derin dondurucu dolap
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Otoklav, malzemelerin yliksek sicaklik ve
basing altinda buhar ile steril etmeye
yarayan  bir  laboratuvar  cihazidir.
Malzemelere 6zel paketleme uygulanir ve
otoklav i¢inde bulunan sepete yerlestirilir.
Kazanin yan kisimlarindan yiiksek buhar
verilerek bu malzemelerin sterilizasyonu
saglanir. Genelde hiicre kiiltiiri
malzemelerinin  sterilizasyonu  121°C
sicaklikta ~ve 20  dakika  siirede
gerceklestirilmektedir (Ozbas 2017).

Laboratuvarlarda zarar gormeden diisiik
1silarda saklanmasi gereken materyallerin
muhafazasin1 saglar. Hiicre kiiltiiriinde
dondurulan hiicreler 24 saat boyunca bu
cihazin iginde tutulur daha sonra sivi azota
almir. Fakat sivi azot yoksa hiicrelerin
muhafazasi da -80°C derin dondurucu

dolap iginde gerceklestirilir.




2.2.10. Hassas terazi

Sekil 2.12: Toz DMEM tartimi

2.2.11. Manyetik karistirici

Sekil 2.13: Besiyerinin karistirilmasi

2.2.12. PH metre

S ———

Sekil 2.14: Besiyeri pH 6l¢timii

Hassas teraziler laboratuarlarin temel

cihazlarindan biridir. ilag sanayi, kozmetik gibi
bircok alanda kullanilmaktadir. Hassasiyet
dereceleri ise 0.01 mg gibidir ve bu cihazlar
0.01 gram ile 1100 kg araliginda tartim
yapabilme oOzelligine sahiptir. Hassas terazi
hiicre kiiltiiri caligmalarinda cesitli
soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilmaktadir

(Anonim 2017a).

Cozelti hazirlamak ig¢in kullanilan bir cihazdir
ve c¢ozeltileri miknatis yardimi ile homojen
olacak bir sekilde karigmasini saglar. Ayrica
¢oOzeltiyi karistirirken tablast i¢inde bulunan
siticilar  sayesinde de gerektigi  durumlarda

¢oOzeltiye 1s1 da verebilmektedir.

Sulu ¢oOzeltilerdeki H+ ve OH-
konsantrasyonlarini gosteren bir cihazdir. Eger
bir ¢ozeltide pH degeri 7 den biiyiik cikarsa
bazik, 7 den kii¢lik ¢ikarsa asidik ve 7 degerine
olarak  kabul

kullanilacak

sahip  bulunursa  nétral

edilmektedir. Hiicre Kkiiltiiriinde
solusyonlarin 7.2-7.4 pH degerine ayarlanmasi

icin kullanilir (Anonim 2016).
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2.3. Hiicre Kiiltiir Cesitleri
2.3.1. Primer hiicre kiiltiirii

Primer (birincil) kiiltiirler, saglam veya pargalanmis dokulardan veya organ
pargalarindan elde edilir. Bir kiiltiir genellikle alt kiiltiire alinana kadar (veya pasaj yapilana
kadar) primer kiiltiir olarak kabul edilir ve ilk alt kiiltiir (pasaj) sonrasi hiicre ¢izgisi olarak
adlandirilir. 11k alt kiiltiiriin iiriinii ayrica sekonder (ikincil) kiiltiir bir kiiltiir olarak da

adlandirilabilir. Ugiinciil kiiltiir terimi neredeyse hi¢ kullanilmamaktadir (Davis 2011).

Primer Kkiiltiirde hiicrelerin dondrden izole edilmesi explant kiiltiir ve enzimatik

pargalama olarak iki sekilde gerceklesmektedir.

Explant kiiltiir; dokulardan alinan parcalarin kiiltiir kaplarina kiigiik parcaciklar
halinde kiiltiir petri kaplarina ekiminin yapilmasi ve zamanla bu parcaciklarin etrafinda
hiicrelerin ¢ogalmaya baslamasiyla sonuglanan bir yontemdir. Hiicrelerin ¢ogalmaya baglama
slireci birkag giin alabilecegi gibi hiicre tipine gore birkag hafta da alabilmektedir. Enzimatik
parcalama islemi ise doku pargasina tripsin veya kollajenaz gibi enzimlerin eklenmesi ile
gerceklestirilen bir yontemdir. Bu islem sonrasinda tekli hiicrelerden olusan bir soliisyon elde
edilmekte ve bu solisyonun kiiltir kabina ekilmesi ile birlikte hiicre ¢ogalmasi
amaglanmaktadir (Masters 2000, Freshney 2005, Davis 2011).

Primer hiicre kiiltiirii yontemi ile elde edilmis olan hiicreler, izole edildikleri dokunun
ozelliklerini birebir tagimaktadirlar. Bu hiicrelerin belirli bir yasama siireleri mevcuttur ve
heterojen hiicre popiilasyonu gosterirler. Kontaminasyon riski yiiksek olan bir hiicre kiiltiir
yontemidir, iglemler sirasinda steriliteye fazlasiyla 6zen gosterilmesi gerekmektedir (Arat ve

ark. 2008).
2.3.2. Hiicre hatt1

Bir hiicre hatti, birinci alt kiiltiirdeki bir primer kiiltiirden tiiretilen bir hiicre
popiilasyonudur. Sonlu (sonlu bir in vitro yasam Omriine isaret eden) veya devamli
(varsayilan bir sinirsiz iiretim potansiyelini gosteren) gibi sifatlar, yalnizca bunlar
desteklemek i¢in yeterli veri mevcut oldugunda kullanilir. Hiicre hatti terimi, homojenligi ima
etmez veya bir kiiltiirlin tanimlanma derecesini yansitmaz (Davis 2011). Sinirli yasam
stiresine sahip hiicre hatlar tiire, hiicre soyu farkliliklarina, kiiltiir kosullarina gore degismekle

birlikte genellikle 20 ile 80 populasyon katlanmasi kadar ¢ogalabilirler (Freshney 2005).
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Devamli hiicre hatlari, diploid hiicrelerin transformasyona ugramasi ile veya kanserli
dokulardan izole edilen hiicrelerden elde edilen hiicre hatlaridir. Sinirsiz ¢ogalabilme
Ozelligine sahip olan bu hiicreler ayn1 zamanda sabit olmayan kromozom sayilarina sahiptir.
Bu hiicrelerin sonsuz sayida pasajlarinin yapilabilmesi miimkiindiir (Freshney 2005, Davis
2011).

2.3.3. Hiicre soyu

Bu terim, spesifik ozellikleri, fonksiyonel karakterleri veya markorlerin ekspresyonu
bakinindan secilen karakterize edilmis bir alt kiiltiir hiicre popiilasyonunu tarif etmek i¢in

kullanilir. Bir hiicre soyu tarif edilirken spesifik 6zellikleri agiklanmalidir (Davis 2011).
2.4. Gen Bankalan

Kriyoprezervasyon, biyolojik materyalin  yillar boyunca zarar gormeden
depolanmasini saglamaktadir (Mazur 1984). Bu durum ise giiniimiizde evrende bulunan tiim
genetik zenginligin glivenli bir sekilde uzun yillar depolanabilecegi anlamina gelmektedir.

Niifusun hizli bir sekilde artis gostermesi ile birlikte, sanayilesmenin artmasi kiiresel
1sinma, degisen c¢evre sartlari, besin ihtiyaglarinin artmasi, bilingsiz tiiketim gibi sebeplere yol
acmistir. Buna bagli olarak bitki ve hayvan genetik kaynaklari fazlasiyla zarar gérmeye
baglamistir. Bir¢ok bitki ve hayvan tiirleri yok olmus ya da yok olma tehlikesi ile karsi
karsiyadir. Bunlarin {izerine genetik ¢esitliligin korunabilmesi amaciyla ¢alismalar yapilmaya
baslanmigtir. 1992 yilinda Birlesmis Milletler tarafindan “Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi”
olusturulmustur. Uye iilkeler igin ise tiim gesitliligin ve genetik kaynaklarin korunmasi
fazlasiyla 6nemli duruma gelmistir (Caputcu 2013).

Bilimciler nadir bitki ve hayvan tiirlerini tekrardan yetistirmek veya genetik
cesitliligini arttirma amaci gliderek gen bankalarindaki ornekleri kullanmaktadirlar. Bu gen
bankalarinda ayni zamanda 6zel genlere sahip olan organizmalar ve hiicreler korunma altina
alinmis vaziyettedir. Bu genlerden daha sonraki zamanlarda, 6rnegin bitki veya hayvanlarin
yasamlarini tehdit edecek herhangi bir unsur ile (salgin hastalik gibi) karsit karsiya
kalindiginda yararlanilmaktadir. Bilimcilerin bu bankalarda yer alan hiicre veya dokulari, yeni
tiir ve 1rklar olusturmak sebebi ile kullandiklar: literatiirler arasinda yer almaktadir. Gida ve
Tarmm Orgiitii (Food and Agricultural Organization, FAO), Birlesmis Milletler altinda Hayvan
Genetik Kaynaklar1 Grubu olusturmuslar ve hayvan genetik kaynaklarmin kullanimi ve

diizenlenmesi ile ilgili stratejiler belirlemislerdir (FAO 2007, 2012).
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Irklarin sahip olduklar1 6zel genleri arastirip korumak ve kaybedilen ¢esitliligin tekrar
olusturulmasint saglamak, genetik c¢esitliligin azalmasint veya yok olmasinin Oniine
gecgebilmek i¢in tilkeler in vivo ya da in vitro gibi yontemlerle genetik materyallerini koruma
altina almaktadir (ERFP 2003). Yerel genetik kaynaklarinin korunabilmesinde her iilkenin
ulusal koordinatorleri sorumlu tutulmustur. Svalbard Tohum Deposu milyarlarca bitki
tohumuna ev sahipligi yapmakta ve Norve¢’in kuzeyindeki bir adanin yeraltinda
bulunmaktadir. ABD’de bulunan San Diego Enstitiisii’niin Froozen Zoo (Dondurulmus
Hayvanat Bahgesi) projesiyle binlerce hayvanin hiicreleri gen bankasinda nesillerin
tikenebilmesi  riskine karsi  saklanmaktadir. Yaban hayvanlar1 gen  bankasi

(www.frozenark.org) su anda 5500 hayvan tiiriine ait somatik hiicre, doku, DNA’y1 kapsayan

48.000 6rnegi dondurulmus olarak saklayan bir merkezdir ve birgok iilke bu bankanin
tiyesidir. En yeni katilmci Yaban Hayati Alman gen (Cryo-Brehm) bankasidir
(www.emb.fraunhofer.de/en/Uebersichtsindex/cellbank_cryo-brehm.html), ~ ve  somatik

hiicrelerin yani sira kok hiicreleride saklamaktadir (Comizzoli 2017).

FAO’nun tavsiyesi dogrulsunda somatik hiicre bankasi ile ilgili ¢calismalar baslamig
olmakla birlikte evcil hayvanlar i¢in biyobankalarda dondurulmus tiireme hiicreleri ve
embriyolar daha yaygin olarak tercih edilen materyallardir (Groeneveld ve ark. 2016).
ABD’de nesli tehlike altindaki hayvanlarin sperm ve embriyolari, Smithsonian ve SVF
Biyogesitlilik Koruma Projesi adi altinda dondurulmus bir sekilde saklanmaktadir ve ABD
Tarim Bakanligi kapsaminda, yaygin ve nesli tehlike altindaki tiirlere ait yaklagik olarak bir
milyon sperm, kan ve embriyo Ornekleri korunma altina alinmis durumdadir. Evcil
hayvanlarin somatik hiicrelerinin saklandig1 bankalara 6rnekler; Vietnam’daki (Groeneveld ve
ark. 2008), Hindistan’daki (Selokar ve ark. 2018) ve Tiirkiye’deki (www.turkhaygen.gov.tr)
gen (Arat ve ark. 2011) bankalaridir.

Tiirkiye’de evcil tiirlerin genetik materyallerinin saklanabilmesi igin TUBITAK-
TURKHAYGEN-I Projesi gerg¢evesinde olusturulan iki adet gen bankasi mevcuttur. Ilki
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi'nde, ikincisi Lalahan Hayvancilik Arastirma
Enstitiisi’nde bulunmaktadir. TUBITAK KAMAG 1007 kapsaminda 2007 yilinda,
hazirlanmis olan “Tiirkiye Yerli Evcil Hayvan Genetik Kaynaklarindan Bazilarinm in Vitro
Korunmasive On Molekiiler Tanimlanmasi-I (TURKHAYGEN-I)” baslikli proje ile
dondurularak saklama g¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu proje kapsaminda 13 koyun 1irki, 5
keci 1rki, 6 sigir irki, Anadolu Mandasi ve 5 at irki olmak tizere, 5 tiire ait toplam 30 irkdan
1500 tane bireyin DNA, embriyo, sperma ve hiicre bankalar1 olusturulmustur. Bu bankada yer

alan 13 koyun 1rki; Karakaya Koyunu, Herik Koyunu, Gokg¢eada Koyunu, Karagiil Koyunu,
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Ivesi Koyunu, Dagli¢ Koyunu, Cinepar1 Koyunu, Hemsin Koyunu, Norduz Koyunu ve Sakiz
Koyunundan olusmaktadir. Bes ke¢i 1rk1 ise Ankara Kegisi, Kilis Kegisi, Kil Kegisi, Norduz
Kegisi’dir. Bankada yer alan 6 sigir irki; Boz Sigir, Yerli Kara Sigiri, Dogu Anadolu
Kirmizisi Sigir1, Giliney Anadolu Kirmizisi Sigir1, Zavot Sigir1, Yerli Giiney Saris1 Sigiri’ndan
olugmaktadir. Gen bankasinda yer verilen 5 at irki ise Ayvacik Midillisi, Canik, Malakan,
Hinisin Kolu Kisasi, Cukurova’dir. Ayrica bu bankada saklanan hiicrelerden saglikli klonlar
da elde edilebilmis, bu klonlardan dogan yavrularda higbir saglik sorunu olmadig1 ve herhangi
bir genetik bozuklugun goriilmedigi belirtilmistir (Arat ve ark. 2011, Sevim ve ark. 2017,
Anonim 2018b).

2.5. Kriyoprezervasyon

Bazi durumlarda yasamsal faaliyetlerin sinirlandirilabilmesi bir¢ok bilimsel ¢aligsmalar
icin 6nem arz etmektedir ve disiik sicakliklar ile birlikte bu yasamsal faaliyetlerin
yavaglatilabilmesi ve hatta durdurulabilmesi miimkiindiir. Buda bizlere basta genetik
materyaller olmak tizere etkili bir saklama olanagi saglar. Dondurmadaki asil amag genetik
kaynak ¢esitliliginin  korunmasi ve siirdiiriilebilmesidir. Somatik hiicre bankalarinin
olusturulabilmesi ve hiicrelerde pasaj sayisinin ilerlemesine bagli olarak gelisen fenotipik
degisimlerin 6niine gegilebilmesi onlarin dondurulmasi ile miimkiindiir (Arat 2013, Caputcu
ve ark. 2013).

Kriyoprezervasyon teknigi ile ilgili ilk fikirler 1776 yilinda ortaya ¢ikmistir.
Spallanzani bir ¢alismasinda dondurulmus olan spermlerin ¢oziindiirme sonrasi biraz da olsa
motilitelerini  koruyabildiklerini goézlemlemistir. Montegazza, ilk kez insan sperminin
dondurarak saklanabilecegi fikrini 1886 yilinda ortaya koymustur. Polge ve ark. 1949 yilinda
ilk kez gliserol kullanarak insan spermini dondurmay1 ve ¢oziindiirdiikten sonra yiiksek
canlilik orani elde etmeyi basarmislardir. ilerleyen zaman iginde ilk dondurulmus canl hiicre
bankasinin 1972 yilinda olusturuldugu bildirilmektedir (Polge ve ark. 1949, Cincik 2003,
Tunal1 2014).

Kriyoprezervasyon teknigindeki amag, hiicrelerin ve dokularin en az hasarla,
fonksiyon kaybma ugramadan uzun siireler boyunca ¢ok diisiikk sicakliklarda muhafaza
edilebilmesidir. Okaryotik canlilara ait olan hiicreler ve dokulardaki su icerigi oranmnin
%80’den yiiksek olmasi sebebi ile 0°C’nin altinda bulunan sicakliklarda buz kristalleri
olusmaktadir (Day ve Stacey 2007). Hiicre igerisinde gergeklesen bu buz kristalleri

¢oziindiirme sirasinda hiicrelere zarar vermektedir (Seki ve Mazur 2011). Kriyoprezervasyon
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tekniginin basarili olarak gergeklestirilebilmesi igin 6nem gosterilmesi gereken bazi noktalar
mevcuttur. Donma esnasinda suyun hiicre i¢inden dig ortama gecebilmesi, diisiik sicakliklarda
meydana gelebilecek hasar ve soguktan koruma amacli kullanilan kriyoprotektan tiirii ve
dondurulacak olan ornegin fiziksel 6zelliklerinin yanisira sogutma hizi da dondurmadaki
basarida 6nemli rol oynayan etmenlerdendir (Walker ve Repley 2008).

Hiicrelerin dondurulmasi sirasinda sogutma hizinin herhangi bir termal soktan
meydana gelen hasarlara sebep olmayacak bir sekilde ayarlanmas1 gerekmektedir. Dondurma
islemleri esnasinda hiicre i¢i ve hiicre dis1 gelisen faktorlerin 6nemi oldukca biiyliktiir.
Sicaklik, oda sicakligindan 0°C’ye diistiigiinde hiicresel metobolizma yavaslar. Sicaklik
degeri 0°C’den -20°C’ye distiiglinde hiicre disinda buz kristallerinin olugmaya baslar ve
besiyerinde ¢ozlinmiis madde konsantrasyonunda artis meydana gelir. Hiicre igerisindeki su
dis ortama gegmeye baslamasi sonucu hiicrede su kaybi gerceklesir ve biiziisme baslar. Eger
sogutma orani yavasg olarak diiserse hiicre igerisinde bulunan su osmotik olarak hiicreden dig
ortama geger ve hiicre biiziiserek dehidre olur. Eger soguma hizli bir sekilde diiserse hiicre
icerisinde bulunan su dig ortama gecemeden donmaya baslar ve buz kristalleri olusur. Bu
durum ise hiicrenin ¢dziindiiriilme esnasinda organellere ve membrana zarar vererek hiicrenin
Olimiine yol agar. Dondurma islemleri sonucunda yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilme
araligt bircok bakteri ve prokaryotlarda goriilmiistiir fakat Okaryotik hiicreler igin
kriyoprotektan maddeler kullanilmadan bu sicaklik araligini yakalayabilmek oldukca giictiir
(Ryan 2004).

2.6. Kriyoprotektanlar

Hiicrelerde -79°C’nin  altinda bulunan sicakliklarda metabolik — aktiviteleri
yavaglamakta ve bu sicaklik degeri -196°C’lere kadar indiginde ise minumum seviyeye
ulagmaktadir. Hiicrelerin donma hiz1 ile ortamda bulunan tuz konsantrasyonu dogru
orantilidir. Yani hiicrenin hizli donduruldugu zaman ortamda bulunan tuz konsantrasyonu ani
yiikselis gostermektedir. Bu olayin sonrasinda osmotik basingtaki olusan artis sonucunda
hiicrelerde biiziigmeler ve takiben 6liimler meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda da sicakligin
hizli bir sekilde diismesine bagl olarak hiicre iginde bulunan sivida buz kristalleri olusmakta
ve hiicre pargalanarak Olmektedir. Kriyoprotektan maddelerin kesfedilmesi ile birlikte
hiicrelerin  donma ve ¢06ziindiirme islemleri sonrasinda olusabilecek zararlarin Oniine
gecilmistir. Kriyoprotektanlarin kullanimi ile birlikte Kristalizasyon hizinda yavaslama

gerceklesir, osmotik basingtaki ani artis engellenir ve ortamda bulunan tuz ¢ozeltisinin diisiik
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1silarda da izotonik kalmasi saglanmis olur. Kriyoprotektanlar ayni zamanda su molekiillerini
baglayarak su kristalizasyonunu yavaslatmak ve soliitlere es zamanli donmay1 saglamak
amaciyla kullanilan kimyasal maddelerdir (Kurt 2016, Bagis 2017).

Kriyoprotektan maddeler hiicre membranindan gecebilme Ozelligine gore, hiicre
membranindan gecebilen ve gecemeyen olmak iizere iki grupta toplanmaktadir. Hiicre
membranindan gecebilen yani hiicre igine niifiiz edebilen kriyoprotektanlar, dimetilsiilfoksit
(DMSO), gliserol, etilen glikol (EG), 1.2 propanediol, 2.3 biitanediol, propilen glikol ve diger
bazi alkoller olarak siralanabilir. Hiicre membranindan gegebilen kriyoprotektanlar diisiik
molekiiler agirliga sahiptirler. Donma siirecinin baglamasindan once hiicre i¢inde bulunan
stvi, kriyoprotektan madde ile yer degistirir ve bu durum osmotik basing farkindan dolay1
gerceklesir. Boylece hiicre hacminde meydana gelen degisiklikler azaltilmis olur hem de
hiicre igindeki buz kristallerinin olusumu minumum seviyeye indirilerek hiicrenin donma
sirasinda alabilecek oldugu zarar en aza indirgenmis olur. Hiicre igine girebilen bu maddelerin
¢ogu yliksek oranda suda ¢oziinebilme yetenegine ve 1s1 etkisine sahip olmasindan dolayi
suyun hidrojen baglarin1 kopararak, suyun yapisini1 degistirebilirler. Hiicre igerisine girebilme
yetenegine sahip olan kriyoprotektanlar intraselliiler buz kristallerinin olugmasini -40°C’ye
kadar diisiirmektedirler ve hiicreyi soliisyonun toksik faktorlerinden korumaktadirlar. Hiicre
membranindan gegis yapamayan Kriyoprotektanlar, hiicre zarii osmotik basing degisikligine
kars1 korurlar ve hiicrenin ¢6ziindiirme islemleri esnasinda asir1 bir sekilde sismesini onlerler.
Ayn1 zamandan hiicre zarindan gecemeyen kriyoprotektanlar iki grupta toplanirlar. Bunlardan
ilki, glikoz, siikroz, trehaloz, rafinoz, galaktoz ve diger bazi sekerlerin olusturdugu diisiik
molekiil agirlikli kriyoprotektanlardir. ikincisi ise, polivinil alkol; PVA, polivinil pirrolidon;
PVP ve diger bazi polimerlerin olusturdugu yiiksek molekiil agirlikli kriyoprotektanlardir.
Diisiik molekiil agirlikli olan kriyoprotektan grubu, donma siiresi sirasinda hiicreleri
sogutmadan once dehidre ederek hiicre igi buz kristallerinin olusmasini engellemektedirler.
Yiiksek molekiil agirlikli kriyoprotektanlar ise buz kristallerinin sekil ve biiyiikliiklerini
degistirebilirler boylece hiicrelerin yine zarar gérmesini engellemis olurlar (Gordon 2003,
Sagirkaya ve Bagis 2013, Tunal1 2014, Kurt 2016, Bagis 2017).

Hiicre membranindan gecis saglayamayan yiiksek molekiil agirlikli kriyoprotektanlara
ek olarak albiimin, serum, ficoll, antifriz protein (AFP) gibi bazi protein veya protein
kaynaklar1 de mevcuttur. Ancak bu proteinlerin penetrasyon 6zelligi, hiicrelerin dondurma
islemleri  gergeklestirildikten sonra ¢oziindiirme sirasinda diliisyon sokuna neden

olabilmektedir. Bu nedenle tek bir kriyoprotektif ajanin kullanilmasindan ziyade birden
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fazlasinin karisim seklinde kullanilmasinin daha basarili sonuglar getirecegi belirtilmektedir
(Kurt 2016).

Kriyoprotektan maddelerden DMSO ve gliserol daha yaygin kullanilmakta ve DMSO
gliserole gore daha cok tercih edilmektedir (Morris 2007). Bunun sebebi ise DMSO’nun
gliserole oranla hiicre i¢i penetrasyonun daha iyi olmasidir ve hiicre ¢oziindiiriildiigii zaman
DMSO da canliligin daha yiiksek oranlarda gézlemlenmesidir. Genel olarak hiicre dondurma
islemleri sirasinda kriyoprotektanlarin kullanildiklar1 oran %5-15 araligindadir (Freshney
2005). Kriyoprezervasyon uygulamalarinda basarili sonuglar vermeleri nedeniyle memeli

hiicre hatlar1 biyobankalar i¢in olduk¢a 6nemli kaynak olmuslardir (Caputcu 2013).

2.7. Kriyoprezervasyon Yontemleri

Hiicre dondurma islemlerinde dikkat edilmesi gereken en Onemli sicaklik araligi
+15°C ile -5°C degerleri arasindadir. Dondurma siirecinde bu sicaklik degerlerine dikkat
edilmedigi takdirde buz kristallerinin olusmasi s6z konusu olabilmektedir. Buz kristalleri
olusumunun hiicrelere getirebilecegi zarar1 en aza indirgemek igin belirtilmis olan bu sicaklik
degerleri arasinda hizli bir sekilde hareket edilmesinin gerektigi bildirilmistir (Lieberman
2002). Laboratuvar ortaminda dondurulan genetik materyallerin ¢oziindiiriildiikten sonra
canliliklarin1 koruyabilme basarisi, dondurulmak istenen genetik materyalin kalitesine,
kullanilan malzemelere, tercih edilen yontem ve kriyoprotektan c¢esidine, son olarak da
yontemi uygulayan kisinin becerisine baglidir. Tiim dondurma islemleri boyunca sterilitenin
saglanabilmesi de basarida ayrica Onem saglamaktadir.  Kriyoprezervasyonun
gerceklestirilebilmesi i¢in yavas dondurma (slow-freezing), hizli dondurma (rapid-freezing),

ve vitrifikasyon (vitrification) olmak tizere {li¢ farkli yontem mevcuttur (Bagis 2017).

2.7.1. Yavas dondurma (slow-freezing)

Yavas dondurma teknigi ile bircok somatik hiicre hatti, yetiskin ve embriyonik kok
hiicreler, umblikal kord, eritrosit, 16kosit ve implantasyon Oncesi embriyolar olmak iizere
birgok hiicrenin dondurulmasi basarili bir sekilde gergeklestirilebilmektedir (Seki ve Mazur
2009).

Kriyoprotektan maddeler sayesinde yavas dondurma yontemi ile birlikte dondurmadan
kaynaklanan zarar azaltilabilmekte veya Onlenebilmektedir. Hiicreleri dondurmak igin
kullanilan sogutma hizi, hiicrelerin dehidre kalmasina izin verecek kadar yavas olmali, fakat

asir1 dehidrasyon hasarini1 6nleyecek kadar hizli olmalidir. Bu yontemde kullanilan ve hiicre
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icine girebilen kiiclik molekiil agirlikli kriyoprotektan maddeler donma ve ¢oziilme esnasinda
hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunu engeller ve boylece hiicre yapisi korunur (Bagis 2017).

Kontrollii sogutmanin saglanabilmesi i¢in c¢esitli yollar mevcuttur. Cogu kiiltiir
hiicrelerinin dondurulmasinda 1s1 diismesi dakikada 1-5°C olacak sekilde gerceklestiriliyorsa
yiiksek oranda basar1 saglandig: literatiirler arasinda yer almaktadir. Daha biiyilik hiicreler
veya daha az gecirgen zarlara sahip olan hiicreler, dehidrasyonlart daha uzun siireceginden
daha yavas donma hiz1 gerektirebilir.

Kontrollii sogutmanin gergeklestirilebilmesini saglayan yavas dondurma makineleri
vardir. Yavag dondurmayi saglayan cihazlarin sogutma oranlar1 0.2-2°C/dakika olacak sekilde
ayarlanabilir durumdadir. Bu cihaz sayesinde sicaklik degerleri -30°C ile -70°C’ler arasinda
herhangi bir sicaklik derecesine ulasincaya kadar cihaz sayesinde kademeli bir sekilde yavas
sogutma (0.2-2°C/dakika) gerceklestirilmektedir. Buz kristalleri olusumunun baslamasi ile
birlikte, kii¢iikk buz kristalleri biiyliyerek daha biiyiik kristaller olusturma yoniinde egilim
gosterirler ve hiicreler igin 6liimciil etki yaratan bu durumun ortadan kaldirilabilmesi igin
yavas sogutma oranlar1 uygulanarak dondurma islemleri boyunca hiicrelerin dehidre olmalari
saglanmis olur (Bagis 2017). Dondurma islemleri tamamen bitti§inde ve istenilen sicaklik
degerine ulasildiginda hiicreler sivi azot tankina alinmakta ve muhafazalart burada
gerceklesmektedir.

Mr. Frosty, 1sinin 1°C/dakika diigmesini saglayan ve igerisinde dondurma tiiplerinin
yerlestirilebilecegi girintiler ve bu girintiler ile kap duvari arasinda alkol barmdiran
polikarbonattan yapilmis dondurma kabidir. igindeki alkol daha homojen bir 1s1 transferi ve
sogutmasi elde etmek icin bir banyo gorevi goriir. Hiicrelerin bulundugu soliisyon dondurma
tiiplerine alinir ve bu tiipler Mr. Frosty gozlerine yerlestirildikten sonra 24 saat boyunca -80°C
derin dondurucu igerisinde bekletilir (Sekil 2.15). Boylece sicakligin yavas bir sekilde
diismesi saglanmis olur ve daha sonra tiipler Mr. Frosty igerisinden ¢ikarilarak daha uzun

slireli depolama i¢in Siv1 azot tanklarina alinirlar (Freshney 2005, Morris 2007).
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Sekil 2.15: Dondurma tiipii ve Mr. Frosty

Yalitilmis kopiik kutu (Sekil 2.16), kopiik tip ve karton kutu (Sekil 2.17), gibi
muhafazalar, ultra-soguk dondurucularda dondurma bdlmeleri olarak yaygin sekilde
kullanilir. Hiicrelerin bulundugu dondurma tiipleri, belirtilen muhafazalar igine yerlestirilir,
daha sonrasinda i¢inde dondurma tiiplerinin oldugu bu muhafazalar -80°C derin dondurucuda
24 saat boyunca bekletilir. Bu basit cihazlarin bir¢ok hiicre hattinda iyi ¢alistigi ancak her
zaman kontrollii, tekrarlanabilir veya diizgiin sogutma vermedigi, bu yilizden ¢oziildiikten
sonra dondurma tiipleri arasinda canlilikta ciddi farkliliklarin olabilecegi belirtilmektedir

(Freshney 2005, Morris 2007).

Sekil 2.16:Polistren kopilik dondurma kutulari
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Sekil 2.17: Kopiik dondurma tiipii ve karton kutu

2.7.2. Hizh dondurma (rapid freezing)

Hizli dondurma ydnteminde DMSO, gliserol, etilen glikol, propandiol gibi hiicre
membranindan gegebilen kriyoprotektanlardan bir tanesi (2-4.5M) ile siikroz, laktoz, trehaloz,
galaktoz gibi hiicre membranindan gegemeyen kriyoprotektanlardan bir tanesinin (0.25-0.5M)
karisimindan olusan dondurma soliisyonunun kullanilmasi ile gergeklestirilir (Bagis, 2017).
Dondurma igleminde bu soliisyon kullanilarak hiicrelerin -170°C ya da -196°C sicakliklara
kadar hiicrelerde buz kristalleri olusturmadan sogutulmasina olanak saglar. Hizli dondurma
yonteminde dondurma hizi yaklasik olarak dakikada 1200-1250°C sicakligi arasindadir.
Ornekler osmatik basing olarak dengelendikten (ekilibrasyondan) sonra kismen dehidre
olurlar. Daha sonra 6rneklerin s1vi azot buharinda kisa bir siire bekletilmesi gergeklestirilir ve
ardindan sivi azota aktarilirlar (Rayos ve ark. 1994, Cseh ve ark 1997, Park ve ark. 2000).
Hizli dondurma yonteminde asagida agiklanmis olan vitrifikasyon yonteminden farklilik
olarak hiicre disindaki ortamda bulunan sivi donar ve bununla birlikte dondurma
soliisyonunun ozmolaritesinde artisin olugsmast gozlemlenebilir. Bunun sonucunda ise hiicre
icinde bulunup donma riski olan su miktarinda azalma gergeklesir yani sivi hiicre disina
gecer. Burada buz kristallerinin - olugsma riski uygun ¢Ozilindiirme isleminin
gerceklestirilebilmesine baglidir. Coziindiirme islemi 37°C su banyosunda biraz bekletilerek
uygulanir. Uygun kosullar saglandiginda ¢6ziindiirme islemi sirasinda buz kristallerinin

sekillenmesi ve hiicreye zarar vermesi 6nlenebilir (Palasz ve Mapletoft 1996, Bagis 2017).
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2.7.3. Vitrifikasyon (vitrification)

Vitrifikasyon, hiicre dondurulmasindan daha ¢ok embriyolarin dondurulmasinda
kullanilan ve basarili olan bir yontemdir ve ilk defa fare embriyolarinda basari ile
gerceklestirilmistir (Rall 1985). Diisiik 1silarda hiicre igeriSinde tamamen vitroz veya camsi
bir durumun olusturulmasi ile uygulanan kriyoprezervasyon yontemidir. Vitrifikasyon ile
dondurmadaki amag, dondurma islemleri sirasinda olusma riski bulunan buz kristallerini
ortadan kaldirmaktir. Bunun ig¢inde yiliksek sogutma ortamina ihtiya¢ duyulur ve -100°C
sicaklig altindaki 1silarda sogutma isleminin gergeklestirilmesi ile buz kristalleri heniliz daha
olusmadan suyun sivi halden camsi yapiya gegisi saglanmis olur. Coziindiirme islemleri
sirasinda da camsi yapinin buz kristaline donmeden erimesinin saglanabilmesi igin Yyine
yiiksek derecelerde ¢oziindiirme sicakligina ihtiyag duyulmaktadir (Sagirkaya ve Bagis 2003,
Bagis 2017).

2.8. Hiicre Canlihg: (Proliferasyon)

Doga iizerinde yasam bulmus olan tiim canlilar hiicrelerden olusmaktadir ve hiicreler
ise organik ve inorganik molekiiller haricinde bilinyesinde %70 oraninda su bulunduran yapi
birimleridir. Normal dokularda hiicrelerin boliinebilmesi ve ¢ogalabilmesi o organizmanin
devamlilig1 icin olduk¢a Onemli bir eylemdir. Hiicrelerin ¢ogalmast mitoz béliinme ile
gerceklesir ve boliinme; biiylimeyi, gelismeyi, rejenerasyonu ve dokularin yenilenmesini
beraberinde getirir. Mitoz boliinme tek hiicreli canlilarda tiremenin gergeklesmesini saglar.
Hiicrelerin ¢ogalmasi, artmast proliferasyon olarak adlandirilmaktadir. Hiicrelerin
cogalabilmesi i¢in gerekli sinyaller baslatildiginda proliferasyon siireci baglar ve beraberinde
protein sentezi ve organellerin c¢ogalmasi gibi durumlar meydana gelir. Hiicrelerin
boliinebilmeleri icin gerekli olan tiim bilgiler cekirdekte bulunan DNA molekiiliinde
depolanmis haldedir. Proliferasyon siirecinde hiicre ¢ekirdeginde bulunan kromozomlarda
eslenme gozlenir ve boliinmenin ileri sathalarinda birbirlerinden ayrilma gostererek iki yeni
hiicreye gecis yaparlar ve bu durum bazi genler ve enzimler yardimi ile kontrol edilmektedir.
Hiicrelerin ¢ogalmasi durumu hiicre siklusu olarak da adlandirilmaktadir ve hiicre siklusu
birgok hiicrenin yasami1 boyunca devam etmektedir. Bazi1 hiicrelerin boliinerek ¢ogalabilmesi
stirekli olarak gerceklesirken bazi hiicrelerde bu durum nadir olarak goézlenir ve bu hiicreler
olustuktan sonra boéliinme yetisini kaybederler, sinir hiicreleri ornek olarak verilebilir.

Cogalma durumu hiicre tipine gore farklilik gostermektedir (Tiirker 2017, Anonim 2018a).
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Hiicre dongiisii interfaz ve mitoz olmak iizere iki asamaya ayrilir. Interfaz ise kendi
icerisinde ii¢ gruba ayrilim gosterir. Bunlar; gap 1 (G1 faz1), sentez (S fazi), gap 2 (G2
faz1)’dir. Hayvanlarda hiicre dongiisiinlin tamamlanabilmesi i¢in gerekli olan siire yaklagik
olarak 20 ile 24 saat araligidir. Bu siirenin ise yaklasik olarak bir saati mitoz bdliinme igin
ayrilmigtir. Bunun disinda kalan siireler interfazdaki biiylime ig¢in degerlendirilir. Hiicre
tiplerinin béliinme siireleri sabittir. Hiicrelerin boliinmesi igin gerekli olan sartlarin en uygun
seviyelerde oldugunda bile boliinme stiresi degisiklik géstermez. Fakat hiicre boliinmesi i¢in
sartlar uygun degilse (sicaklik vb.) boliinme siiresi biraz uzayabilir. Hiicrelerin dongii siireleri
planlanmis ve programlanmis bir sekilde gerceklesmektedir (Sekil 2.18). Iki asamada
gerceklesir. ik olarak kromozomlarda bulunan kalitsal materyaller iki katina ¢ikarilir, daha
sonra ise hiicrenin diger organellerinin ¢ogaltilmasi gergeklesir (Ross ve ark. 2003, Freshney
2005, Copeer 2007).

8 SAAT

S
(DNA sentezi)

11 SAAT

Sekil 2.18: Hiicre dongiisiiniin sematik gosterimi (Anonim 2017b)

Hiicre canliigmin bir gostergesi olan proliferasyonun tespit edilebilmesi bilimsel
calismalar acisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir ve bircok alandaki calismalara 1s1k tutar.
Bunlardan bazilari; biiylime faktorlerinin analizi, ilag denemeleri, sitotoksite calismalari,
kozmetik, toksik ajanlarin etkilerinin belirlenmesi olarak siralanabilir. Proliferasyon tespiti

icin farkli analiz yontemleri mevcuttur. Bunlardan biri tetrazolium tuzlarindan yararlanilarak
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metabolik aktivitesi olan hiicrelerin tespitine dayali bir yontem olan MTT testidir (Tokur ve
Aksoy 2017).

Bu tez calismasinda deney gruplarinda 24 saat kiiltiir sonrasi proliferasyonun incelenip
hiicre canliliginin degerlendirilmesi asamasinda bu analiz yontemi uygulanmistir. Hiicre
canliligi daha basit olarak tripan mavisi ile boyama sonrast hiicrelerin hemositometre de
sayilmasi ile de degerlendirilebilir (Sekil 2.19) (Arat 2013).

Hiicre membraninin
zarar gbrmesi ile igine
boya almus 6lii hiicre

\%

Boyanmamig saglam
hiicre

Sekil 2.19: Trypan blue ile 6lii ve canli hiicrelerin ayrimi

2.9. Hiicre Oliimii

Organizmalar canliligin gerekliligi olarak belli bir noktaya kadar geldiklerinde
olimleri gergeklesir ve bu oliimler farkli sekillerde meydana gelmektedir. Organizmalari
meydana getiren hiicrelerde yasamlart boyunca siirekli oliimler gergeklesir. Bazi hiicreler
seneler boyunca canli kalmay1 basarabilirken bazilar1 sadece birkag saat hayatta kalabilmekte
ve bu sebeple yasam siireleri hiicrenin tipine gore degisiklik gostermektedir. Ayrica dogma,
bliylime, lireme, yaglanma ve 6liimiin gerceklesecegi yasamsal bir dongii s6z konusudur ve
dongiiniin olusmasinda hiicrelerin sayilarinin dengeli olmasi 6nemlidir. Canlida yeni hiicreler
olusup cogalirken, sayisal dengenin saglanabilmesi i¢in hiicrelerin bir kism1 oliir. Hiicre
Oliimleri genel olarak iki sekilde meydana gelmektedir. Bunlar; fizyolojik, programlanmis
hiicre O6limii olarak tanimlanan apoptoz ve patolojik hiicre Oliimii olarak tanimlanan
nekrozdur (Thompson 1995, Ameisen 1996).

Tarihte hiicre oliimiiyle ilgili bilgiler 1920 yilina dayanmaktadir. O yillarda 151k

mikroskobu ve yeni boya yontemlerinin kesfedilmesi ile birlikte nekroz kavrami ortaya
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cikmistir. Sonrasinda 1972 yilinda iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha
farkli hiicre olimii gergeklestigi gozlemlenmis ve buna Yunanca’da yapraklarin agag
govdesinden ayrilmasi anlamina gelen “apoptozis” adi verilmistir (Cohen 1993, Anonim
2011).

Fizyolojik hiicre oliimii ifadesi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
kullanilmistir ve yine ilk olarak Wyllie ve Kerr tarafindan glukokordtikoidlere maruz kalan

timiis hiicreleri tizerinde yapilan deneysel bir arastirmalar ile birlikte gosterilmistir (Tomatir

2003).

2.9.1. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda herhangi bir hiicreye artik ihtiya¢ duyulmuyorsa o hiicre
icin programli hiicre dliimii (apoptoz) baslatilir ve hiicre boliinmesi ile birlikte artan hiicre
sayilari, hiicre 6limleri ile dengelenmektedir. Apoptoz; gelismis organizmalarda fonksiyonu
bozulmus olan ve gereksinim duyulmayan hiicrelerin, ¢evrelerine herhangi bir zarar vermeden
programli 6limiidiir ve yasam siiresi boyunca apoptotik mekanizma devam etmektedir. (Giiles
ve Eren 2008, Mis ve Yeltekin 2014).

Apoptoz genel olarak; RNA, protein sentezi, ve enerjiye gereksinim duyan, hiicrelerin
kendi kendilerini yok ettikleri ve organizmada homeostaziyi koruyan programli hiicre
oliimiidiir. Hiicre intihar1 ve fizyolojik hiicre 6liimii gibi terimler apoptoz ile ayni anlama
gelmektedir (Schwartzman ve Cidloski 1993).

Apoptozun baglamasi i¢in ilk olarak hiicreye sinyalin gelmesi gerekir ve daha
sonrasinda hiicre iginde bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik degisimler gerceklesir. Sinyal ile
baslayan apoptozda ilk olarak hiicreler kiiciiliip yogunlasmaya baslar ve bunu takiben hiicre
iskeleti dagilir, ayn1 zamanda ¢ekirdek zarinda yer yer par¢alanmalar meydana gelir. Cekirdek
DNA’sinin pargalanmasi ile birlikte kromotini yogunlasir. Apoptoza ugrayan bir hiicrede
laminlerin ve aktif flamentlerinin yapisi bozulur, bunun sonucunda ise sitoplazmada kiigiilme
meydana gelir. Kromotin ve ¢ekirdekte bulunan yapisal proteinlerin par¢alanmasi ile birlikte
cekirdekte yogunlagsmalar gerceklesir. Hiicre gibi c¢ekirdek de biiziismeye baslar ve zarla
cevrili olarak birkag parcaya ayrilmasi s6z konusu olabilir. Hiicre biiziiliip kii¢iilmeye devam
ederken, makrofajlarin taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt edilebilecegi
zarla cevrili bir sekilde kiigiik parcalara ayrilmasi gergeklesir, fakat hiicre organelleri yapisal
biitiinliiklerini korumaya devam eder. iclerinde stoplazma, organeller ve bazilarinda cekirdek

parcalar1 da bulunan apoptotik cisimcikler olusur. Hiicre zar ile ¢evrili tomurcuklar halinde
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kopmaya baslar ve apoptotik cisimciklere ayrilir (Sekil 2.20). Bu apoptotik cisimcikler
makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan taninir ve fagosite edilerek (sindirilerek) ortadan

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

/_wimbran blepleri

Hdcre bluzlsmesi
Kromatin kondansasyonu

Normal hicre

Apoptotik cisimcik
o olugsumu
]

L]

S,
%\?‘;1

Nuikleer

0 koll
Apoptotik .‘ ‘ oraps
cisimciklerin

lizisi

Sekil 2.20: Apoptoz olaylarinin sematik gosterimi (Giiltekin ve ark. 2008)

Apoptotik hiicrelerde, plazma membraninda degisikliklerle meydana gelir ve normalde
hiicre zarinin i¢ yiizeyinde olan fosfotidilserin, aminofosfolipid transferaz enzimi ile zarin dis
yilizeyine gecer, boylelikle fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptdrleri
fosfotidilserin ile baglanarak fagositozun uyarilmasini saglar (Cohen 1998, Mis ve Yeltekin
2014).

Apoptozun baglamasi icin temel olan iki yol vardir. Bunlar intrinsik (mitokondriyal)
ve ekstrinsik yol’dur. Apoptozun baglamasini saglayan hiicre i¢indeki sinyaller; DNA hasari,
pH azalmasi, hiicre i¢i Ca™ diizeyinde artis, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 ve
son olarak da hipoksidir. Apoptozun tetiklenmesinde hiicre disindan gelen sinyaller ise;
bliylime faktorlerindeki yetersizlik, sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (iskemi,

kemoterapotik ilaglar, toksinler, UV, radyasyon), 6liim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS-FAS
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ligand araciligi ile apoptoz)’dur. Hiicre i¢inden veya hiicre digindan gelen iki sinyal yolunda

da kaspazlarin gorevi s6z konusudur (Ross ve ark. 2003).

2.9.2. Nekroz

Nekroz olay1 rastgele gelisen diizensiz bir slirectir ve herhangi bir gen tarafindan
programlanmamis bir olaydir. Apoptozdaki gibi hiicresel biiziisme gergeklesmez, onun yerine
hiicrelerde sisme meydana gelir ve bu sisme de nekrozun erken belirtisidir. Digaridan gelen
fiziksel ve kimyasal sinyaller ile (iskemi, hipoksi, hipertermi, litik viral enfeksiyon, toksik
maddeler, siddetli oksidadif stres, agir metaller, radyosyon) birlikte patolojik bir durum olan
nekroz tetiklenmesi gerceklesir. Nekrozun gergeklesmesi esnasinda mitokondriyal reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretiminde artisy meydana gelirken nonapoptotik proteazlar aktiflesir,
adenozin trifosfat (ATP) iiretiminde azalma meydana gelir ve Cat++ kanallar1 agilir. Enerji
depolarinda gergeklesen ani azalma sonucunda hiicre zarmin gegirgenligi bozulur ve bu
durumda sodyum ile suyun hiicre igerisine gegisi ger¢eklesir. Bunun sonucunda ise hiicrede
sisme meydana gelirken mitokondrilerde de sisme gdzlenir ve diger organeller plazma iginde
yayilarak dagilir. Bu gerceklesen sisme sonucunda osmotik basincin artmasi ile birlikte hiicre
zar1 biitiinliiglinii kaybederek patlar ve hiicre parcalanip dagilir. Hiicre 6liimii ile birlikte hiicre
igeriginin hiicreler arasi bosluga yayilma gostermesi yangi (iltthaplanma, imflamasyon)
olayina sebep olmaktadir (Nicotera ve ark. 2004, Golstein ve Kroemer 2007, Coskun ve
Ozgiir 2011). Apoptoz ve nekrozun sematik gosterimi Sekil 2.21°de ve kiyaslamas1 Cizelge

2.1’ de verilmistir.
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Sekil 2. 21: Apoptoz ve nekroz sematik gosterimi (Yalgin 2014)



Cizelge 2.1: Apoptoz ve nekrozun karsilastirmasi (Coskun ve Ozgiir 2011)

OZELLIKLER

APOPTOZ

NEKROZ

Gostermis ) Olduklar
Biyokimyasal Ozellikler

Enerji (ATP) gereksinimi
vardir.

(Jel elektroforezinde
ladder)DNA kiriklar
merdiven sekline biiriindir.

Enerji (ATP) gereksinimi
yoktur.

(Jel elektrofrezinde smear)
DNA rastgele bir sekilde
parcalanir.

Iyon dengesi bozulur.

olimii gerceklesir.
Fizyolojik sartlarda da
olusabilir.

Makrofajlar tarafindan ise
fagosite edilirler.
Imflamasyon gériilmez.

Programlibir sekilde
ger¢eklesmektedir.
Gostermis Olduklan | Erken evrede fosfotidilserin | Fosfotidilserin
Morfolojik Ozellikler g;ri‘f'c’kasy‘)”” meydana translokasyonu gozlenmez.
olusumu gozlenir. Buyuk vakuallerin olusumu
Blebler olusur. s6z konusudur.
Hiicre biiziilerek kiigiiliir. . . " )
N Hiicrede sisme gozlenir.
Organeller zarar gormez. :
. Organellerin pargalanmasi
Hiicre zar1 bozulmamuistir. .
; s6z konusudur.
Kromatin kondensasyonu .
) Hiicre zar1 bozulur.
gerceklesmektedir.
Gostermis Olduklar Hiicreler teker teker veya Hiicrelerin 6liimii gruplar
Diger Ozellikler birkag hiicrenin bir arada halinde gergeklesir.

Patolojik etkilerin sonucunda
olusur.

Lizozomal enzimlerin
salinimi1 s6z konusudur.
Imflamasyona sebep olur.

Sebebiyet Veren Faktorler

Hiicrelerin Yaslanmasi
Radyasyon

HIV

Oliim Reseptorleri
Aktivasyonu

Kanser Ilaglar1

Biiyiime Faktorleri Eksikligi
Sitotksik T Lenfositler

Toksik Maddeler

Agir Metaller

Iskemi

Hipertermi

Siddetli Oksidatif Stres
Hipoksi

Litik Viral Enfeksiyon
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Son yillarda bilim insanlar1 tarafindan gergeklestirilen calismalar ve arastirmalar
dogrultusunda, morfoloji ve biyokimyasal 6zellikleri bakimindan apoptoz ve nekroz hiicre
oliimiine benzemeyen farkli hiicre 6liim tipleri de fark edilmistir. Otofajik hiicre 6liimii bashgi
altinda ve kisaca bir vakual i¢ine alinan hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin primer
lizozomlarla kaynasip par¢alanmalari ile sonuglanan bir mekanizma s6z konudur. Apoptoz
hiicre 6liimiindeki gibi apoptotik cisimcik olusumu gozlenmez ve ¢ekirdek yogunlagmasi ¢ok

daha sonralarda gergeklesir (Gozuacik ve Kimchi 2007).

Bu tez ¢alismasinda DMSO ve gliseroliin farkli dozlar1 ile dondurulan hiicrelerde,
dondurma yonteminin ve kullanilan kriyoprotektanlarin hiicre canliligi iizerindeki etkileri
incelenmis ve hiicrelere en az zarar veren, daha yiiksek canlilik orani saglayan kosullarin
belirlenmesi hedeflenmistir. Farkli kosullarin hiicre tizerindeki etkisi belirlemek i¢in onlarin
hiicrede nekroz veya apoptoza ne oranda sebep oldugu ve ¢dziim sonrasinda hiicrelerin bu
kayiplar1 ne oranda telafi ederek prolifere oldugu incelenmistir. Bu tez ¢alismasinin sonuglari,
caligilan hiicre tiplerinin saglikli bir sekilde dondurularak saklanabilmesi i¢in uygun
kosullarin belirlenmesini saglamasi bakimindan 6nemli oldugu kadar daha farkli tipteki

hiicrelerin dondurulmasi i¢in yol gosterici olmasi agisindan da dnem tagimaktadir.
2.10. Akas Sitometrisi (Flow Sitometri) Analizi

Sitometri hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel veya kimyasal karakterlerinin
Ol¢iilmesi olarak tanimlanabilir. Akan bir sivinin i¢inde bulunan hiicrelerin 6zelliklerinin
incelenmesi de akis sitometrisi olarak ifade edilmektedir (Eren 2015).

Akis sitometrisi cihazi; akig sistemi (s1vi1), 1s1k kaynagi (lazer 1smni1), bilgisayar ile
yazilim programlari, filtreler ve sinyal dedektorleri ve ayirma mekanizmasi (cell sorting) gibi
bircok sistemin bir araya gelmesi ile olusan bir cihazdir. Bu cihaz ile birlikte hiicreler, sivinin
icinde bir 151k demetinin Oniinden tek sira akisi ile gegmektedir (Sekil 2.22) (Kanev ve
Muranli 2016).

Her bir hiicre yada partikiil lazer demetlerinin iginden gegerken saptirilan lazer 15101 ve
ayni zamanda hiicreler tarafindan yayilan floresan 1s18inin birlestirilip, optik filtrelerle aynalar
tarafindan farkli dalga boylarina ayrilmasi ile analog sinyallere doniistiiriilmektedir. Bu
sinyaller dijitallestirilerek, histogramlar seklinde ekrana aktarilir. Histogram ise Olgiilen
parametrelerin frekans dagilimlariin olusturdugu gérsel sunumudur (Dunphy 2004, Karaboz
ve ark. 2008).
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Sekil 2.22: Sivi sistemde hiicrelerin tek tek lazerden gegisi (Giiner 2018)

Apoptoz hiicre membraninda degisiklige sebep olur ve bdylece normalde hiicre
membraninin sitoplazmik kisminda bulunan fosfolipidlerden biri olan fosfatidilserin yer
degistirerek membranin dis ylizeyine c¢ikar. Annexin-V fosfatidilserine baglanabilen bir
protein oldugu i¢in hiicre ile muamele edilen FITC (yesil floresan) isaretli Annexin-V
sayesinde membrandaki erken degisikliklerin tespiti ile apoptoz belirlenebilir (Shynkar ve ark.
2007). Nekrotik olan hiicrelerin belirlenmesi igin ise propidium iyodiir (PI) ikinci bir boya
olarak eklenmektedir. PI zar biitiinliigli bozulmamis hiicre membranindan gegis saglayamaz.
Hiicrelerin Annexin-V FITC ve ayni zamanda non-vial boya olan PI ile boyanmas1 sonucunda
gec apoptotik ve nekrotik hiicreler ile birlikte canli hiicreler ve erken apoptotik hiicrelerin akis
sitometrisi yontemi ile birbirlerinden ayrimi yapilabilmektedir (Overbeeke ve ark. 1998, Diaz
ve ark. 2008, Rieger ve ark. 2011).
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Analiz sonucu asagidaki sekilde degerlendirilmektedir.

Canli Hiicreler: Pl ile boyanmaz. Annexin V ile boyanmaz.

Erken Apoptotik Hiicreler: PI ile boyanmaz, Annexin V ile iyi boyanirlar.

Gec Apoptotik Hiicreler: PI ve Annexin V ile boyanir ancak ¢ok ge¢c donemde Annexin V ile
boyanma hi¢ ger¢ceklesmeyebilir.

Olii Hiicreler: PI ile boyanir, Annexin V ile boyanmaz.
Akis sitometrisi analizi sonunda deney gruplar1 cihazda okutulduktan sonra sonuglar

bilgisayar programi iizerinde alinabilmektedir. Bu program {izerinde sonuglarin

degerlendirilmesi ise asagidaki sekilde (Sekil 2.23) gosterildigi gibi yapilmaktadir.
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Sekil 2.23: Akis sitometrisi canlilik analiz sonuglarinin degerlendirilmesi

(Gorselde koyun kikirdak hiicresinin pozitif kontrol analiz sonucu gosterilmistir.)
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BD FACS Calibur Flow Sitometri cihaz programinda sonuglar iki sekilde
alinabilmektedir. Birincisi yukaridaki drnekteki gibi grafikler ile sonuglarin degerlendirilmesi,
ikincisi ise hiicre grubu sinirlarini isaretleyerek (kapi alinarak) kalan simirlar igindeki ifade

edilen sonuglarin degerlendirilmesi seklindedir. (Sekil 2.24).

Bu tez ¢alismasinda grafikler ile sonu¢ alma yontemi tercih edilmistir, ¢iinkii kapi
alarak sonu¢ ¢ikarildig1 takdirde sadece nekrotik ve canli hiicrelerin net bir sekilde ayrimi
yapilabilmektedir. Geg¢ apoptotik ve erken apoptotik hiicrelerin sonuglarinin net bir sekilde

ayrimi yapilamadigi i¢in tercih edilmemistir.
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Sekil 2.24:Sigir kikirdak hiicresinin pozitif kontrol deney grubu
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2.11. MTT Analizi

MTT analizi yontemi, uygulanmig olan kimyasal ajanin/ilacin  farkli
konsantrasyonlarda hiicreler iizerinde yarattig1 sitotoksik etkilerinin yani hiicre canliliinin ve
proliferasyonun sayisal veriler dogrultusunda degerlendirilmesinde ve ayni zamanda ICsg
(%50 inhibitor konsantrasyonu) hesaplanmasinda tercih edilen bir yontemdir. MTT sar1 renkli
bir tetrazolyum tuzudur. Tetrazolyum tuzlari, organik yapida heterosiklik bilesiklerdir ve
tetrazolyum tuzlarmin elektron almasi sonucu indirgenmeleri, formazan ad1 verilen bir yapiya
doniismelerini gergeklestirerek, renk degisikligi olusumunu saglamaktadirlar (Tokur ve Aksoy
2017). Tetrazolyum halkasimin  kirilmast ancak aktif mitokondriler tarafindan
gerceklestirilebilir ve bunun sonucunda da renk degisimi yalnizca canli hiicrelerde
gozlemlenebilir. Canliliklarini yitirmis hiicrelerde ise tetrazolyum bilesiklerini indirgeme
yetilerini kaybetmeleri sonucunda renk degisim olay1 gozlenmez (Mossman 1983, Tokur ve
Aksoy 2017).

MTT canliliklarint1 koruyan hiicrelerin mitokondriyal enzimlerine baglanmasi
sonucunda suda ¢oziinemeyen mor renkte kristaller olusturur ve olusan bu Kkristaller DMSO,
izopropanol gibi organik coziiciilerin eklenmesi ile ¢ozlilmektedir. Proliferasyonun yiiksek
oldugu hiicrelerin ve canli hiicrelerin mor renkle boyandiklar1 go6zlenirken, sitotoksik
kimyasal ajanin/ilacin etkisi ile birlikte canlilig1 azalmis olan hiicreler veya 6len hiicreler agik
mor renkte ya da pembe olarak gozlemlenmektedirler. Olusan bu renkler ELISA cihazinda
540 nm dalga boyunda 6lgiilerek sayisal veriler elde edilip degerlendirilmektedir (Tokur ve
Aksoy 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calisma materyali  20.11.2017  tarihinde Tekirdag Biiyliksehir Belediyesi
mezbahasinda kesilen sigir ve koyunlarin, farkli dokularindan elde edilen kikirdak ve

graniiloza hiicrelerinden olugmaktadir.

3.1.1. Kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar ¢izelge 3.1 de verilmistir ve ¢alisma Namik
Kemal Universitesi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali Hayvan Biyoteknolojisi

Laboratuvarinda (memeli hiicre kiiltiirii laboratuvari) tamamlanmuistir.

Cizelge 3.1: Kullanilan cihazlar

CiHAZ

MODEL

-80 °C Derin Dondurucu

Wisd Simple Freez U400

Akis Sitometrisi

BD FACSCalibur

Buzdolab: +4 °C Beko
Hassas Terazi AND GF-600
Isitici1 Tabla Enda

Isiticili Manyetik Karistirict

Wisestir MHS-20A

Inkiibator

Panasonic

Invert Mikroskop

BOECO BAB DCM 510

Laminar Flow Kabin

Heal Force HFsafe-1200

Otoklav Alp CL40M

Ph Metre Jenco 6173Ph

Santrifiij Hettich Universal 320

Su Banyosu DAIHAN 1 It WB-11

Ultra Saf Su Cihaz1 Millipor Direct-Q 3 UV with Pump

Vakum Pompasi

KNF NO22AN.18

Eliza Cihaz

Termo Scientific-Multiskan GO
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3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Bu tezgaligmasinda kullanilan kimyasallar ¢izelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2: Kullanilan kimyasallar

KIMYASAL MARKA
Antibiyotik BIOCHROM-A 2213
Antibiyotik-Antimikotik Sigma-A5955
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich-D2650
DMEM-F12 Gibco-32500-0235
DPBS Sigma-D56522
Etil alkol Sigma
Fotal Bovine Serum (FBS) Sigma-F9665
Gliserol Sigma-Aldrich-G 2025
Hidroklorik asit (HCL) Sigma
Izopropil alkol (2-propanol) Sigma
NaOH Sigma
RNaseA Thermo Scientific- EN0531
Sodyum Bikarbonat Sigma
Teksol %96 Sigma
Tripan Blue BIOCHROM
Tripsin Gibso-25200-056
Tetrazolium Tuzu-MTT Sigma-M 5655

3.1.3. Kullanilan kitler

Calismada kullanilan kitler ¢izelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3: Kullanilan Kitler

KIT MARKA

Apoptoz Belirleme Kiti (Annexin V-FITC, PI) eBioscience
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3.2. Deney Gruplari
3.2.1. Kontrol deney gruplari

Negatif kontrol olarak primer kiiltiir ile elde edilen, sigir ve koyuna ait olan (kikirdak,
graniiloza) hiicreler kriyoprotektan kullanilmadan dondurulmus islemin sonunda ¢oziilerek
akig sitometrisi ve MTT analizleri yapilmistir.

Pozitif kontrol olarak, primer kiiltiir ile elde edilen, sigir ve koyuna ait olan (kikirdak,
graniiloza) hiicreler dondurma islemine tabi tutulmadan inkiibatérde %10 FBS, %]l
antibiyotik iceren DMEM-F12 medyumda kiiltiire edilmis ve konfluent olduklarinda diger
deney gruplart ile birlikte akis sitometrisi ve MTT analizleri yapilmstir.

3.2.2.DMSO ve gliserol karsilastirmasi deney gruplar: (Mr. Frosty)

Bu deney gruplarda koyun ve sigira ait graniiloza ve kikirdak hiicreleri DMSO ve
gliseroliin %35, %10 konsantrasyonlarinda Mr. Frosty i¢inde -80°C’de derin dondurucuda 24

saat bekletilerek dondurulmus ve daha sonra ¢oziilerek analiz edilmistir.

3.2.3.DMSO ve gliserol karsilastirmasi deney gruplari (karton kutu)

Bu deney gruplarda koyun ve si8ira ait graniiloza hiicreleri DMSO ve gliseroliin %5,
%10 konsantrasyonlarinda karton kutu i¢inde -80°C’de derin dondurucuda 24 saat

bekletilerek dondurulmus ve daha sonra ¢oziilerek analiz edilmistir.
3.2.4.DMSO ve gliserol karsilastirmasi deney gruplari (kopiik kutu)

Bu deney gruplarda koyun ve si8ira ait graniiloza hiicreleri DMSO ve gliseroliin %S5,
%10 konsantrasyonlarinda kopiik kutu i¢inde -80°C’de derin dondurucuda 24 saat bekletilerek

dondurulmus ve daha sonra ¢oziilerek analiz edilmistir.

3.2.5. Saklama sirasinda 1s1 degisikligi deney gruplar:

Sigir ve koyuna ait graniiloza hiicreleri DMSO’nun iki farkli konsantrasyonu
kullanilarak Mr. Frosty iginde -80°C’de 24 saat bekletilerek dondurulmus ve daha sonra
dondurulmus hiicreler iki gruba ayrilip bir kismi karton kutu ve bir kism1 Mr. Frosty igerisine

yerlestirilmistir. icinde dondurulmus hiicrelerin bulundugu karton kutu ve Mr. Frosty 24 saat
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boyunca -20°C’de bekletilmis ve sonrasinda tekrar -80°C derin dondurucuya yerlestirilmistir.

Bu hiicreler ¢oziildiikten sonra analiz edilmistir.

3.2.6. Dondurma medyumu final konsantrasyonlari

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

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

e %5 gliserol igeren dondurma medyumu (%5 GLISEROL, %55 DMEM, %40 FBS)

e %10 gliserol igeren dondurma medyumu (%10 GLISEROL, %50 DMEM, %40 FBS)

3.3. Yontemler
3.3.1. Primer kiiltir

Dokular steril bistiiri uglar1 ile alinmis ve 6zellikle kulak dokusu alinmadan once
parcanin alinacagi bolge %10’luk ¢amasir suyu ve ardindan %70 alkolle temizlenmis, daha
sonrasinda i¢inde %35 antibiyotik-antimikotik iceren tuzlu fosfat tampon (PBS) ¢ozeltisinin
bulundugu 15 ml santrifiij tiiplerine yerlestirilerek ve soguk ortamda muhafaza edilerek en
gec iki saat igerisinde laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.1). Laboratuvara getirilen dokular
icinde %2 antibiyotikli PBS bulunan tiiplere aktarilmis ve islem siras1 gelene kadar +4

bekletilmistir.

Sekil 3.1: Laboratuvara getirilen doku 6rnekleri
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Ekim islemi ilk once sigir kikirdak dokusuyla baglamistir. Kabin igerisine alinan doku
steril bistiiri ucu yardimu ile kiigiik pargalara ayrilarak (1 mm®) 35 mm hiicre kiiltiirii i¢in 6zel
olan petrilere ekilmistir. Doku parcalarinin yapismasi i¢in bir siire (2-3 dakika) beklenmis ve
ardindan dokularin yiizeyini kaplayacak sekilde %10 FBS ve %1 antibiyotik igeren DMEM-
F12 (hiicre kiiltiir medyumu) ile kaplanmistir (Sekil 3.2). Bu sekilde sigir ve koyuna ait olan
kikirdak dokularmin primer kiiltiirleri yapilmistir. Ekimleri kiiltiir petri kaplar1 icerisinde
gerceklestirilen kikirdak doku parcaciklart 37°C ve %5 CO: igeren inkiibatdr igerisine

alimmustir (Arat ve ark. 2011).
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Sekil 3.2:Dokularin kiigiik parcalara ayrilmasi, petrilerin inkiibatérde bekletilmesi

Primer kiiltirinde steriliteye fazlasiyla 6nem verilmesine ragmen kontaminasyon
gelisme riski ¢ok fazladir. Yapilan bu deneyde ekimin besinci giiniinde sigir kikirdak
petrisinin bir tanesinde kontaminasyon gozlendigi i¢in bu petri hemen imha edilmistir. Tekrar
olusabilecek kontaminasyon riskine kars1 %1 antibiyotik-antimikotikli medyum hazirlanmig
ve diger orneklerin medyumlar1 %1 antibiyotik-antimikotikli medyum ile degistirilmistir.
Kiiltiir siirecinin devaminda herhangi bagka bir kontaminasyon olusmamistir. Ekim
yapildiktan yaklasik 9 giin sonra kikirdak dokularinin etrafinda hiicrelerin yayilma gosterdigi
tespit edilmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).
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Sekil 3.4:Primer kiiltiirde iireme gosteren koyun koyun kikirdak hiicreleri

Kikirdak hiicrelerinin ekimlerinin yapilmasindan yaklasik 20 giin (Sekil 3.5) sonra
doku pargalart petri kaplarindan uzaklastirilmis, islemler yapisan hiicreleri kaldirmamak
amaciyla olduk¢a yavas sekilde gergeklestirilmistir. Ekimden 25 giin sonra konfluent olan

petri kaplart 60 mm’lik petri kaplarina pasajlanmistir (Arat ve ark. 2011).
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Sekil 3.5:S181r ve koyun kikirdak doku pargasindan iireme gosteren hiicreler (ekimin 20.
gilinii)

Sigir ve koyunun ovaryum folikiillerinin aspirasyonu ile graniiloza hiicreleri elde
edilmistir. Ovaryumlardan enjektoér yardimi ile alinan sivi (Sekil 3.6), i¢inde hiicre kiiltiir
medyumu bulunan 15 ml santrifuj tiipiine aktarilmis ve santrifuj sonras1 ¢oken hiicreler, 35
mm’lik hiicre kiiltlir kaplaria bdliinmiis ve %1 antibiyotik-antimikotik, %10 FBS ve iceren

DMEM-12 kiiltiir medyumunda inkiibatore (%5COz2, 37°C) kaldirilmistir (Arat ve ark. 2011).

Sekil 3.6: Ovaryumdan graniiloza hiicre izolasyonu

Ekimin ertesi giinii petri kaplarinim dPBS ile yikamasi yapilmistir. Graniiloza hiicreleri

kikirdak hiicrelerine gore ¢ok daha hizli ¢gogalma gostermislerdir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8).
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Graniiloza hiicreleri tamamen konfluent (kiiltir kabinin yiizeyinin tamamen
kaplanmas1) olduklarinda 60 mm’lik kiiltiir petrilerine alinmiglardir. Bu siire¢ ekimden
sonraki 6-10 giin siire arasinda kiltiir petrilerinin konfluent olma durumuna gore

tamamlanmustir.
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3.3.2. Hiicre Kiiltiirii (pasajlama)

Primer kiiltlir sonras1 konfluent olan petrilerden doku pargalar1 aspirasyon yontemi ile
uzaklagtinnlmigtir. Petri igindeki besiyeri g¢ekildikten sonra DPBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline) ile yikanmis ve ardindan %0.25 tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 5 dakika
boyunca 37°C ve %5 CO:2 igeren inkiibatorde bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda
hiicrelerin kalkip kalkmadigi mikroskop altinda incelenmis ve hemen ardindan tripsini
inaktive etmek ic¢in, eklenen tripsin miktarinin en az iki kati kadar %10 FBS ve %l
antibiyotik igeren DMEM-F12 ile sulandirilmistir. Hiicreler yavas bir sekilde pipetlenerek tek
hiicre siispansiyonu elde edilmis ve 15 mm’lik santrifiij tliplerine aktarilmistir. Burada dikkat
edilecek husus petri kaplarinda hiicre birakmadan hepsini santrifiij tiipliniin i¢ine alabilmektir.
Sonrasinda tiipler 5 dakika boyunca 1000 rpm de santrifiij edilmistir. Kabin igerisine alinan
tiiplerin dibinde santrifiij sonras1 ¢oken hiicre peleti gozlemlenmis ve iistte kalan supernatant
vakum pompast yardimi ile uzaklastirilmistir. Hiicreler %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren
DMEM-F12 ile sulandirilmis ve i¢ginde 5 ml DMEM-F12 bulunan 60 mm’lik petri kaplarina
ekilmistir (Arat 2011, 2013).

3.3.3. Hiicrelerin dondurulmasi

Pasajlar1 yapilan hiicreler tamamen konfluent olduklarinda bir kismi1 kontrol grubu i¢in
tekrar ekilirken bir kism1 deney grubuna uygun olarak dondurulmustur. Hiicreler 60 ml’lik
petri kaplarini1 tamamen kapladiginda 5 ml dPBS ile yikanarak, 0.5 ml %0.25 Tripsin-EDTA
solisyonu eklenmesi ile 5 dakika boyunca inkiibatorde bekletilerek petri kaplarindan
kaldirilmigtir. Kabin igerisine alinan petrilere tripsinin inaktive edilmesi i¢in eklenen tripsin
miktarinin en az iki kati kadar kiiltiir medyumu eklenerek santrifiij tiiplerine alinmis ve 1000
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi list kisimda kalan siipernatant
atilarak hticreler, 0.5 ml besiyeri ile sulandirilmig ve kriyotiiplere aktarilmistir. Bu
kriyotiiplerin her birinin lizerine daha once deney gruplarma gore farkli konsantrasyonlarda
2x olarak hazirlanan ve +4°C bekletilen dondurma solusyonlarindan 0.5 ml ilave edilmis ve
hiicreler 1 ml dondurma medyumu i¢inde yine deney gruplarinda belirtildigi gibi Mr. Frosty
(Sekil 3.9), karton kutu (Sekil 3.10) veya kopiik kutu (Sekil 3.11) igine alinip -80 °C derin
dondurucuda 24 saat bekletilerek dondurulmustur (Arat 2011, 2013).
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Sekil 3.9: Mr. Frosty igerisinde hiicrelerin dondurulmasi

Sekil 3.10: Karton kutu igerisinde hiicrelerin dondurulmasi

Sekil 3.11: Kopiik kutu igerisinde hiicrelerin dondurulmast.
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Koptik kutu igerisinde hiicrelerin dondurulmasi, Sekil 3.11°de gosterildigi gibi 1
numarali kopiik, 2 numarali kopiik lizerine kapak olarak gecirilerek kopiik kutu igerisine
almmistir ve daha sonra digerlerinde oldugu gibi -80°C derin dondurucuda 24 saat
bekletilerek dondurma islemi tamamlanmaistir.

Hiicrelerin donduruldugu dondurma medyumunun final konsantrasyonlari bdliim

3.2.6°da verilmistir.

3.3.4. Hiicrelerin coziilmesi

Daha once anlatildigi sekilde dondurulmus ve -80 °C derin dondurucuda bekleyen
kriyotiipler, laboratuvara getirilerek hemen 37°C su banyosunda 30-50 saniye bekletilmesi ile
¢Oziindiiriilmistir. Cozlindiirme islemi tamamlanan hiicreler santriflij tiiplerine alinarak 5
dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmis ve st kisimda kalan siipernatant atilmustir.
Hiicreler, 1 ml medyum ile sulandirilmis ve her bir deney grubuna ait hiicrelerin sayimi
yapildiktan sonra bir kismi MTT analizi i¢in alinarak 96 kuyulu petri kaplarina ekilmis ve geri

kalani akis sitometrisi analizi i¢in Anexin-V ile boyanmustir.

3.3.5. Hiicre sayimi

Dondurma iglemi uygulanmayan pozitif kontrol grubunu olusturan kiiltiirdeki hiicreler
ilk olarak %0.25 Tripsin-EDTA soliisyonu ile petri kaplarindan kaldirilmig ve 1000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Sonrasinda iist kisimda kalan siipernatant atilarak hiicreler
1 ml medyum ile sulandirilmistir. Bahsedildigi gibi 1 ml medyum ile sulandirilmis pozitif
kontrole ve donmus ¢oziilmiis deney gruplarna ait hiicreler, pipetleme yapilarak homojen
hale getirilmistir. Daha sonra kiigiik eppendorf tiipleri igerisine her bir drnekten 10 pl hiicre
siispansiyonu alinarak {izerine 90 pl tripan mavisi eklenmis ve Ornekler boylelikle %10

seyreltilerek thoma lami ile mikroskop altinda sayim yapilmistir (Sekil 3.12) (Arat 2013).
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Sekil 3.12: Hiicrelerin Tripan Mavisi ve Thoma Lami ile mikroskop altinda sayimin

yapilmast

Thoma lama; bir biiylik kare icerisinde on alt1 orta boy kareden olusur ve her orta boy
karenin igerisinde de yirmi bes adet kiigiik kare mevcuttur (Sekil 3.13). Homojen hale
getirilmis hiicreler thoma lamina aktarildiktan sonra, mikroskop altinda ilk olarak 10x objektif
biiylitmesinde biiyiik kare bulunmus ve daha sonra 40x objektif biiylitmesinde 16 orta boy

karenin bulundugu alan gorme alanina getirilip ve igindeki hiicrelerin sayimi1 yapilmistir (Arat

2013).
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Sekil 3.13: Thoma Lami goriintiisii (Dursun ve Ayturan 2017)

49




Alandaki hiicreler ¢ok kalabalik oldugu durumda capraz olarak sekiz orta boy kare
belirlenip sayimi yapilmig ve ¢ikan sayr sekize boliinlip on alt1 ile carpilmistir. Bir bagka
sayim yontemi olarak da koselerden dort ve ortadan bir karenin belirlenip, sadece bu karelerin
icindeki hiicrelerin sayilmasi ve bulunan sayinin bese boliiniip on alt1 ile ¢arpilmasi seklinde
yapilmaktadir. Hangi sekilde olursa olsun 16 orta boy karenin sayimi ile elde ettigimiz deger
asagidaki formiilde N yerine yazilmis ve seyreltme faktorii olarak hiicrelerin tripan mavisi

seyreltme orani kullanilmistir (Arat 2013).

N x Diliisyon Faktorii x 10.000= Hiicre/ml

Sekil 3.14: Hiicre sayim goriintiisii; A:Canl1 hiicre, B:Olii hiicre

3.3.6. MTT analizi

Her deney grubuna ait 6rneklerin hiicre sayilar1 belirlendikten sonra, 96 kuyulu petri
kabina her bir 6rnekten 15.000/kuyu hiicre olacak sekilde iicer kuyuya ekim yapilmistir. Her
bir ornek i¢in pozitif kontrol hiicreleri de ayni sayida ilicer kuyuya ekilmistir. Ayrica tiger
kuyuda bos birakilmistir. Béylece donmus ¢6ziilmiis bir kriyotiip i¢indeki hiicreler i¢in 96
kuyucuklu petride, 3 adet ornek, ii¢ adet pozitif kontrol, ii¢ adet bos kuyu olusturulmustur.
Ekimi tamamlanan petri kaplar1 24 saat boyunca inkiibatérde kiiltiire birakilmistir ve bu
bekleme siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 pl MTT boyas: eklenerek (islem karanlikta
yapilir) hiicreler 37°C’de 3 saat boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Karanlik ortam hiicre

kiiltiir kabinin aliiminyum folyo ile sarilmasi ile saglanmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15: Karanlik ortam i¢in aliiminyum folyo ile sarilmig petri kab1

Daha sonra canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarmin ¢oziilebilmesi
icin her bir kuyuya 100 pl DMSO eklenerek oda sicakliginda 20 dakika siire boyunca
karanlikta bekletilmis ve renk degisimleri 540 nm dalga boyunda ELISA cihazinda
okutulmustur (Sekil 3.16).

Sekil 3.16: ELISA cihazinda renkleri degisen hiicrelerin okutulmasi
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ELISA cihazinda okutulduktan sonra elde edilen sayisal verilere asagidaki formiil

uygulanarak hiicre proliferasyon oranlari hesaplanmistir (Kilig ve ark. 2012).

Hiicre Proliferasyon Yﬁzdesi='2%§ x 100

A: Deney grubundaki deger
B: Bos kuyu degeri
C: Pozitif kontrol grubundaki deger

Sonuglarin istatistiksel agidan degerlendirilmesi biitiin deney gruplar1 tamamlandiktan
sonra yapilmis ve istatistiksel hesaplamalarda her deger teker teker hesaplanarak hiicre

proliferasyonu degerlendirilmistir.

3.3.7. Akis sitometrisi analizi (flow sitometri)

Sayim i¢in 1 ml medyum i¢inde bulunan ve bir kismi1 MTT analizi i¢in alinmis olan
hiicreler, 5 dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmig, medyum atilmis ve hiicre peleti
soguk PBS (1 ml) ile sulandirilmis ve tekrar santrifiij (Sekil 3.17) edilmistir. Soguk PBS ile

yikama islemi iki kez tekrarlanmigtir.

Sekil 3.17: Santrifiij edilen hiicreler (1000 rpm, 5 dakika)
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Santrifiijden ¢ikan hiicrelerdeki slipernatant atilarak hiicreler iizerine 195 pl Binding
Buffer ve 5 pl Annexin V FITC eklenerek 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Bu asamalarda dikkat edilmesi gereken wunsur islemlerin karanlikta
gerceklestirilmesidir. Karanlik ortamin saglanmasi ic¢in laboratuvar ve kabin i1siklarinin
kapatilmasi haricinde santrifiij tiipleri aliiminyum folyo ile sarilmis (Sekil 3.18) ve tiipler kutu

igerisine alinmistir.

Sekil 3.18: Santrifiij tliplerinin aliminyum folyo ile sarilmas1

Bekleme siiresi sonunda tekrar santrifiij edilerek (1000 rpm, 5 dakika) iist kisimda
kalan siipernatant atilmistir. Sonrasinda hiicreler iizerine 190 pl Binding Buffer eklenmesinin
ardindan hafif pipetleme yapilarak 5 ul RNaseA ve 10 pl PI (Propidium Iodide) eklenmis ve
karanlik ortam sartlar1 saglanarak 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Bekleme siiresi sonunda tiipler tekrar santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve hiicreler tizerine
500 pl dPBS eklenmesi ile birlikte hafif pipetleme yapilmasinin ardindan hiicreler flow
sitometri tiiplerine almmmustir. Uzeri aliiminyum folyo ile kapatilan tiipler siras1 ile BD FACS
Calibur Flow Cytometer cihazinda okutularak analiz tamamlanmistir. Deney gruplarindan

ornekler asagida verilmektedir (Sekil 3.19, Sekil 3.20, Sekil 3.21).
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Sekil 3.19: Saklama sirasinda 1s1 degisikligi deney grubuna ait sigir kikirdak hiicresi akis
sitometrisi analiz sonucu 6rnegi
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Cuadrant Statistics
%10 DMS0 GC 1.005

-
271 Sample ID: %10 DMSO GC 1
Fatient 10:
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g 3 Gate: No Gate
EN X Parameter: ANNEXIN V FITC {Log)
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- | gec apoptotik hiicreler 383 3.83
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10 10! ANNEX]IS?." FITC 10% 104 erken apoptotik hiicreler 0.03 0.03

Sekil 3.20: DMSO ve gliserol karsilastirmast deney grubuna (Mr. Frosty) ait koyun
graniiloza hiicresi akis sitometrisi analiz sonucu drnegi

2510 kutu 24s5a 3.006
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/|

101
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Quad % Gated % Total

[
| nekrotik hiicreler 39.57 39.57
2 N gec apoptotik hiicreler 3.38 3.38
10 1ol 102 102 4p¢  canli hiicreler 56.93 5693
ANNEXIN v FITC erken apoptotik hiicreler 011 011

Sekil 3.21: Saklama sirasinda 1s1 degisikligi deney grubuna ait sigir graniiloza hiicresi akis
sitometrisi analiz sonucu 6rnegi
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3.3.8. istatistiksel analizler

Bu tez calismasinda her bir grup ii¢ kez ii¢ tekerriir olacak sekilde birbirinden
bagimsiz olarak tekrar edilmistir. Akis sitometrisi ve MTT analizleri tamamlandiktan sonra
SPSS (Statical Package fort he Social Sciences) programi yardimu ile istatistiksel analizler
hesaplanmistir. SPSS programinda One-Way ANOVA (tek yoOnlii varyans analizi) testi
kullanilarak deney gruplart arasinda bulunan fark Duncan Onemlilik testine gore

degerlendirilmesi yapilmistir (P<0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Deney 1- DMSO ve gliserol karsilastirmasi deney sonuglar1 (Mr. Frosty)

Bu deney gruplarinda koyun ve sigira ait graniiloza ve kikirdak hiicreleri %5, %10
DMSO ve gliserol konsantrasyonlarinda Mr. Frosty iginde -80°C’de derin dondurucuda 24
saat bekletilerek dondurulmus ve daha sonra ¢oziilerek analiz edilmistir. Hi¢ kriyoprotektan
kullanilmadan dondurulan hiicreler negatif, dondurma islemi uygulanmayan kiiltiirdeki
hiicreler pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Hiicrelerin akis sitometrisi ve MTT analiz

sonuglari ¢izelge 4.1 ve ¢izelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1: Koyun graniiloza hiicrelerinde akis sitometrisi analiz sonuglari

Grup | Hiicre* | Kriyoprotektan Nekrotik Geg Apoptotik Canh Erken

Hiicre Oram Hiicre Oram Hiicreler Apoptotik
(%) Orani Hiicre Oram

1 K-GC %5 DMSO 16.99+0.37¢ 4.21+0.04° 78.69+0.32¢ | 0.10+0.00°

2 K-GC %10 DMSO 8.13+0.95¢ 8.63+0.942 83.11£1.05° | 0.13+£0.05°
3 K-GC | %5GLISEROL | 65.49+0.28" 0.72+0.33¢ 33.37+0.28° | 0.07+0.01°¢

4 K-GC | %10 GLISEROL | 26.72+0.34° 1.71£0.11° 71.46+0.33% | 0.09+0.01°¢

5 K-GC %0 90.34+0.05° 5.02+0.05° 4.40+0.11f 0.23+0.01°

6 K-GC Pozitif Kontrol 6.15+0.07 1.21+£0.13¢ 92.60+£0.20% | 0.02+0.00°

*K-GC: koyun graniiloza hiicresi, * Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel

olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Cizelge 4.2: Koyun graniiloza hiicrelerinde MTT analiz sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 K-GC %5 DMSO 142.51£10.52
2 K-GC %10 DMSO 121.57+6.792
3 K-GC %5 GLISEROL 16.95+11.03¢
4 K-GC %10 GLISEROL 45.54+5.98°
5 K-GC %0 4.88+1.69°

&€ Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

P<0.05
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Koyun graniiloza hiicrelerinin ¢6ziim sonrast hemen yapilan akis sitometrisi analiz
sonucu en yiiksek canlilik oran1 %10 DMSO ile alinirken (Cizelge 4.1), MTT analizinde ayn1
hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonras1 proliferasyon oranlart DMSO’nun her iki konsantrasyonunda
da benzer ve gliserol gruplarindan yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2). Gliserol ile dondurulan
hiicrelerde ise ¢ozlim sonrasi hemen yapilan analiz sonucu en yiiksek canlilik oran1 %10
gliserol ile alinirken, ayni hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonras1 proliferasyon oranlarinin diismiis
oldugu goriilmiistiir. Her iki analiz sonucuna gére DMSO ile dondurulan hiicrelerin hem
canlilik hem de proliferasyon oranlarmin gliserol ile dondurulan hiicrelerden yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Kriyoprotektan kullanilmayan negatif kontrol grubun canlilik ve
proliferasyon oranlari ise tim gruplarin gerisinde kalmistir. Kriyoprotektan gruplarinin
hepsinin canlilik oranlar1 pozitif kontrol grubundan diisiik ¢ikmis, ancak en yakin degerin

%10 DMSO konsantrasyonundan alindig1 gortilmiistiir.

Erken apoptotik hiicre orani kriyoprotektan gruplari arasinda %0.07-0.13 arasinda
degismistir. Kriyoprotektan gruplar1 arasinda en yiiksek gec apoptotik hiicre orani %10
DMSO konsantrasyonunda (%8.6), en yiiksek nekrotik hiicre orani %5 gliserol (%65)

konsantrasyonunda tespit edilmistir.

Cizelge 4.3: Koyun kikirdak hiicrelerinde akis sitometrisi analiz sonuglari

Grup | Hiicre* | Kriyoprotektan Nekrotik Gec Apoptotik Canh Erken
Hiicre Oram Hiicre Oram Hiicreler Apoptotik
(%) Orani Hiicre Orami
1 K-KR %5 DMSO 25.10+0.07¢ 3.58+0.13° 71.20+0.19¢ | 0.10+0.01°
2 K-KR %10 DMSO 7.19+0.119 3.39+0.17° 89.38+0.24" | 0.02+0.00°

3 K-KR | %5 GLISEROL | 44.35+1.82b 3.92+0.16° 51.6241.70% | 0.10+0.03°

4 K-KR | %10 GLISEROL | 22.02+0.34° 2.49+0.24° 75.290.64° | 0.09+0.01°¢

5 K-KR %0 86.55+0.922 10.11£1.112 3.10+0.22f 0.23+0.032

6 K-KR Pozitif Kontrol 4.24+1.48¢ 0.46+0.14¢ 95.23+1.63% | 0.05+0.00°°¢

*K-KR: koyun kikirdak hiicresi, * Siitunlarda farkl harflerle belirtilen degerler istatistiksel
olarak birbirinden farklidir. P<0.05
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Cizelge 4.4: Koyun kikirdak hiicrelerinde MTT analiz sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 K-KR %5 DMSO 59.74+4.74%
2 K-KR %10 DMSO 78.12+11.882
3 K-KR %5 GLISEROL -8.56+7.56°
4 K-KR %10 GLISEROL 27.37+10.66°
5 K-KR %0 12.40+£5.27¢

&CSiitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Koyun kikirdak hiicrelerinin ¢6ziim sonrasi hemen yapilan akig sitometrisi analiz
sonucu en yiiksek canlilik oran1 %10 DMSO ile alinirken (Cizelge 4.3), MTT analizinde ayni
hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonrasi proliferasyon oranlart DMSO’nun her iki konsantrasyonunda
da benzer bulunmustur (Cizelge 4.4). Gliserol ile dondurulan hiicrelerde ise ¢éziim sonrasi
hemen yapilan analiz sonucu en yilksek canlilik oran1i %10 gliserol ile alinirken, ayni
hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonras1 proliferasyon oranlarinin diismiis oldugu gorilmiistiir. Her
iki analiz sonucuna goére DMSO ile dondurulan hiicrelerin canlilik ve proliferasyon
oranlarinin  gliserol ile dondurulan hiicrelerden yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Kriyoprotektan kullanilmayan grubun canlilik ve proliferasyon oranlar1 ise %5 gliserol harig
tiim gruplarin gerisinde kalmistir. Kriyoprotektan gruplarinin hepsinin canlilik oranlar1 pozitif
kontrol grubundan diisiik ¢ikmig, ancak en yakin degerin %10 DMSO konsantrasyonundan

alindig1 gorilmistiir.

Erken apoptotik hiicre orani kriyoprotektan gruplari arasinda %0.02-0.10 arasinda
degismistir. Kriyoprotektan gruplari arasinda ge¢ apoptotik hiicre oran1 %2.49-3.92 arasinda
degismis ancak gruplar arasinda istatistik fark tespit edilmemis, en yiiksek nekrotik hiicre

orani %5 gliserol konsantrasyonunda (%44.35) tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5: S181r graniiloza hiicrelerinde akis sitometrisi analiz sonuglari

Grup | Hiicre* | Kriyoprotektan Nekrotik Geg¢ Apoptotik Canh Erken
Hiicre Oram Hiicre Oram Hiicreler Apoptotik
(%) Oram Hiicre Oram
1 S-GC %5 DMSO 25.18+1.31¢ 7.39+0.82° 67.361.57° 0.05+0.02°
2 S-GC %10 DMSO 13.2642.26¢ 6.94+1.43% | 79.76+0.83" | 0.04+0.01°
3 S-GC | %5GLISEROL | 58.37+0.56° 0.86+0.05° 40.65+0.52¢ | 0.11+0.01°
4 S-GC | %10 GLISEROL | 60.03+0.29° 0.89-+0.06° 38.96+£0.349 | 0.11+0.02°
5 S-GC
%0 84.08+0.132 6.87+0.25°2 8.80+0.12°¢ 0.24+0.008
6 S-GC Pozitif Kontrol
8.67+0.50°8 0.35+0.07° 90.93+0.452 0.03£0.00°¢

*S-GC: s1g1r grantiloza hiicresi, **Stitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel

olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Cizelge 4.6: S181r graniiloza hiicrelerinde MTT analiz sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 S-GC %5 DMSO 120.20+9.07°
2 S-GC %10 DMSO 89.39+6.88°¢
3 S-GC %5 GLISEROL 120.81+10.50P
4 S-GC %10 GLISEROL 149.41£11.002
5 S-GC %0 6.11+3.219

#0Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Sigir graniiloza hiicrelerinin ¢dziim sonrasi hemen yapilan akis sitometrisi analiz
sonucu en yiiksek canlilik oran1 %10 DMSO ile alinirken (Cizelge 4.5), ayni hiicrelerin 24
saat kiltliir sonrast MTT analizinde en yiiksek proliferasyon oran1 %10 gliserol
konsantrasyonunda bulunmustur (Cizelge 4.6). Coziim sonrast hemen yapilan analiz sonucuna
gore DMSO ile dondurulan hiicrelerin canlilik oranlarinin gliserol ile dondurulan hiicrelerden
yiiksek oldugu tespit edilirken, ayni1 hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonrasinda gliserol gruplarinin
proliferasyon oranlarinin DMSO gruplarini gectigi veya benzer oranlara ulastigi goriilmiistiir.
Kriyoprotektan kullanilmayan grubun canlilik ve proliferasyon oranlari ise tiim gruplarin
gerisinde kalmistir. Kriyoprotektan gruplarinin hepsinin canlilik oranlari pozitif kontrol
grubundan diisiik ¢ikmig, ancak en yakin degerin %10 DMSO konsantrasyonundan alindigi

gOriilmiistiir.
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Erken apoptotik hiicre orani kriyoprotektan gruplari arasinda %0.04-0.11 arasinda
degismistir. Kriyoprotektan gruplari arasinda en yiiksek ge¢ apoptotik hiicre oranlar1 DMSO
gruplarinda (%7.39, %6.9), en yiiksek nekrotik hiicre oranlar gliserol gruplarinda (% 58.37,

%60) tespit edilmistir.

Cizelge 4.7: S1g1r kikirdak hiicrelerinde akis sitometrisi analiz sonuglari

Grup | Hiicre* | Kriyoprotektan Nekrotik Geg¢ Apoptotik Canh Erken
Hiicre Oram Hiicre Oram Hiicreler Apoptotik

(%) Oram Hiicre Oram
1 S-KR %5 DMSO 16.49+0.22° 8.68+0.49" 74.73+0.32° | 0.09+0.00°¢
2 S-KR %10 DMSO 19.96+0.75° 7.06+0.19° 72.9240.67° | 0.05+0.01°¢
3 S-KR | %5GLISEROL | 69.97+0.132 2.37+0.34° 27.87+0.74° | 0.11+0.02°
4 S-KR | %10 GLISEROL | 70.57+0.322 1.824+0.47°¢ 27.48+0.29° | 0.12+0.00°
5 S-KR %0 67.21+0.422 27.29+1.152 5.15+0.76¢ 0.33+0.04°
6 S-KR Pozitif Kontrol 8.69+2.96° 0.75+0.23°¢ 90.51£3.20 | 0.03+0.00°

*S-KR: sigir kikirdak hiicresi, *“Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel

olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Cizelge 4.8: Sigir kikirdak hiicrelerinde MTT analiz sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 S-KR %5 DMSO 187.92+16.312P
2 S-KR %10 DMSO 241.43+50.902
3 SKR %5 GLISEROL 146.77+17.49°
4 S-KR %10 GLISEROL 221.60+6.45%P
5 S-KR %0 32.10+1.99°

&€ Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
P<0.05

Si1gir kikirdak hiicrelerinin ¢6ziim sonrast hemen yapilan akis sitometrisi analiz sonucu
en yiiksek canlilik oranlar1 %5 ve %10 DMSO ile alinirken her iki grup arasinda istatistiksel
fark tespit edilmemistir (Cizelge4.7), gliserol gruplarinda canlilik oranlar ise diisiik
bulunmustur. Ancak ayni hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonrast MTT analizlerinde DMSO ve
gliserol gruplarmin proliferasyon oranlart birbirine yakin bulunmustur (Cizelge 4.8).
Kriyoprotektan kullanilmayan grubun canlilik ve proliferasyon oranlari ise tiim gruplarin

gerisinde kalmistir. Kriyoprotektan gruplarmin hepsinin canlilik oranlar1 pozitif kontrol
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grubundan diisiik ¢ikmig, ancak en yakin degerlerin DMSO konsantrasyonlarindan alindigi

gorilmiistir.

Erken apoptotik hiicre orani kriyoprotektan gruplari arasinda %0.05-0.12 arasinda
degismis, ancak gruplar arasinda istatistik fark tespit edilmemistir. Kriyoprotektan gruplar
arasinda en yliksek ge¢ apoptotik hiicre oranlart DMSO gruplarinda (%7, %8.6), en yiiksek
nekrotik hiicre oranlar gliserol gruplarinda (%69.9, % 70.57) tespit edilmistir.

4.2. Deney 2- DMSO vegliserol karsilastirmasi deney sonuglar: (karton kutu)

Bu deney gruplarda koyun ve sigira ait graniiloza hiicreleri %5, %10 DMSO ve
gliserol konsantrasyonlarinda karton kutu iginde -80 °C’de derin dondurucuda 24 saat
bekletilerek dondurulmus ve daha sonra c¢oziilereck analiz edilmistir. Dondurma islemi
uygulanmayan kiiltiirdeki hiicreler pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Hiicrelerin akis
sitometrisi ve MTT analiz sonuglari ¢gizelge 4.9-4.12 arasinda verilmistir.

Cizelge 4.9: Karton kutuda dondurulan koyun graniiloza hiicrelerinin akis sitometrisi analiz
sonuglari

Grup | Hiicre | Kriyoprotektan Nekrotik Geg Apoptotik Canh Erken
Hiicre Oram Hiicre Oram Hiicreler Apoptotik
(%) Orani Hiicre Oram

1 K-GC %5 DMSO 21.37+£1.22° 6.51+0.18°¢ 72.05+1.40° 0.05+0.00°
2 K-GC %10 DMSO 12.77+0.63¢ 3.81+0.31¢ 83.38+0.44° | 0.03+0.01°
3 K-GC %5 GLISEROL 37.57+1.10° 8.67+0.122 53.66+1.11¢ 0.09+0.01°
4 K-GC | %10 GLISEROL | 44.39+0.83% 7.48+0.10° 48.07+0.72¢ | 0.04+0.00°
5 K-GC Pozitif Kontrol 6.15+0.07¢ 1.21+0.13¢ 92.60+0.20% | 0.02+0.00°

#*Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Cizelge 4.10: Karton kutuda dondurulan koyun grantiloza hiicrelerinin MTT analiz sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 K-GC %5 DMSO 107.23+2.22°
2 K-GC %10 DMSO 92.82+6.84°
3 K-GC %5 GLISEROL 96.76+6.62°
4 K-GC %10 GLISEROL 211.44+31.90?

abSiitunlarda farkl1 harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05
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Koyun graniiloza hiicrelerinin ¢6ziim sonrasi hemen yapilan akig sitometrisi analiz
sonucu en yiiksek canlilik orant %10 DMSO ile alinirken (Cizelge 4.9), ayni hiicrelerin 24
saat kiltiir sonrast MTT analizinde en yiikksek proliferasyon oram1 %10 gliserol
konsantrasyonunda bulunmustur (Cizelge 4.10). Co6ziim sonrasi1 hemen yapilan analiz
sonucuna gére DMSO ile dondurulan hiicrelerin canlilik oranlarmin gliserol ile dondurulan
hiicrelerden yiiksek oldugu tespit edilirken, ayni hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonrasinda en
yiiksek proliferasyon orani %10 gliserol konsantrasyonundan alinmis, diger gruplarin canlilik
oranlar arasinda istatistiksel fark bulunmamistir. Kriyoprotektan gruplarinin hepsinin canlilik
oranlar1 pozitif kontrol grubundan diisiikk ¢ikmig, ancak en yakin degerin %10 DMSO

konsantrasyonundan alindig1 goriilmiistiir.

Erken apoptotik hiicre orani kriyoprotektan gruplari arasinda %0.03-0.09 arasinda
degismistir. Kriyoprotektan gruplar1 arasinda en yiiksek ge¢ apoptotik hiicre oranlart %5
gliserol (%8.6), en yiiksek nekrotik hiicre oran1 %10 gliserol grubunda (%44) tespit edilmistir.

Cizelge 4.11: Karton kutuda dondurulan si8ir graniiloza hiicrelerinin akis sitometrisi analiz
sonuglari

Grup | Hiicre | Kriyoprotektan Nekrotik Gec Apoptotik Canh Erken
Hiicre Oram Hiicre Oram Hiicreler Apoptotik
Oram Hiicre Oram
1 S-GC %5 DMSO 11.72+0.21¢ 2.74+0.112 85.45+0.29° | 0.07+0.01°
2 S-GC %10 DMSO 8.91+0.02¢ 2.16+0.06" 88.80+0.08% | 0.13+0.00°

3 S-GC %5 GLISEROL | 61.09+0.142 1.35+0.12°¢ 37.45+0.03¢ | 0.10+0.012P

4 S-GC | %10 GLISEROL | 52.50+0.25° 2.24+0.01° 46.79+1.51¢ | 0.13+£0.00?

5 S-GC Pozitif Kontrol 8.67+0.50¢ 0.35+0.07¢ 90.934+0.45% | 0.03+0.00°¢

#0Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Cizelge 4.12: Karton kutuda dondurulansigir graniiloza hiicrelerinin MTT analizi sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 S-GC %5 DMSO 71.18+2.83P
2 S-GC %10 DMSO 123.19+17.35%
3 S-GC %5 GLISEROL 27.23+9.79°
4 S-GC %10 GLISEROL 44.98+7.84b¢

€ Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
P<0.05
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Sigir graniiloza hiicrelerinin ¢oziim sonrasi hemen yapilan akis sitometrisi analiz
sonucu (Cizelge 4.11), ve 24 saat kiiltiir sonrast MTT analizi sonucunda (Cizelge 4.12), en
yiiksek canlilik ve proliferasyon oranlari %10 DMSO konsantrasyonunda tespit edilmistir.
Her iki analiz sonucuna gére DMSO ile dondurulan hiicrelerin canlilik ve proliferasyon
oranlarinin gliserol ile dondurulan hiicrelerden yiiksek oldugu bulunmustur. Kriyoprotektan
gruplarinin %10 DMSO hari¢ canlilik oranlar1 pozitif kontrol grubundan diisiik ¢ikmis ve

%10 DMSO konsantrasyon grubu ile pozitif kontrol arasinda istatistiksel fark bulunmamastir.

Erken apoptotik hiicre oranmi kriyoprotektan gruplart arasinda %0.03-0.13 arasinda
degismistir. Kriyoprotektan gruplar1 arasinda en yliksek ge¢ apoptotik hiicre oranlart %5
DMSO (%2.74), en yiiksek nekrotik hiicre oranlari %5 (%61) gliserol gruplarinda tespit

edilmistir.
4.3. Deney 3- DMSO ve gliserol karsilastirmasi deney sonuglar: (kopiik kutu)

Bu deney gruplarda koyun ve sigira ait graniiloza hiicreleri %5, %10 DMSO ve
gliserol konsantrasyonlarinda kopiik kutu ig¢inde -80°C’de derin dondurucuda 24 saat
bekletilerek dondurulmus ve daha sonra c¢oziilereck analiz edilmistir. Dondurma islemi
uygulanmayan kiiltiirdeki hiicreler pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Hiicrelerin akis

sitometrisi ve MTT analiz sonuglari ¢izelge 4.13-4.16 arasinda verilmistir.

Cizelge 4.13: Kopiik kutuda dondurulan koyun graniiloza hiicrelerinin akis sitometrisi analiz
sonuglari

Grup | Hiicre | Kriyoprotektan Nekrotik Geg Apoptotik Canh Erken
Hiicre Oram Hiicre Oram Hiicreler Apoptotik

(%) Oram Hiicre Oram
1 K-GC %5 DMSO 17.78+0.97° 7.97+£0.372 74.13£1.14° | 0.11£0.00P
2 K-GC %10 DMSO 25.35+1.33° 0.48+0.02° 73.91£1.36° | 0.24+0.07°
3 K-GC | %5GLISEROL | 52.36+0.23% 5.59+0.17° 41.91+0.08% | 0.12+0.00°
4 K-GC | %10 GLISEROL | 51.09+0.122 2.85+0.04° 45.81+0.08°¢ 0.244+0.028
5 K-GC Pozitif Kontrol 6.15+0.71¢ 1.21+0.13¢ 92.60+0.20% | 0.02+0.00°

#dSiitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05
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Cizelge 4.14: Kopiik kutuda dondurulan koyun graniiloza hiicrelerinin MTT analiz sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 K-GC %5 DMSO 128.46+£17.192
2 K-GC %10 DMSO 110.43+3.70*°
3 K-GC %5 GLISEROL 71.88+0.63°
4 K-GC %10 GLISEROL 91.37+4.05°°

&€ Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
P<0.05

Koyun graniiloza hiicrelerinin ¢dziim sonrasi hemen yapilan akis sitometrisi analiz
sonucu (Cizelge 4.13), en yiiksek canlilik oranlar1t DMSO ile dondurulan hiicrelerden elde
edilmis, gliserol kullanilan hiicrelerin canlilik oranlart daha diisiik bulunmustur. DMSO nun
iki konsantrasyonu arasinda istatistiksel fark tespit edilmemistir. Ayni1 hiicrelerin 24 saat
kiiltir sonrast MTT analizinde en yiiksek proliferasyon oranlari yine DMSO ile dondurulan
hiicrelerden elde edilmis, ancak gliserol ile dondurulan hiicrelerin proliferasyon oranlarinin da
arttigl goriilmiistiir. Kriyoprotektan gruplarinin hepsinin canlilik oranlar1 pozitif kontrol
grubundan diisiik ¢ikmig, ancak en yakin degerlerin DMSO konsantrasyon gruplarindan

alindig1 gorilmiistir (Cizelge 4.14).

Erken apoptotik hiicre orani kriyoprotektan gruplari arasinda %0.11-0.24 arasinda
degismistir. Kriyoprotektan gruplar1 arasinda en yiliksek gec¢ apoptotik hiicre oranlar1 %5
DMSO (%7.9), en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 gliserol gruplarinda (%51-52) tespit
edilmistir.

Cizelge 4.15: Kopiik kutuda dondurulan sigir graniiloza hiicrelerinin akis sitometrisi analiz
sonuglari

Grup | Hiicre | Kriyoprotektan Nekrotik Gec Apoptotik | Canh Hiicreler Erken
Hiicre Oram Hiicre Oram Oram Apoptotik

(%) Hiicre

Oram
1 S-GC %5 DMSO 13.68+1.39¢ 3.00+0.112 83.14+1.46° | 0.16+0.032
2 S-GC %10 DMSO 15.4440.30° 2.93+0.13% 81.43+0.17° 0.19+0.032
3 S-GC %5 GLISEROL 58.46+5.672 1.11+£0.11° 40.29+5.82¢ 0.13+0.032
4 S-GC | %10 GLISEROL | 48.73+1.03" 1.9940.23" 49.04+1.23¢ | 0.22+0.01°
5 S-GC Pozitif Kontrol 8.67+0.50° 0.35+0.074 90.93+0.452 0.03+0.00P

#dSiitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05
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Cizelge 4.16: Kopiik kutuda dondurulan si1gir graniiloza hiicrelerinin MTT analiz sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 S-GC %5 DMSO 46.52+3.752
2 S-GC %10 DMSO 46.54+4.80?
3 S-GC %5 GLISEROL 23.51+1.96"
4 S-GC %10 GLISEROL 27.24+3.20°

abSiitunlarda farkl1 harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Sigir graniiloza hiicrelerinin ¢6ziim sonrast hemen yapilan akis sitometrisi analiz
sonucu (Cizelge 4.15), en yiiksek canlilik oranlar1 DMSO ile dondurulan hiicrelerden elde
edilmis, gliserol kullanilan hiicrelerin canlilik oranlar1 daha diisiik bulunmustur. DMSO nun
iki konsantrasyonu arasinda istatistiksel fark tespit edilmemistir. Ayni hiicrelerin 24 saat
kiiltiir sonras1t MTT analizinde en yiiksek proliferasyon oranlari yine DMSO ile dondurulan
hiicrelerden elde edilmis, ancak hem DMSO hemde gliserol ile dondurulan hiicrelerin
proliferasyon oranlarinin diistigii belirlenmistir. Kriyoprotektan gruplarinin hepsinin canlilik
oranlar1 pozitif kontrol grubundan diisiik ¢ikmig, ancak en yakin degerlerin DMSO

konsantrasyon gruplarindan alindig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.16).

Erken apoptotik hiicre orani kriyoprotektan gruplar1 arasinda %0.13-0.22 arasinda
degismistir. Kriyoprotektan gruplari arasinda en yiiksek gec apoptotik hiicre oranlar1 DMSO
gruplarinda (% 2.93-3), en yiiksek nekrotik hiicre oran1 %5 gliserol grubunda (% 58.46) tespit

edilmistir.
4.4. Deney 4- Saklama sirasinda 1s1 degisikligi deney sonuclar:

Is1 degisikligi deney gruplarinda sigir ve koyuna ait graniiloza hiicreleri genelde tercih
edilen ve daha iyi sonu¢ verdigi belirtilen kriyoprotektan (DMSO) ile dondurulmustur.
DMSO’nun iki farkli konsantrasyonu kullanilarak Mr. Frosty iginde -80°C’de 24 saat
bekletilerek dondurulan hiicreler daha sonra iki gruba ayrilip bir kismi karton kutu ve bir
kismi Mr. Frosty icersine yerlestirilmistir. Daha sonra i¢inde dondurulmus hiicrelerin
bulundugu karton kutu ve Mr. Frosty 24 saat boyunca -20°C’de bekletilmis ve sonrasinda
tekrar -80°C derin dondurucuya yerlestirilmistir. Dondurma islemi uygulanmayan kiiltiirdeki
hiicreler pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Bu hiicrelerin ¢oziildiikten sonraki analiz

sonuglar1 ¢izelge 4.17-4.20 arasinda verilmistir.
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Cizelge 4.17: Koyun graniiloza hiicreleri 1s1 degisikligi deney grubu akis sitometrisi analiz

sonugclari
Grup | Hiicre | Kriyoprotektan Nekrotik Geg¢ Apoptotik Canh Erken

Hiicre Oram Hiicre Oram Hiicreler Apoptotik

(%) Oram Hiicre Oram

1 K-GC %5 DMSO 48.80+0.37° 1.66+0.10°¢ 49.43+0.419 | 0.10+0.00%°
Mr. Frosty

2 K-GC %10 DMSO 24.42+0.18¢ 6.09+0.68? 69.40+0.16° | 0.09:+0.00°
Mr. Frosty

3 K-GC | %5 DMSO Kutu | 76.26+0.24% 1.98+0.15°¢ 21.62+0.37° | 0.13+0.012

4 K-GC %10 DMSO 39.29+0.27¢ 4.12+0.37° 56.46+0.27¢ | 0.11£0.002P

Kutu
5 K-GC Pozitif Kontrol 6.15+0.07¢ 1.21+0.134 92.60+0.20® | 0.02+0.00°

#¢Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Cizelge 4.18: Koyun graniiloza hiicreleri 151 degisikligi deney grubu MTT analiz sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 K-GC %5 DMSO Mr. Frosty 40.00+8.112P
2 K-GC %10 DMSO Mr. Frosty 56.67+3.73%
3 K-GC %5 DMSO Kutu 32.32+0.72°
4 K-GC %10 DMSO Kutu 54.79+7.532P

abSiitunlarda farkl1 harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Koyun graniiloza hiicrelerinin ¢dziim sonrast hemen yapilan akis sitometrisi analiz
sonucu (Cizelge 4.17), en yiiksek canlilik oranlar1 % 10 DMSO ile dondurulan ve Mr.
Frosty’de muhafaza edilen hiicrelerden elde edilmistir. Ayni1 hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonrast
MTT analizinde %5, %10 DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen ve %10
DMSO ile dondurulan ve karton kutu i¢inde muhafaza edilen hiicrelerin proliferasyon oranlari
benzer ¢ikmis, en diisiik oran %5 DMSO ile dondurulan ve karton kutu i¢inde muhafaza
edilen hiicrelerden elde edilmistir. Kriyoprotektan gruplarinin hepsinin canlilik oranlar
pozitif kontrol %10 DMSO

grubundan diisiik ¢ikmis, ancak en yakin degerin

konsantrasyonundan alindig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.18).

Erken apoptotik hiicre orani kriyoprotektan gruplar1 arasinda %0.09-0.13 arasinda
degismistir. Kriyoprotektan gruplar1 arasinda en yiiksek gec apoptotik hiicre oranlart %10
DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen hiicrelerde (%6) ve %10 DMSO ile
dondurulan ve karton kutuda muhafaza edilen hiicrelerde (%4), en yiiksek nekrotik hiicre
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orani %5 DMSO ile dondurulan ve karton kutuda muhafaza edilen hiicrelerde (%76) tespit

edilmistir.

Cizelge 4.19: Si1g1r graniiloza hiicreleri 1s1 degisikligi deney grubu akis sitometrisi analiz

sonuglari
Grup | Hiicre | Kriyoprotektan Nekrotik Geg¢ Apoptotik Canh Erken

Hiicre Oram Hiicre Oram Hiicreler Apoptotik

(%) Oram Hiicre Oram

1 S-GC %5 DMSO 64.48+0.09° 0.63+0.09°¢ 36.74£0.14% | 0.13+0.012P
Mr. Frosty

2 S-GC %10 DMSO 21.45+0.424 1.51+0.12° 76.95+0.50° | 0.08+0.00°
Mr. Frosty

3 S-GC | %5 DMSO Kutu | 66.30+0.70? 0.84+0.06" 32.70+0.74° | 0.15+0.00

4 S-GC %10 DMSO 37.1240.69¢ 1.40+0.14° 61.36+0.83¢ | 0.11+0.01°¢

Kutu
5 S-GC Pozitif Kontrol 8.67+0.50° 0.35+0.07° 90.93+0.45% | 0.03+0.00¢

#€Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir. P<0.05

Cizelge 4.20: Sigir graniiloza hiicreleri 151 degisikligi deney grubu MTT analiz sonuglari

Gruplar Hiicre Kriyoprotektan Proliferasyon
1 S-GC %5 DMSO Mr. Frosty 17.67+2.14°
2 S-GC %10 DMSO Mr. Frosty 46.44+4.31°2
3 S-GC %5 DMSO Kutu 21.05+1.49P
4 S-GC %10 DMSO Kutu 42.73+3.36°

ab Siitunlarda farkli harflerle belirtilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
P<0.05

Sigir graniiloza hiicrelerinin ¢dziim sonrast hemen yapilan akis sitometrisi analiz
sonucu (Cizelge 4.19), en yiiksek canlilik oranlart % 10 DMSO ile dondurulan Mr. Frosty’de
muhafaza edilen hiicrelerden elde edilmistir. Ayni hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonrast MTT
analizinde %10 DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen hiicreler ile %10
DMSO ile dondurulan ve karton kutu i¢inde muhafaza edilen hiicrelerin proliferasyon oranlari
benzer ¢ikmis, en diisiik oranlar %5 DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen
hiicreler ve %5 DMSO ile dondurulan ve karton kutu i¢inde muhafaza edilen hiicrelerden elde
edilmistir. Kriyoprotektan gruplarinin hepsinin canlilik oranlari pozitif kontrol grubundan
diisiik ¢ikmig, ancak en yakin degerin %10 DMSO konsantrasyonundan alindigi goriilmiistiir
(Cizelge 20).
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Erken apoptotik hiicre orani kriyoprotektan gruplart arasinda %0.08-0.15 arasinda
degismistir. Kriyoprotektan gruplar1 arasinda en yiiksek gec apoptotik hiicre oranlart %10
DMSO ile dondurulan ve Mr. Frosty’de muhafaza edilen hiicrelerde (% 1.51) ve % 10 DMSO
ile dondurulan ve karton kutu i¢inde muhafaza edilen hiicrelerde (%]1.4) tespit edilmis ve
aralarinda istatistik fark bulunmamistir. En yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 %5 DMSO ile

dondurulan ve karton kutu i¢ginde muhafaza edilen hiicrelerde (%66.3) tespit edilmistir.

4.5. Mr. Frosty (deney 1), karton kutu (deney 2), kopiik kutu (deney 3) icinde

dondurulan hiicrelerin analiz sonuclari karsilastirmasi

Onceki deney gruplarindaki DMSO ve gliseroliin %5 ve %10 konsantrasyonlarimin iic

farkli muhafaza kutusu iginde -80°C derin dondurucuda dondurulan gruplarin karsilastirmasi

yapilmis ve ¢izelge 4.21- 4.24 arasinda verilmistir.

Cizelge 4.21: Koyun graniiloza hiicrelerinde Mr. Frosty, Kutu ve Kopiik koruyucu
kutularinda akis sitometrisi analiz sonuglari

Grup | Hiicre* Kriyoprotektan Mr. Frosty Kutu Canhhk Kopiik Canhhk
Canliik Orani (%) Orani (%) Oram (%)

1 K-GC %5 DMSO 78.69+0.32%¢ 72.05£1.40°C | 74.13+1.148

2 K-GC %10 DMSO 83.11+1.05% 83.38+0.44%% | 73.91+1.36"8

3 K-GC %5 GLISEROL 33.37+0.28F 53.66+1.112° | 41.91+0.86°°

4 K-GC %10 GLISEROL 71.46+0.33% 48.07+0.72°F | 45.81+0.08°

5 K-GC Pozitif Kontrol 92.60+0.20%4 92.60+0.20%4 92.60+0.20%4

*K-GC: koyun graniiloza hiicresi, istatistik farklar siitunlarda biiytik harfler ile satirlarda

kiiclik harfler ile gosterilmistir. P<0.05

Cizelge 4.22: Koyun graniiloza hiicrelerinde Mr. Frosty, Kutu ve Kopiik koruyucu
kutularinda MTT analiz sonuglari

Grup | Hiicre Kriyoprotektan Mr. Frosty Kutu Kopiik
Proliferasyon Proliferasyon Proliferasyon
Oram Oram Oram
1 K-GC %5 DMSO 142.51+10.51% 107.23+2.22%8 | 128.46+17.19%A
2 K-GC %10 DMSO 121.57+6.79* 92.82+6.84" | 110.43+£3.70%°AB
3 K-GC %5 GLISEROL 16.95+£11.03%¢ 96.76+6.62% 71.88+0.634°
4 K-GC %10 GLISEROL 45.54+5.98® 211.44431.90* | 91.37+4.05°BC

*[statistik farklar siitunlarda biiyiik harfler ile satirlarda kiiciik harfler ile gosterilmistir.

P<0.05
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Koyun graniiloza hiicrelerinin {i¢ farkli kutu kullanilarak donduruldugu deneylerin
akis sitometri sonuglarina genel olarak bakildiginda DMSO nun gliserole gore daha yiiksek
canlilik oram1 ile sonuglandigi gorilmistiir (Cizelge 4.21). DMSO’nun %5
konsantrasyonunda Mr. Frosty’de dondurulan hiicrelerin canlilik oranlarinin karton kutu ve
koptik kutuda dondurulanlardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. DMSO nun %10
konsantrasyonunda ise Mr. Frosty ve karton kutuda dondurulan hiicrelerin kopiik kutuda
dondurulanlara oranla daha yiiksek canlilik oranina sahip olduklar tespit edilmis, Mr. Frosty
ve karton kutu i¢cinde dondurulan hiicrelerin % 10 DMSO konsantrasyonunda canlilik oranlari
yiiksek olurken kopiik kutu icinde dondurulanlarda DMSO nun her iki konsantrasyonundan
da benzer sonug alinmistir. Hiicrelerin 24 saat kiiltiir sonrast yapilan MTT analiz sonuglar1 da
genel olarak benzer ¢ikmistir. Bununla birlikte gliserol konsantrasyonlarinda Mr. Frosty’de
dondurulan hiicrelerin canlilik oranlar1 oldukga diisiikken karton ve kopiikk kutularda
dondurulan hiicrelerin canlilik oranlarinin yiikseldigi ve DMSO konsantrasyonlarina yetistigi
goriilmustiir (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.23: S181r graniiloza hiicrelerinde Mr. Frosty, Kutu ve Kopiik koruyucu kutularinda
akis sitometrisi analiz sonuglari

Grup | Hiicre* Kriyoprotektan Mr. Frosty Kutu Canhilhik Kopiik Canhihk
Canhihk Oram (%) Oram (%) Oram (%)
1 S-GC %5 DMSO 67.36+1.57°C 85.45+0.29%8 | 83.14+1.46%B
2 S-GC %10 DMSO 79.76+0.838 88.80+0.08°A | 81.43+0.17°8
3 S-GC %5 GLISEROL 40.65+0.523° 37.45£0.36°° | 40.29+5.82%°
4 S-GC %10 GLISEROL 38.96:+0.34°° 46.79+1.51°%¢ | 49.04+1.23%
5 S-GC Pozitif Kontrol 90.93+0.45% 90.93+0.45% 90.93+0.45%

*S-GC: s181r graniiloza hiicresi, istatistik farklar siitunlarda biiyiik harfler ile satirlarda kiiglik
harfler ile gosterilmistir. P<0.05
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Cizelge 4.24: Sigir graniiloza hiicrelerinde hiicrelerinde Mr. Frosty, Kutu ve Kopiik koruyucu
kutularinda MTT analiz sonuglari

Grup | Hiicre Kriyoprotektan Mr. Frosty Kutu Kopiik
Proliferasyon Proliferasyon Proliferasyon
Oran Oran Orani
1 S-GC %5 DMSO 120.20+£9.07%8 71.18+2.8308 46.52+3.75%
2 S-GC %10 DMSO 89.39+6.882C 123.19+17.35%A 46.54+4.80°A
3 S-GC %5 GLISEROL 120.81+10.508 27.23+9.79°¢ 23.51+1.96"8
4 S-GC %10 GLISEROL 149.41£11.00* 44.98+7.84°BC 27.24+3.20°%8

*[statistik farklar siitunlarda biiyiik harfler ile satirlarda kiiciik harfler ile gosterilmistir.
P<0.05

Sigir graniiloza hiicrelerinin ti¢ farkli kutu kullanilarak donduruldugu deneylerin akis
sitometri sonuglarina genel olarak bakildiginda koyun hiicrelerinde oldugu gibi DMSO nun
gliserole gore daha yiiksek canlilik orani ile sonuglandigi goriilmiistiir (Cizelge 4.23). Ancak
DMSO’nun %5 konsantrasyonunda Mr. Frosty’de dondurulan hiicrelerin canlilik oranlarinin
karton kutu ve kopiik kutuda dondurulanlardan daha diisiik oldugu belirlenmistir. DMSO nun
%10 konsantrasyonunda ise Mr. Frosty ve kopiik kutuda dondurulan hiicrelerin canlik oranlar
benzer bulunurken en yiiksek oran karton kutuda dondurulan hiicrelerden elde edilmistir. Mr.
Frosty ve karton kutu i¢inde dondurulan hiicrelerin % 10 DMSO konsantrasyonunda canlilik
oranlar1 %5 DMSO konsantrasyonunda dondurulan hiicrelerden yiiksek olurken kopiik kutu
icinde dondurulanlarda DMSO nun her iki konsantrasyonundan da benzer sonug¢ alinmstir.
MTT sonuglar1 da genel olarak benzer ¢ikmistir (Cizelge 4.24). Ancak koyun hiicrelerinden
farkli olarak karton ve kopiik kutuda gliserol kullanilarak dondurulan hiicrelerin canlilik
oranlar1 oldukca diisiikken Mr. Frosty’de dondurulan hiicrelerin canlilik oranlarinin
yiikseldigi ve %10 gliserol konsantrasyonunda dondurulan hiicrelerin canlilik oranlarinin

DMSO ile dondurulan hiicreleri gegtigi goriilmiistiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Tartiyma

Gen kaynaklarinin korunabilmesi nesillerin kaybolma riskine kars1 diinyanin gelecegi
icin 6nemli bir faktordiir. Biyolojik materyallerin dondurulup ¢oziindiiriildiigiinde yasamsal
faaliyetlerin devam ettiginin kesfedilmesi kaybolan tiirleri geri getirebilme fikrini beslemistir.
Boylece gen kaynaklarinin zarar gormeden uzun yillar boyunca muhafaza edilebilmesi
amactyla dondurulmus materyallerin saklandigi gen bankalar1 kurulmustur. Hiicrelerin
saglikli bir sekilde dondurulup uzun yillar muhafaza edilebilmesi i¢in kriyoprotektan adi
verilen kimyasal maddeler sayesinde diisiilk sicakliklarda hiicre iginde olusabilecek su
kristallerinin Oniine gecilebilmektedir. Bu esnada dondurma hizi da olduk¢a 6nemli bir
faktordiir ve termal soka neden olmayacak sekilde ayarlanmasi gerekmektedir. Kolay, uygun
maliyetli ve giivenilir kriyoprezervasyon protokolleri hiicreler ile ilgili daha sonraki

calismalarin basarili ve etkili bir sekilde uygulanmasi i¢in ¢ok énemlidir.

Canli materyallerin dondurulmasinda yavas dondurma, hizli dondurma ve
vitrifikasyon adi verilen farkli yontemler kullanilmaktadir. Hiicre dondurulmasinda genelde
tercih edilen yontem yavas dondurmadir (Freshney 2005, Morris 2007). Birgok laboratuvar,
kontrollii yavas bir dondurma yaklasimi kullanarak iyi sonuglar bildirmistir. Bununla birlikte
hiicre dondurulmasinda farkli yontemlerin karsilastirildigi caligmalar vardir. Duran ve ark.
(2001) tarafindan yapilan bir ¢calismada, Hep-2 ve tavsan bobrek hiicrelerine ¢esitli dondurma
yontemleri denenmis ve hiicre canliligina olan etkileri arastirilmistir. Arastiricilar hiicrelerin
dondurulmasinda kriyoprotektan olarak %35-10 oranlarinda DMSO, gliserol ve Rowe
karigimlarini (icerigi %4.2 w/v sorbitol, %35 v/v gliserol) farklt dondurma yontemlerinde
denedikleri c¢alismalarinda, yavas dondurma metodunda hiicreleri ilk olarak +4°C’de 30
dakika, -20°C’de 30 dakika ve -70°C’de bir gece boyunca beklettikten sonra sivi azota
gecirmisler, orta hizda dondurma metodunda ilk 6nce +4°C’de 30 dakika, kristalizasyonun
baslamasi i¢in -20°C’de 30 dakika boyunca beklettikten sonra sivi azota birakmuslar, hizli
dondurma metodunda ise hiicreleri +4°C’de 30 dakika boyunca beklettikten sonra direkt sivi
azota aktarmigslardir. Yapilan bu ¢alismada ii¢ farkli dondurma yonteminden ¢ikan sonuclar
karsilastirildiginda en yiiksek hiicre canliliginin yavas dondurma metodu ile saglanmis oldugu
goriilmiis, %10 konsantrasyonunda kullanilan DMSO, gliserol ve Rowe karisimi sonuglarina
bakildiginda en yiiksek canlilik oranint DMSO’nun sagladigimi belirtilmistir. Cetinkaya ve

ark. (2009) tarafindan yapilan bir g¢alismada ise sigir kas ve kikirdak hiicrelerinin
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dondurulmasinda yavas dondurma teknigi ve vitrifikasyon teknigini karsilastirilmistir.
Kriyoprotektan madde olarak DMSO tercih edilmis ve %5-10 oranlart denenmistir.
Aragtiricilar en iyi sonucun 1°C/dk 1s1 diismesi ile yavas dondurma yonteminden alindigini
dondurma hizinin daha yavas gerceklestigi gruplarda basar1 azalirken, hizin arttirildig
gruplarda basar1 oraninin hiicre tipine gore degiskenlik gdsterdigini belirtmislerdir. DMSO
konsantrasyonlari karsilastirildiginda ise %10 oraninin uygulandigi gruplarin daha fazla basari
saglamis oldugu belirtilmistir. Cetinkaya ve Arat (2011)’1n yaptig1 baska bir ¢alismada kas ve
kikirdak hiicreleri kontrollii dondurma makinesinde 1s1mnin 0.5, 1, 2 C/dk diisiiriilmesi ile yavas
dondurulmus erigkin kikirdak hiicrelerinin canlilik oranlar sirasiyla % 60.8, %78.3, %80
olarak bulunmus ancak aralarinda istatistiksel fark tespit edilmedigi bildirilmis ve
vitrifikasyon uygulanan erigkin kikirdak hiicreleri ile de yavas dondurma sonuglarina benzer
canlilik orani elde edilmistir. Ancak ayni ¢alismada Kas hiicrelerinde en yiiksek canlilik orani
(%74) 1°C/dk 1s1 diigmesi ile dondurulan hiicrelerden elde edilirken, vitrifikasyon uygulanan
hem kas, hemde fetal kikirdak (sirastyla %49, %33) hiicrelerinde canlilik orani diismiistiir.
Naaldijk ve ark. (2013) uyguladiklar1 kontrollii hizli dondurmanin, 1°C/dk kontrollii yavag
dondurmadan ve vitrifikasyondan daha diisiik hiicre verimi ile sonu¢landigini belirtmislerdir.
Ayrica Xu ve ark. (2012) mezenkimal kok hiicrelerde hizli dondurmanin (5-10°C/dk) hiicre
iskeletine yavas dondurmadan (1°C/dk) daha fazla zarar verdigini belirtmislerdir. Bu tez
calismasinda %5 ve %10 DMSO ve gliserol konsantrasyonlar1 ile genelde daha iyi sonug
verdigi belirtilen 1°C/dk kontrollii yavag dondurma yontemi tercih edilmis, diger ¢calismalarla

benzer sekilde en yiiksek canlilik oran1 %10 DMSO konsantrasyonundan elde edilmistir.

Hiicrelerin kriyoprezervasyonunun uygun olmayan yavaglikta veya hizda yapilmasi
hiicreler i¢in oldiiriicii olabilmektedir. Hiicrenin canlilig1 etkileyen faktorlerden bazilari,
ekstra ve intraseliiler sollisyondaki Onemli degisikliklerin dondurma sirasinda suyun
uzaklagsmasina sebep olmasi ve bu sirada meydana gelen 1s1 transferleridir. Cogu hiicre hatlar
1 ila 5°C/dk 1s1 diismesi ile yavas dondurulur. Bu hizdaki farklilik hiicre tiplerine gore degisen
hiicre biiyiikliigli, membran yapist ve dayanikliligi ile ilgilidir. Bu yavas 1s1 diisiisti en iyi bir
sekilde programlanabilir dondurma cihazlari ile saglanir. Ancak daha ucuz ve pratik yontem
kalin karton, polistren veya kdpiik kutu olarak gosterilmekle birlikle en iyi alternatifin 1s1y1
-80°C’ye kadar 1°C/dk diistiren polistren 6zel bir dondurma kutusu (Mr. Frosty) oldugu
belirtilmektedir (Masters 2000, Freshney 2005, Morris 2007). Hiicre dondurulmasi ile ilgili
cesitli galismalarda bu kutunun tercih edildigi goriilmektedir (Gomez ve ark. 2008, Stacey ve
Masters 2008, (Naaldijk ve ark. 2013, 2016)). Baust ve ark. (2007), hiicrelerin kontrollii
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dondurma makinesi kullanarak 1sinin -80°C’ye kadar 1°C/dk disiiriilmesi ile yavas
dondurulmasinin, donmamis hiicrelere kiyasla esdeger hiicre verimi ile sonuglandigini
belirtirlerken, Naaldijk ve ark. (2013) Mr. Frostry’de dondurduklar hiicrelerden elde ettikleri
verimin kontrollii dondurma makinesinde donduralan hiicrelere oranla daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Iki calismada da 1s1 1°C/dK ile -80°C’ye kadar yavas diisiiriilmiis ancak iki
farkli cihaz kullanilmistir. Bu tez calismasinda Mr. Frosty’nin yani sira karton ve kdpiik
kutular i¢cinde dondurma islemi yapilmis ve sonuglar karsilastirilmistir. Istatistiksel veriler
dogrultusunda sonuglar hiicre canliligi bazinda karsilastirildiginda 1simin farkli oranlarda
yavas diismesini saglayan {i¢ koruyucu kutu i¢inde dondurulan hiicrelerin canlilik oranlarinda
biiyiik bir fark gézlenmemistir. Fakat hiicre tipi ve uygulanan kriyoprotektan cesidine bagl
olarak canlilik yiizdeleri degiskenlik gdstermistir. Bu tez calismast ve digerlerinde yavas
dondurma sonuglarindaki farklilik hiicre tipi farkina, farkli kriyoprotektan karisimlarina,
uygulamadaki farkliliklara bagli olarak meydana gelmis olabilir ancak Naaldijk ve ark.
(2013)’nin da belirttigi gibi bu farkli ortamlarda donma dinamiginin ayrintilarini kesfetmek

icin daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Naaldijk ve ark. (2013) hiicre kriyoprezervasyonu iizerine yayimlanan verilerin
birgogunun ¢6ziim sonrasi hiicre geri kazaniminin 6lgiilmesi seklinde yapildigini ((Pasch ve
ark. 1999, 2000), Rindler ve ark. 1999), ancak bunun farkli dondurma protokollerinin hiicre
tizerindeki etkisinin gozlemlenmesi i¢in yeterli olmadigini belirtmislerdir. Arastiricilar donma
ile iligkili hiicre 6liimiiniin, ¢6ziimden 24 saat sonra belirlenebildigini (Borderie ve ark. 1998,
Saraste ve Pulkki 2000) ve bir dondurma protokolii ile ilgili gbzlenen belirgin faydalarin,
hiicre ¢oziildiikten hemen sonraki ve devam eden kiiltlirlindeki zaman noktasi ile korelasyon
gostermedigini ve bu ylizden kendi ¢alismalarinda hiicreleri hem ¢bézer ¢6zmez tripan mavisi
ile boyayarak hemde kiiltiire ettikten sonra MTT ile analiz etmislerdir. Arastiricilar primer
fibroblast hiicrelerini 8 farkli protokol ile hem kontrollii dondurma makinesi, hem de Mr.
Frosty kullanarak yavas olarak, veya vitrifikasyon yontemi ile dondurduklar1 ¢aligmalarinda
¢Oziim sonrasi canlilik oranlari ile kiiltiir sonrasinda yapilan MTT analizi proliferasyon
sonuclarinin korelasyon gostermedigini belirtmislerdir. Bu ¢aligmada ¢6ziim sonrasi hemen
tespit edilen verilere gore farkli bir protokoliin, kiiltlir sonrasi elde edilen verilere gore ise
farkl1 bir protokoliin daha yiiksek canlilik orani verdigi tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda
ise hiicreler ¢6zlim sonrast hemen akis sitometrisi analizi ile ve 24 saat kiiltiir sonrasinda da
MTT ile analiz edilmis ancak daha 6nceki ¢alismadan farkli olarak her iki analiz sonuglarinin

gruplarin biiyiik ¢ogunlugunda korelasyon gdsterdigi tespit edilmistir. Sadece bazi deney
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gruplarinda ¢6ziim sonrasi hemen analiz edildiginde diisiik canlilik orani veren gliserol
dondurma gruplarimin 24 saat kiiltiir sonrasi proliferasyon oranlarinin arttigi goriilmiistiir. Bu
calismanin digerinden farkli olmasinin sebebi ¢6ziim sonrasi uygulanan akis sitometrisi analiz
yonteminin 6nceki ¢alismada uygulanan tripan mavisi yonteminden daha hassas olmasi ve

daha dogru ve giivenilir sonu¢ vermis olmasi olabilir.

Basaril1 bir dondurma islemi i¢in kullanilan kriyoprotektanin toksik etkili olmamasi
gerekir. Bu nedenle mevcut kriyoprotektanlarin farkli konsantrasyonlarinin gesitli hiicre
tiplerinde meydana getirebilecegi zararlar ve onlara alternatif olabilecek yeni
kriyoprotektanlar veya kombinasyonlar iizerinde cesitli ¢alismalar yiiriitiilmektedir. Ornegin,
Clapisson ve ark. (1999) periferik kan kok hiicreleri ile c¢alismislar ve bu hiicrelerin
dondurulmasinda Hidroksietil Nisasta (HES)’nin DMSO’dan daha az toksik etki gdstermesi
sebebi ile iki farkli dondurma grubu olusturmuslardir. Hiicrelerin bir kismi yalnizca %10
DMSO uygulamasi ile dondurulmus, bir kismi da %3 HES+%5 DMSO ¢ozeltisi uygulanarak
dondurulmustur. Calisma sonrasinda veri sonuglarina gore %3 HES+%5 DMSO c¢ozeltisinin,
uygulandigr grup hem canlilik bakimindan hem de Graniilosit Makrofaj Koloni Olusturan
Birim (GM-CFU) aktivitesi bakimindan daha basarili oldugunu bildirmislerdir. Ancak baska
bir ¢alisma tam tersi olarak HES’in daha toksik oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada Graham
ve ark. (2015) tavukdan elde ettikleri kirmiz1 kan hiicrelerinin dondurulmasinda gliserol,
DMSO ve HES c¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlarda etkilerini incelemislerdir. Gliserol
(%20), DMSO (%10), HES (%7.5, %I11.5, %20) konsantrasyonlarini uygulayarak
dondurmay1 gerceklestirmislerdir. Calisma sonrasinda nekroz ve ge¢ apoptoz degerlerine
bakildiginda %10 DMSO konsantrasyonunda %3 ve % 20, gliserol konsantrasyonunda %1
gibi diisiik degerler gozlemlenirken HES konsantrasyonlarinda % 60-80 araliginda degerler
bulunmustur. Ayrica taramali elektron mikroskobu ile inceleme sonucu en fazla membran
degisikligi %20 HES konsantrasyonunda ortaya c¢ikmistir. Arastirmacilar kriyoprotektan
olarak HES’in tek basina kullanildiginda digerlerine kiyasla basarisiz oldugunu hiicre tipi
veya kullanilan ydntemin buna sebebiyet vermis olabilecegini degerlendirilmislerdir. Buna
karsin Gomez ve ark. (2008) tarafindan dondurulmus hiicrelerin niikleer transferdeki etkisinin
arastirildigr bir calismada kedi fibroblast hiicreleri %10 DMSO uygulanarak, Mr. Frosty
icerisinde dondurulmus, nekrotik ve apoptotik hiicre oranlarmin arttig1 sonucuna varilmstir.
Naaldijk ve ark. (2016) insan deri fibroblastlarin ve keratinositlerin dondurulmasinda % 10
DMSO+% 90 FCS, %5 DMSO+%95 FCS, %5 DMSO+%5 HES+%90 FCS, % 10 HES+%90
FCS, % 10 HES+% 90 DMEM ve % 10 DMSO+% 90 DMEM gibi dondurma soliisyonlari
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uygulanmis ve canlilik {izerine ne gibi etkiler yarattigini1 arastirmislardir. Coziindiiriildiikten
sonra canlilik ve 3 giin kiiltiir sonrasinda hiicre proliferasyonlarina bakilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Keratinositlerin dondurulmasinda %10 HES veya %5 HES+%5 DMSO
¢Ozeltisi uygulamalarinda her ikisininde uygun olabilecegini belirtirken insan deri
fibroblastlarin dondurulmasinda %5 HES+%5 DMSO soliisyonunun canlilik {izerinde daha
fazla bagar1 sagladigini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda farkli konsantrasyonlarda DMSO
ve gliserol kullanilarak farkli kutularin iginde dondurma isleminin yapildigi tiim deney
gruplarinda erken apoptotik hiicre oran1 %1’in (%0.02-%0.24) altinda bulunmustur. DMSO
konsantrasyonlarinda ge¢ apoptotik hiicre oran1 %0.48-%8.63 arasinda degismistir. Bu oranlar
gliserol gruplarinda 9%0.72-%8.6 arasinda bulunmustur. Ancak nekrotik hiicre oranlari
apoptotik hiicre olanlarindan yiiksek bulunmus ve en yiiksek nekrotik hiicre oranlar1 gliserol
gruplarinda (%44.35-%70.57) goriilmiistiir. Bu oranlar DMSO gruplarin %8-%25 arasinda
degismistir. Calismamiz degerlendirildiginde DMSO birgok kosulda %10 konsantrasyonunda
basarili bulunmustur. Apototik hiicre oranlarina karsin nekrotik hiicre oranlarinin daha ytiksek
olmasi1 dondurma protokollerinin hiicreye verdigi mekanik hasarin kriyoprotektanin verdigi

toksik/apoptotik etkiden daha fazla oldugunu géstermektedir.

Uygulanan kriyoprotektanlarin dondurmadaki basarisi, dondurma protokoliine,
yonteme, malzemelere ve dondurulan hiicrenin tipine, hiicrenin ¢6ziim sonrasi
kriyoprotektana maruz kalma siiresine bagli olarak degisebilmektedir. Dondurma
soliisyonlarinda kullanilan kriyoprotektanlara uzun siire maruz kalma onun toksik etkisini
artirabilir. Nitekim Alsalim ve ark. (2018) kiiltiir ortamina %4 DMSO takviyesinin, 24 saat
sonra, %2 DMSO takviyesinin 48 saat sonra hiicre canlilig1 lizerinde 6nemli olumsuz etkiye
sahip oldugunu belirtmislerdir. Bu konsantrasyonlarda DMSO uygulamasinin siire arttik¢a
olumsuz etkisininde arttigin1 canlilik oraninin %20’nin altina diistiiglinii bildirmislerdir.
Choresca ve ark. (2010), benzer sekilde kiiltir medyumuna DMSO katilmasinin 48 saat sonra
yiiksek oranda apoptotik hiicre oranina sebep oldugunu, Koo ve ark (2009) ayni etkinin 24
saat sonra goriildiiglinii bildirmislerdir. Her iki calismada da hiicreler sinkronizasyon amaciyla
kullanilan DMSQO’ya 37°C’de kiiltiir ortaminda uzun sire maruz kalmiglardir. Bu tez
calismasinda uygulanan %5 ve %10 DMSO konsantrasyonunun apoptotik hiicre oraninda
artisa ve hiicre canliliginda ¢ok biiylik azalmaya yol agmamasmin sebebi hiicrelerin
DMSO’ya oda 1sisinda kisa slire maruz kalmasi ve hemen dondurulmasi, hizli ¢oziim

sonrasinda da DMSO’nun kisa siirede ortamdan uzaklastirilmasi olarak degerlendirilmistir.
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Elde edilen verilerin sonuglarma bakildiginda DMSO’nun gliserole gore hiicreleri,
dondurmanin zararl etkisinden daha fazla korudugu goriilmiistiir. Uygulanan %10 dozu %5’e
gore daha basarili sonuglar vermistir. Giinlimiizde yapilan dondurma c¢alismalarinda da en
fazla kullanilan kriyopretektanlardan ikisi DMSO ve gliserol olmustur. Bu iki
kriyoprotektanin  karsilagtirildigi calismalarda DMSO’nun daha iyi sonuglar verdigi
gosterilmis (Guan ve ark. 2006, Duran ve ark. 2001) ve bu nedenle gliseroliin hiicreler
lizerinde daha az toksik etki gdsterdigi bilinmesine ragmen DMSO’nun kullanilmasi
Onerilmistir. Bu sonuglar tez ¢alismamizdaki sonuglar ile uyumludur. Daha Onceki
calismalarda DMSO’nun daha iyi sonug¢ vermesinin sebebinin, hiicre icerisine gliserole gore
daha hizli diffiize olabilmesi ve bunun sonucunda da daha yiiksek kriyoprotektif etki
gostermesi oldugu degerlendirilmistir (McGann 1978, Anchordoguy ve ark. 1991, Rinkes ve
ark. 1992, Freshney 2005).

Yapilan ¢alismalarda yiiksek canlilik oranlar1 elde etmek icin sukroz, trehaloz, sigir
serum albumini (BSA), sigir serumu gibi ¢esitli sekerler, proteinler ve protein kaynaklarinin
olumlu sonuglar vermesi, onlarin hiicre dondurulmasinda kullanilan hiicre igine giremeyen
kriyoprotektan maddeler olarak adlandirilmalarini ve dondurma solusyonlarmna dahil
edilmelerini  saglamistir.  Kiiltiire  edilen  hiicrelerin ~ dondurulmasinda  standart
kriyopreservasyon protokolleri cogunlukla DMSO ve FCS igerir (Naadijk ve ark. 2016). Bazi
arastirmalarda BSA’nin kriyoprezervasyonundaki rolii arastirilmis ve hiicre kaynagina veya
tipine bagli olarak degisen sonuglar elde edilmistir (Shaw ve Trounsen 1989, Ollero ve ark.
1996, Borderie ve ark. 1998, Duran ve ark. 2001). Borderie ve ark. (1998) insan kornea
keratosit hiicrelerinin kriyo-prezervasyonunda albuminin iki farkli konsantrasyonunun hiicre
canlilig1 lizerindeki etkisini arastirdiklar1 calismada %2’den %10’a kadar degisen albumin
konsantrasyonunun hiicre canliligi iizerinde etkili olmadigini tesbit ederken, Duran ve ark.
(2001), primer tavsan bobrek ve HEp-20 devamli hiicrelerinin kriyoprezervasyonunda, 5, 10,
20 ve 30g/mL sigir serum albuminin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda en yiiksek canlilik
oranint %10 dimetil siilfoksit ve 30g/mL albumin iceren dondurma soliisyonundan elde
ettiklerini bildirmislerdir. Kearney (1991) insan deri keratinosit ve fibroblast hiicrelerinin
kriyoprezervasyonunu serum varliginda degisik kriyoprotektan maddelerin etkisini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda ise farkli dondurma ve sogutma rejimleri uygulamislar ve en iyi
neticeyi dondurma metoduna bagl olarak yiiksek serum konsantrasyonuyla elde etmislerdir.
Ayrica DMSO’nun kiiltiir medyumuna katilmasinin pH’yi yiikseltecegi ve bununda hiicre

canliligimi diisiirecegi belirtilmektedir. Bu nedenle ¢ok iyi pH kontrolii saglayan ve hiicreyi
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donmanin sebep oldugu hasara kars1 koruyan albumini yiiksek oranda i¢eren serumun DMSO
ile birlikte kullanim1 6nerilmekte, kriyoprotektan medyumunda serumun olmamasinin hiicre
canliligini diistirecegi belirtilmektedir (Morris 2007). Bu tez ¢alismasinda da DMSO ve
gliseroliin %5 ve %10 konsantrasyonunda kullanilmis, medyumdaki serum orani standart
%40 olarak uygulanmigtir. Serum igermeyen bir kriyoprotektan uygulama grubu olmadigi i¢in
serum etkisinin ¢alisilmadigi bu tez ¢aligmasinda yine de serumun kriyoprotektanlara destek
olmus olabilecegi soylenebilir. Bununla birlikte serumun oldugu ancak kriyoprotektanin
kullanilmadig1 kontrol grubunda hiicre canlilik ve proliferasyon oraninin ¢ok diisiik olmasi
basarili bir kriyopreservasyon i¢in DMSO ve gliserol gibi bir kriyoprotektana ihtiyag

oldugunu ve canlilik oraninda da belirleyici faktoriin bu iki madde oldugunu gostermektedir.

Avrupa hayvan hiicre kiiltiirleri koleksiyonu (ECACC) hiicre bankasinda dondurma
isleminin programlanabilir dondurucularda yapildigi, ¢ogunlukla ¢dziim sonrasi canliligin
%85 den fazla ve normal olarak dondurma oncesindeki canlilik oranindan ¢ok az diisiik
olmasinin beklendigi belirtilmektedir. C6ziim sonrast canliligin %75 altina diismesi basarisiz
bir dondurma iglemini gosterir ve kabul edilmez (Morris 2007). Bu tez ¢alismasinda hiicre
tipleri ve uygulanan farkli protokolere bagli olarak degiskenlik gostermekle birlikte en yiliksek
canlilik oran1 %10 DMSO konsantrasyonundan elde edilmis ve gruplarin biiyiikk kisminda

canlilik oran1 %80 nin iistliine ve bazilarinda %89 un iistiine ¢ikmustir.

Kriyoprezervasyon sonrast hiicrelerin miimkiin oldugunca hizli bir sekilde
¢Ozdiirtilmesi hiicre canlilig1 agisindan son derece kritiktir. Hizli ¢ozme ile hiicre 6liimlerinin
ve hasarlarinin meydana geldigi kritik rekristalizasyon fazi ¢abuk bir sekilde gegildiginden bu
sirada olusabilecek hiicre kayb1 veya hasarlart minimuma indirilebilmektedir (Anchordoguy
ve ark. 1987, Wolfe ve ark. 1994) ve bu yiizden hiicre yavas dondurulur ve hizli ¢oziiliir
seklinde 6zetlenen temel bilgi klasik hiicre kiiltiirii kitaplarinda yerini almistir (Masters 2000,
Freshney 2005, Morris 2007). Ancak bu temel prensibin bozulabilecegi istenmeyen durumlar
meydana gelebilir ve hiicre tam tersine yavas ¢oziilirken ayni hiicre tekrar yavas bir sekilde
donabilir. Bu durum hiicrelerin saklandigi -80°C derin dondurucularda uzun siireli elektrik
kesintilerinden sonra tekrar elektrigin gelmesi seklinde meydana gelebilir ve hiicreler fark
edilmeden derin dondurucunun iginde yavas olarak ¢oziiliir ve sonra tekrar donar. Bizim
calismamizda 1s1 degisikliginin incelendigi, bu sebeple -80'C’de donmus olarak saklanan
hiicrelerin 24 saat boyunca -20°C bekletilip tekrar -80°C’ye alindig1 deney grubunda hiicre
canliliginin ciddi bir sekilde etkilendigi goriilmiistiir. Koyun hiicrelerinde ¢oziim sonrasi

canlilik orant %21-69 arasinda degisirken, sigir hiicresinde bu oran %32-76 arasinda
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degismektedir. Burada hiicre canliligina etki eden faktoriin uygulanan kriyoprotektanin dozu
ve i¢inde bekletildigi koruyucu kutu oldugu goriilmiistiir. En yiiksek canlilik oranlari her iki
hiicrede de %10 DMSO konsantrasyonu ile dondurulan ve Mr. Frosty icerisinde 1s1
degisikligine ugrayan koyun ve sigir hiicrelerinde tespit edilmis ve sirasi ile canlilik oranlari
%69 ve %76 olarak bulunmustur. Bu veriler 15181nda 1s1 degisikliginden hiicreleri korumanin
en iyi yolu onlar1 %10 DMSO konsantrasyonunda dondurmak ve miimkiinse Mr. Frosty

igerisinde saklamaktir seklinde bir degerlendirme yapilabilir.

5.2. Sonug¢

Bu calisma s1g1r ve koyun dokularindan primer kiiltiir yontemiyle elde edilen kikirdak
ve graniiloza hiicreleri ile yapilmis, dondurmanin zararini azaltabilmek ve engelleyebilmek
i¢in kriyoprotektan olarak DMSO ve gliserol tercih edilmis ve her ikisininde %5-10 oranlari
kiyaslanmig ve tiim deney gruplarinda yavas dondurma teknigi uygulanmistir. Koyun
graniiloza hiicrelerinde DMSO ve gliseroliin %5-10 oranlarinin uygulandigi hiicrelerde ¢6ziim
sonrast hemen yapilan akis sitometrisi sonuglarina bakildiginda en yiiksek canlilik orant %5
ve %10 DMSO konsantrasyonun uygulandigi gruplarda bulunmustur ve canlilik oranlarmin
sirast ile (%78.69, %83.11) oldugu goézlemlenmistir. Gliseroliin uygulandigi deney
gruplarinda canlilik oranlart DMSO ile kiyaslandiginda daha diisiik kalmistir ve %5, %10
gliserol konsantrasyonunda canlilik yiizdeleri sirasi ile (%33.37, %71.46) olarak bulunmustur.
Kriyoprotektanin kullanilmadigi deney grubunda ise canlilik orani nerdeyse yok denecek
kadar azdir ve bu durum kriyoprotektan dnemini ortaya ¢ikarmaktadir. Hiicre proliferasyon
yiizdelerine bakildiginda MTT analiz sonuglarina gore proliferasyonun en yiiksek olarak
gozlendigi deney grubu yine DMSO gruplar1 olmustur ve dozlar arasinda istatististiksel farka
rastlanmamistir. Gliserol uygulanan gruplarda ise canlilik oranmin azaldigi gortilmistiir
(%16.95, %45.54). Koyun kikirdak hiicrelerine bakildiginda ise ¢oziindiirme sonrasi en
yiiksek canlilik ylizdesini saglayan faktor koyun grantilozalarda da oldugu gibi %5-10 DMSO
konsantrasyonu (%71.20, %89.38) olmustur. Gliserol gruplarina bakildiginda %35-10
konsantrasyondaki canlilik oranlari siras1 ile (%51.62, %75.29) olarak bulunmustur fakat bu
canlilik oranlari 24 saat kiiltiir sonrasinda diigsmiistiir ve %10 gliserol konsantrasyonunda
proliferasyon, %5 konsantrasyonuna gore daha basarili (%27.37) olsa da DMSO (%78.12) ile
kiyaslandiginda oldukca diisiiktiir. Koyun kikirdak ve graniiloza hiicrelerinde genel olarak
%10 DMSO konsantrasyonu gayet basarili sonuclar vermistir. Kriyoprotektan uygulanmadan
dondurulan hiicrelerde ise hem c¢oziildiikten sonraki canlilik yilizdesi hem de kiiltlir sonrast

proliferasyon yiizdesi yine oldukg¢a diisiik bulunmustur.
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Sigir graniiloza hiicrelerinde de ¢6ziim sonrasinda canlilik oraninda basari saglayan
faktor benzer olarak %10 DMSO konsantrasyonu olmustur (%79.76). Sigir kikirdak
hiicrelerinde ise ¢6zlim sonrasinda hiicre canliligi bakimindan yine DMSO gruplari, gliserol
gruplarina gére daha basarili bulunmustur ve konsantrasyonlar arasinda istatistiksel farka
rastlanmamistir. DMSO %35-10 konsantrasyonunda canliliklar (%74.92, %72.92) oranlarinda
bulunurken gliserol konsantrasyonunda bu canlilik oranlar1 oldukca dugiiktiir (%27.87,
%27.48). Kriyoprotektanin kullanilmadigi deney gruplarinda canlilik yiizdesi her iki hiicre
tipinde de diisiik bulunmustur (%5, %S8). Fakat 24 saat kiiltiir sonrasinda proliferasyon
oranlarina bakildiginda istatistiksel veri sonuglarina gore her iki hiicre tipinde de hem DMSO
hemde gliserol gruplardaki canlilik oranlarinin yiikseldigi dikkat ¢ekmistir. Ozellikle ¢dziim
sonrasinda canlilik yiizdeleri oldukca diisiik bulunan gliserol gruplarinda sigir graniiloza ve
kikirdak hiicreleri kiiltiir sonrast kendini toparlamayi basarmis olsalar da %10 DMSO
konsantrasyonu ¢0ziim sonrasi canlilik oranlari baz alinarak genel anlamda daha basarili
olarak degerlendirilmistir.

Koyun graniiloza hiicrelerinde direkt olarak kutu ve kopiik igerisinde dondurulmasinin
gerceklestirildigi deney gruplarinda ¢oziilme sonrasi hiicre canlilik yiizdelerine bakildiginda
en yiiksek oran DMSO konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarinda goriilmistiir. Koyun
graniiloza hiicrelerinde kutu icerisinde dondurma sonrasinda en yiiksek canlilik %10 DMSO
konsantrasyonunda (%83.38) olarak bulunmustur. Gliserol uygulanan gruplarda hiicre
canliligt DMSO’ya gore daha diistiktiir (%48, %53). Kopiik kutu icersinde dondurulan
hiicrelerde ise DMSO konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel farka rastlanmamistir ve en
yiiksek canlilik oranlart DMSO konsantrasyonlarinda bulunmustur (%73, %74). Karton kutu
ve kopiik igerisinde dondurulan hiicrelerde 24 saat kiiltiir sonrasinda proliferasyon oranlarina
bakildiginda gliserol gruplarinin kendini toparlayip canliliklarimi (%90, %211) artirdiklar
goriilmiistiir. S1gir hiicrelerinde ise hem karton hemde kopiik icerisinde dondurulan hiicrelerde
canlilik oraninin yiiksek olmasini saglayan faktor diger biitiin gruplarda da oldugu gibi
DMSO olmustur ve %5-10 konsantrasyonlart arasinda biiylik bir fark gozlemlenmemistir.
DMSO konsantrasyonlarinda canlilik oranlar1 %85-88 arasinda degisirken, kopiik kutularda
bu oran %81-83 arasinda degismektedir. Gliserol gruplarinda canlilik oranlar1 DMSO’ya
kiyasla hem kutu hemde kopiik deney grubunda da yine diisiik bulunmustur (%37-49). Genel
olarak hiicre canliliginda basarinin saglanmast DMSO uygulamas: ile saglanmis hiicrelerin

icinde bulunduklari ve 1s1y1 farkli sekilde yavas diisiiren kutularin etkisi goriilmemistir.
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Dondurulmus hiicrelerin -80°C derin dondurucuda saklandig: siire i¢inde biiyiik 1s1
degisikliklerine maruz kalmasinin ne gibi etkiler yaptigini arastirdigimiz deney gruplarinda
canliligin yliksek oldugu gruplar %10 DMSO konsantrasyonunun uygulandigi gruplar
olmustur ve Mr. Frosty igerisinde bekletilen hiicrelerde canlilik yiizdesi karton kutuda
bekletilenlere kiyasla daha yiiksek bulunmustur. DMSO’nun %10 konsantrasyonlarinda Mr.
Frosty veya kutu icerisinde -20°C’de bekletilen ve sonrasinda tekrar bulunduklart muhafazalar
icerisinde -80°C derin dondurucuda dondurulan koyun graniiloza hiicrelerinde canlilik
oranlar1 sirasi ile (%69.40, %56.46) olarak bulunmustur. Sigir graniiloza hiicrelerinde ise yine
%10 DMSO konsantrasyonlarinda daha yiiksek canlilik oranlart bulunurken bu degerler Mr.
Frosty ve kutu olmak {lizere sirasi ile (%76.95, %61.36) olarak tespit edilmistir Fakat bu
oranlarin 24 saat kiiltiirlin ardindan diistiigii dikkat ¢ekmistir ve koyun graniiloza hiicrelerinde
en yiiksek proliferasyon oran1 %10 DMSO konsantrasyonlarinda Mr. Frosty ve kutu olmak
lizere sirasi ile (%54.79, %56.67), sigir hiicrelerinde (%42.73, %46.44) olarak bulunmustur.
Is1 degisiminin hiicreler lizerinde oldukc¢a olumsuz etkisi bu deney grubu ile birkez daha
goriilmiistiir. Bu olumsuz etki sonucunda canlilik oraninin yiliksek olmasini saglayan etmen
ilk olarak hiicrelerin i¢inde bulundugu koruyucu kutu ve sonrasinda hiicrelerin donduruldugu
kriyoprotektan ve uygulanan konsantrasyonu olmustur. Mr. Frosty igerisinde hiicrelerin
saklanmast ve ayni zamanda %10 konsantrasyonunda DMSO uygulamasi ile en yiiksek
canlilik oran1 elde edilmis, 1s1 degisikliginin bu sartlar saglandiginda daha iyi tolere

edilebildigi sonucuna varilmistir.

Bu c¢alismada hiicre canlilik oranlarinin yiiksek olarak elde edilmesi 6nemli bir
husustur. Calisma genelinde apoptoz oranlar1 genel olarak nekrotik hiicre oranlarindan daha
diisiik bulunmustur. Apoptotik hiicre oranlariin diisiik bulunmasi hiicre canlilik oranindaki
diisiikliiglin apoptozise neden olan DNA hasarindan ziyade, kiiltiirlerdeki manipiilasyonlarin
(pasajlama, tripsinleme, pipetleme) veya hiicre dondurma ve ¢dzme islemlerinin hiicre
membraninda olusturdugu hasar sebebiyle nekrotik hiicre olusumuna bagli oldugu izlenimini
vermektedir. Nekrotik hiicre oraninin DMSO’ya kiyasla gliserol uygulanan gruplarda daha
yiiksek olmasi, DMSO’nun hiicreleri donma ve ¢6ziilmenin verdigi mekanik etkiden daha 1yi
korudugunu gdstermektedir. Bunun sebebi olarak DMSO’nun gliserole gore hiicre igerisine
daha hizli diffiize olabilmesi olabilir. Calismamizda DMSO’nun ¢ok yiiksek apoptotik etki
gostermemis olmasi dondurma ve ¢6ziim islemleri sirasinda toksik etkisinde kaginmak icin
hizli davranilmasina ve ¢o6ziim sirasinda DMSO’nun ortamdan hemen uzaklastirilmasina

baglanabilir. Dondurmanin basaris1 kriyoprotektan secimi ve konsantrasyonunun yani sira
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hiicre kiiltiir kosullari, medyumlari, tripsin konsantrasyonu, uygulama siiresi, hiicrenin dig
ortamda bekletildigi siire gibi bircok farkli etmene bagli olarak degisebilir. Ayrica hiicre tipi
de sonuglar1 etkileyen onemli bir faktérdiir. Bu nedenle her basamakta titiz davranilmali ve
her hiicre tipi i¢in farkli gereksinimler olabilecegi diisiiniilerek dondurma protokolii optimize

edilmelidir.
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