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DEGIiSiK DOKU ORNEKLER ININ FARKLI SAKLAMA SURELER iNDE
KORUNMASI VE V ITRIFIKASYON YONTEM INiN PRIMER KULTURLER
UZERINE OLAN ETKIiSININ FARKLI YONTEMLER UYGULAYARAK
ARASTIRILMASI

OZET

Sunulan tez calmasinda koyun ve @ra ait kas ve kikirdak dokularina uygulanan
farkll saklama sureleri ve vitrifikasyon yontemingmimer kiltir ve dokular tzerindeki
etkileri incelenmgtir. Bu amacla, hicre elde edilmesi ve elde ediaarelerin canhlik ve
kullanilabilirlikleri farkh yontemlerle argiinimistir. Bu calsma biyobankalar igin
dokularin saklanabilirii ve bunlardan elde edilen hicrelerin Nuikleer TfangNT)
calismalarinda kullanilabilirgini gdstermek amaci ile tasarlarym.

Calismada stir ve koyun turlerine ait olan kas ve kikirdak diaku4°C’de 5, 48,
72, 96 ve 216 saat boyunca bekletgtini Belirtilen sureler sonrasinda taze (saklama
sonrasi hemen ekim yapilan) ve vitrifikasyon yontéde dondurulup ¢oziulen dokularin
ekim baarisi, saklama suresi ve vitrifikasyonun primer tlil Gzerine etkileri
incelenmgtir.

Primer kulttrler sonrasinda elde edilen hticrelantikorlar ile karakterizasyonlari
yapllms ve Hematoksilen-Eosin (H-E) boyasi ile de morfidoj incelenmstir.
Populasyon katlanma zamanlari ve proliferatif dklelti incelenerek hicrelerin aktiviteleri
karsilastiriimistir. Her grup icin apoptotik hiicre oranlari belmteis ve gruplar arasindaki
farkhliklar istatistiki olarak dgerlendirilmistir. Hicrelerin Nukleer Transfer canalarinda
kullanilabilirligini gostermek amaciyla hicre siuklus fazlarindann ol@d0-G1 fazi
incelenmitir.

Sonuglar, vitrifikasyon yonteminin kas ve kikirdaékularinda kolaylikla ve kari
ile uygulanabilecgini gostermgtir. Vitrifikasyon sonrasinda her iki tipteki dokad da
basari ile hicreler elde edilerek tanimlagtm Apoptotik hicre oranlarinda gruplar
arasinda fark bulunmazken hicre siklus analizleri@D/G1 fazi bakimindan taze ve
vitrifiye gruplar arasinda fark bulunmgur. Sonuc¢ olarak; vitrifikasyon ydnteminin
dokularin saklanmasi amaciyla biyobankalar icineraltif bir yontem olarak

uygulanabilirligi gosterilmitir.

Anahtar Kelimeler: KriyopreservasyonKas Dokusu, Kikirdak Dokusu, Vitrifikasyon,
Biyobankalar



PRESERVATION OF DIFFERENT TISSUE TYPES AT DIFFERENT TIME
PERIODS AND INVESTIGATION OF EFFECTS OF VITRIFICATI ON ON
PRIMARY CULTURES BY USING DIFFERENT METHODS

In the present study it was aimed to investigagetdmporal post-mortem limits,
within which there will be guarantees of obtainlivgng cells from several tissues (muscle
and cartilage) of sheep and cattle and the effeeitrification on the ability of cells from
tissues and tissues stored at different times.tismpurpose, obtaining cells from tissues,
their viability and usability were investigated loyfferent techniques. This study was
designed to show the cryopreservation of tissuepkesrfor biobanks and the use of cells
obtained from vitrified tissues for Nuclear TransfidT) studies.

In this study, the muscle tissue and auricularilegg from bovine and sheep were
stored at 4°C for 5, 48, 72, 96 and 216 hours pustem (hpm). Tissue samples were
sorted into two groups: one group was in vitro udt immediately after storage and the
other was vitrified after storage and then in vitrdtured. The effect of vitrification on
primary tissue cultures was investigated.

The characterization of cells obtained from primasgue culture were done with
antibodies and general morphological features vievestigated by Hematoxylin-eosin
staining. The activities of cells were compared pgpulation doubling time and
proliferative activity assay. The apoptosis ratesrevdetermined for each group and
differences between groups were evaluated by stati@nalysis. The cell cycle analysis
was done and the percentage of cells in GO/G1 phasealetermined to show the usability
of cells in NT studies.

The results of the present study showed that i¢itatibn method can be used easily
and successfully for muscle and cartilage tissugo$zs. The living cells could be obtained
from both muscle and cartilage tissue samples aftefication and these cells were
characterized. There was no significant differebeeveen fresh and vitrified groups in
terms of apoptotic features. However, there wasifsognt difference between fresh and
vitrified groups in cell cycle analysis in GO/Glgse. In conclusion, it was showed that
vitrification method would be used as an alterretmethod for cryopreservation of the
different tissue types in biobanking.

Key Words: Cryopreservation, Muscle Tissue, Cartilage TisMikeification, Biobanks
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SIMGELER ve KISALTMALAR
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1.GIRIS

Biyolojik materyallerin uygun durumda korunmalagin biyolojik/medikal bilim,
tarim ve biyoteknoloji alanlarindaki gginelere ve bilgi birikimlerine gereksinim vardir.
Hayvan hicre hatlarinin uzun sireli korunmasi, icarganizmalarin kriyoprezervasyonu
(dondurarak koruma) bilim alaninin yeni bir alt idal. Ayrica son zamanlarda doku
kriyoprezervasyonunun tarimsal alanlarda uygulammeaguler bir konu haline gelgiek
olarak tehlike altindaki tirlere ait doku ve hieral kriyoprezervasyonu McLaren (2000)
tarafindan bgari ile uygulamaya aktarilgtir. Biyomedikal alaninda sadece hicrelerin
dondurularak saklanmasigleayni zamanda dokularinda dondurularak saklantasmli
bir uygulamadir (McLaren, 2000poku dondurma caimalari bu zamana kadar deney

hayvanlari ve az olarak da ciftlik hayvanlari tmde yapilmgtir (Day and Stacey, 2007).

Yillar boyunca, tdrlerin korunmasinda in situ vieolejik koruma yodntemlerine
agirhk verilmistir. Halbuki in situ koruma kicuk populasyonlar yaban hayvanlari icin
etkili bir koruma yontemi dgldir (Gafan et al. 2010; Leon-Quinto et al. 2008gnetik
olarak dgerli hayvanlarin embriyolari ve gametlerinin (oogé& sperma) saklanmasi ve
kriyoprezervasyonu biyolojik bankalarin temeliniuglrmaktadir (Leon-Quinto et al.
2009; Nel-Themaat et al. 2007). Ancak gamet ve golarin kullanilmasi halinde sirekli
olarak bankaya yenilerinin konulmasinin gerekli atm ve 06zellikle elde edilebilen
embriyo sayisinin diikligii kullanim alanini sinirlamaktadir (Nel-Themaatakt2007;
Ryder, 2002). Donor hayvanlarin élgmidlmasi ve/veya utdlamaz durumda olmalari
halinde ise gamet ve embriyo alimi mimkin olmamakta da sdreklilik
sglanamamaktadir. Bu nedenlerden dolayi, hicrelerine/veya  dokularin
kriyoprezervasyonu biyobankalar icin kritik bir gne sahip olmaktadir. Hiicre veya doku
biyobankalarinin devamlginin sglanmasi embriyo ve/veya gamet biyobankalarina gore

daha ucuz ve kolay olacaktir (Leon-Quinto et aD90

Farkli tirlerde yapilan Barili klonlama cakmalarindan sonra, somatik hucre
nikleer transferi (NT) tehlike altindaki tirlerimikinmasi amaciyla alternatif bir yéntem
olarak onerilmektedir (Andrabi and Maxwell, 2007yder, 2002; Wildt and Wemmer,
1999). Tehlike altindaki &ir turinde yapilan klonlama cginasi bu duruma iyi bir



ornektir (Wells et al. 1998). Bu nedenle, korumagpamlari i¢in biyobankalara sadece
gametler ve/veya embriyolarin alinmasinin yani saiaatik htcreler gibi ger biyolojik
kaynaklarinda bu programlara dahil edilmeleri dnegktedir (Lean-Quinto et al. 2009).
Tarlerin geri kazanilmasi gereginde, dondurulmg drnekler toplanip klon bireylerin
dretimi icin kullanilabilir (Smith et al. 2000). NKleer transfer (NT) camalarinda
kullanilacak olan somatik hicrelerin belirli birdré siklusunda olmasi tercih edilmektedir.
Bu nedenle NT icin, hicre siklusunun GO/G1 faziddgal olarak kalmy olan hicreler
(grantloza, kumulus hucreleri) veya farkli yontemmile (kontak inhibisyon, serum agii
veya inhibitorler) bu faza getirilmiolan hicreler kullaniimaktadir (Arat ve ark. 2011,
Gibbons et al. 2002). Bu sebepten dolay! dokuldandurulmalari sonrasinda elde edilen
hiicrelerin de hicre sikluslarinin ayarlanmasi veinddikleri onemli bir argtirma

konusudur.

Doku ve hucre kriyoprezervasyonunda en o6nemli bakarklon canlilarin
uretilmesi icin gerekli olan canh hicrelerin ele@ilmesidir. Yava dondurma yontemi ile
dondurulan hicrelerden klon canlilarin Grefiidrapor edilmgtir (Arat ve ark. 2011;
Gibbons et al. 2002). Yayaondurma yonteminde; sicaklkontrolli digtirmek igin 6zel
dondurma ekipmanina ihtiya¢ duyulmakta ve dondugteani uzun zaman almaktadir. Bu
nedenlerden dolayi; vitrifikasyon gibi cihaza ilty duymayan, kisa slrede dondurma
isleminin gerceklgtigi ve maliyeti diguk alternatif yontemler gafirilmistir. Oosit, zigot
ve embriyolarin  kriyoprezervasyonlari i¢in gemlukla vitrifikasyon yontemi
kullaniimasina rgmen hayvan dokularinin kriyoprezervasyonlari icindifikasyonun
kullanildigi doku dondurma c¢aimalari da bulunmaktadir. Fakat bu galalar cgunlukla
deri dokusu ile sinirh kalngtir (Silvestre et al. 2002; 2003; 2004; Vajta et24l09).

Dokularin  kriyoprezervasyonu ve/veya saklanmasindgamra sglikli hicre
populasyonlarinin elde edilmesinde doku drneklertoplanmasi da (6lim sonrasi zaman,
cevresel sicaklik v.b) olduk¢ca 6nemli bir basamalkdokusu saklanmak istenen hayvan
dokusu alinamadan 6lebilir. Bu gibi durumlarda canl 6liminden sonraki hangi zaman
zarfinda orneklerin toplangh kriyoprezervasyondan sonra canli hicre elde leidliidegi
acisindan onemlidir (Silvestre et al. 2003).



Ulkemiz biyolojik caitlilik agisindan diinyada biyik bir 6neme sahipfu
cssitlilik icerisinde yer alan yerli hayvan irklarinda oldukga onemlidir. Fakat cevresel
degisimler nedeniyle yerli irklarimizin sayilari azalnadir. Anadolu topraklarinda
yasayarak uyum g#amis, yapay seleksiyonlara maruz kalmadiklari icin devuzlari
daralmamy, cevre kgullarina ve hastaliklara direncli olan yerli irklanzin korunmasi bu
gen havuzunun devami acgisindan buydk Oneme sahigérli hayvan caitli ginin
korunmasinin  6nemi Interlaken Deklarasyonu ile rlesimis ve olwturulan plan
Tarkiye’de dahil olmak tzere 109 Ullke tarafindarbddaedilmitir (FAO, 2007). Bu
nedenle; Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakgniie yerli evcil irklarin embriyo, sperma,
hiicre ve DNA’larinin saklanmasina yonelik bir proy@apiims ve tamamlanngtir
(Turkhaygen-1 Projesi, KAMAG 106G005). Bu projeriair parcasi olarak da, hicre
bankasinin alternatifi olabilecek doku dondurmasgadlari yer almaktadir. Bu kapsamda
yapilan cagmalar tez caymasi olarak yapilmive dokulardan canli hiicre elde edebilmek
icin 6lim sonrasi gecen sure belirlegrayrica gametlerin dondurulmasinda yaygin olarak
kullanilan vitrifikasyon tekriinin dokularin dondurulmasinda kullaniimasi ileesketdilen
sonuclar dgerlendirilmistir. Yapilan analizler ile dondurulup ¢ozilen dakwlan elde

edilen hicrelerin 6zellikleri incelengtir.



1.1. Amag ve kapsam

Sunulan tez cajmasinda dokular Uzerine uygulanan farkl saklameelsfti ve
vitrifikasyonun primer kulttr Gzerine etkileri inemmistir. Vitrifiye edilen ve taze ekim
yapilan dokulardan elde edilen hicrelerin canhbhklincelenerek ayni zamanda bu
hicrelerin  GO/G1 fazina senkronize edilebilme psiggilerinin  belirlenmesi

amaclanmytir.

Bu bolimde sunulan tez cahasi kapsaminda gerceftielen deneylerin yapiflariyla
ilgili aciklamalara yer verilecektir. Deneyin illk@masinda §ir ve koyundan alinan kas ve
kikirdak dokulari 4°C’de 5, 48, 72, 96 ve 216 shekletiimistir. Belirlenen surelerde
bekletilen dokular taze ve vitrifiye olmak lzere @na gruba ayrilmtir. Taze gruplarda;
dokular 4°C’de bekletildikten ve herhangi bileme tabi tutulmadan primer kalttrleri
yapilms ve kontrol grubu olarak kullanilglardir. Vitrifiye gruplarda ise; dokular 4°C’de
farkli surelerde bekletildikten sonra Gere¢ ve Yomt bolumuinde ayrintisi verilen
vitrifikasyon tekngine gore dondurulmuve ¢ozulmglerdir. C6zme gleminin ardindan

dokularin primer kultirleri yapilngiir.

Primer kultirler sonrasinda dokularin yapa Ozellikleri ve konfluensi zamanlari
karsilastirilmistir. Primer kultir sonrasi elde edilen hucreleriopplasyon katlanma
zamanlari ve sayilarl, apoptozis ve hicre siklu®d/@3) oranlari belirlenngtir.
Immunofloresans boyamalar ile hiicreler karakterdibngs ve histolojik boyamalar ile de

morfolojileri belirlenmitir.

Yapilan calgmalar ile farkli surelerde bekletilen iki farkl kio tipinin vitrifikasyon
yontemi ile dondurulup ¢6zilme sonrasi ve taze kkinfkasilastirilarak dondurma-¢cézme
isleminin dokular ve bu dokulardan elde edilen hiaréizerine etkileri karlastirilmistir.
Elde edilen hicrelerin normal ve serum g@aicuygulanmg kultir kogullarindaki apoptozis
ve hulcre siklus oranlari incelerytii. Biyobankalar igin alternatif bir yontem olarak

distintlen doku dondurmaleminin islevselligi aragtiriimistir.



1.2. Hipotezler

Biyobankalarda genelde saklanan materyaller gamediehlcrelerdir. Hicrelerin
saklanmasi icin oncelikle dokulardan hicrelerineeddliimesi gerekmektedir. Bglem
icin ise; yeni alinny dokularin en fazla ¢ gun icerisinde mekanik yadam yardimi ile
parcalanarak ekimlerinin yapilmasi gerekmektedu.daklanmak istenen canlinin 6lmesi
ve/veya yaban hayati icin her zaman mumkin olamtadak Bu nedenle dokularin
alinmasini takiben hangi ginlere kadar canl higtde edilebilecg bu tez cagmasinin

konularindan birisidir.

Bir diger calgma konusu ise; gametlerin dondurulmasindgabaile uygulanan
vitrifikasyon yonteminin dokular i¢in uygulanmase sonuclarin dgerlendiriimesidir.
Literatiirde deri dokusu ile yapilan gahalar girhikhidir. Tez calsmasi kapsaminda kas ve
kikirdak dokularina da uygulanan vitrifikasyon y&minin canli hiicre elde etmedeki

basarisi kagilastiriimistir.

Dondurulup ¢6zulen dokulardan elde edilen iki Fatibteki hiicrenin canhliklar ve

hicre siklus analizleri incelengtir.

Biyobankalarda saklanan gametler ve hicrelereratérolarak dgunilen doku
dondurma cagjmalarinin etkinigini ve baarisini gostermek tez c¢ghasinin ana
hipotezidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BEYOBANKALAR VE ONEMLER i

Biyolojik cesitlilik; ekosistemlerin insanlarin refahi icin géteolan ygam destek
surecini surdurebilme yetegiain ve sglikl bir gcevrenin gostergesidir. Biyogesitfiln
tur ceitlili ginden daha kapsamh olmasinin nedeni genleri deisige almasidir.
Genetik ceitlilik; cevreye adaptasyon, hastaliklara direnklilgibi 6zelliklerden
sorumludur.izole olan populasyonlarda genetikitédik azalmakta bu nedenle de yok
olmaya kag1 daha direncgsiz hale gelmektedirler.

Sanayilemenin ve nufusun hizli bigekilde artmasi ve buna $la olarak besin
ihtiyaclarinin artmasi, kiresel iIsinmaggen cevresartlari, bilingsiz tiketim ve islah
calismalar nedeniyle bitki ve hayvan genetik kaynakldaha fazla zarar gormeye
baslamistir. Birgok bitki ve hayvan tirt ya yok olmya da yok olma tehlikesi ile kar
karsiya gelmitir. Bu durum dzerinde bir yol haritasinin gturulmasi gerekliki
Uzerine cakmalar balamistir. ilk olarak, 1992 yilinda Birkemis Milletler tarafindan
“Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi” olusturulmus ve Birlesmis Milletlere tye dlkeler igin
genetik kaynaklarin ve g#ili gin korunmasi 6nemli hale gelgir (FAO, 2005;
Katkov, 2012). Bu stzdmenin amaclar; biyolojik ¢lili gin korunmasi, biyolojik
¢ssitlili gi olusturan unsurlardan surdurtlebilir kullanimirglsamasi, genetik kaynaklar
ile teknoloji Uzerinde sahip olunan biutin haklakkdie alinarak bu kaynaklara
gerezsince ulgimin ve transferinin ganmasi; uygun finansmanin tedariki de dabhil
olmak Uzere bu kaynaklarin kullanimindangaie faydalarin tim dinya Ulkeleri

arasinda @t ve hakca paykalmasidir (Dilbirligi, 2007).

Bu kapsamda; Birkenis Milletler altinda Gida ve Tarim Orgitii (Food and
Agricultural Organization, FAO) Hayvan Genetik Katari Grubu olgturarak hayvan
genetik kaynaklarinin kullanimi ve dizenlenmesilgéi stratejiler belirlemgtir (FAO,
2005). Genetik ¢gtlili gin azalmasini ve/veya yok olmasini engellemekarril sahip
olduklarn 6zel genleri asirip korumak ve gerelginde kullanmak, kaybedilen

cssitlili gin tekrar yapilandiriimasini gamak icin Ulkeler ya in vivo (canli) ya da in
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vitro (dondurarak) yontemlerle genetik kaynaklatkworuma altina almaktadir (ERFP,
2003). Ulkelerin ulusal koordinatorleri; yerel géikekaynaklarinin korunmasindan

sorumludurlar. FAO’ya Uye ulkeler arasinda Turkdeeyer almaktadir.

Ulkemiz biyocaitlilik ve genetik kaynaklar acisindan en zengikelér arasinda
yer almaktadir ve bu agidan kiresel bir 6neme Sahlglkemizin biyogaitlili ginin
korunmasinda; Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakamin olusturdusu bir komisyon
tarafindan cagmalar yuruttlmektedir. Irklarin korunmasi iki ydé iolmaktadir: in-situ
(yerinde koruma) ve ex-situ (ygtirme surtleri ile canli koruma; in-vivo ve genetik
materyalin dondurularak korunmasi; in-vitro) (H&004).in-situ ve yettirme sriileri
ile koruma stratejileri turlerin korunmasinda iyirds yontem olmasina kghk
ekonomik olarak olduk¢ca masrafli koruma yontemieridim irk ve tdrlerin bu
yontemlerle korunmasi da ayrica mumkurgitder. Bu nedenle dondurarak koruma
yontemleri yani biyobankalar turlerin korunmasindlaukca onemli bir yere sahip
olmustur. 1950’li yillarda kriyoprotektanlarin bulunmasie sperma dondurma
calismalar yapilmy ve ¢ozinme sonrasinda gebelikler elde edilmiBunu takiben
1970'li yillarda fare embriyolarinin yayadondurma tekm ile dondurulmasi ve
¢bzinme sonrasinda dasball sonuclar elde edilstir. Fare ¢cakmalarinin ardindan
sigir, koyun ve daha bircok ciftik hayvaninda da eiybr dondurma yontemi
uygulanmgtir. Turlerin korunmasinda da gturulacak biyobankalar icin dncelikle
embriyo ve spermalarin saklanmasingldranstir. Embriyo ve spermanin yok olan bir
turin geri getiriimesinde yeterli olaga distntlmistir (Gandini and Oldenbroek,
1999). Somatik hucrelerden yapilan klonlama sgahisi sonrasinda canli klon olan
Dolly’nin dogumu somatik hicrelerinde tirlerin geri kazaniimdaimlduk¢ca dnemli
oldugunu gostermi ve biyobankalarda korunmasi gerekiliii ortaya ¢ikarmgtir. Son
10 yil icinde biyobankalar icin dokularinda dondarak saklanabileg@ ve bu
dokulardan s@ikli hiicrelerin elde edilebile@ebasari ile gosterilmytir.



Ulkemizdeki koruma ¢aymalari 1995 yilindan itibaren yiritilmektedik olarak
in-situ ve yettirme sdrdleri ile koruma c¢amalarina bglanmg ve 2007 yilinda
TUBITAK KAMAG 1007 kapsaminda hazirlanan “TURKE YERLI EVCIL
HAYVAN GENETIK KAYNAKLARINDAN BAZILARININ IN VITRO
KORUNMASI VE ON MOLEKULER TANIMLANMASI-I (TURKHAYGE N-1)” ile
de dondurarak saklama gahalari yapilmgtir. Bu proje kapsaminda 13 koyun irki
(Karayaka Koyunu, Herik Koyunu, Gokceada Koyunurdggil Koyunu, Morkaraman
Koyunu, Akkaraman Koyunu, Kivircik Koyunulvesi Koyunu, Dglic Koyunu,
Cinecapari Koyunu, Hegm Koyunu, Norduz Koyunu, Sakiz Koyunu), @sirki (Boz
Sigin, Yerli Kara Sgiri, Dogu Anadolu Kirmizisi Siri, Guney Anadolu Kirmizisi
Sigin, Zavot Sgiri, Yerli Guney Sarisi §ir1), 5 keci irki (Ankara Kegisi, Kilis Kegisi,
Kil Keci, Norduz Kegcisi), Anadolu mandasi ve 5 Atina (Ayvacik Midillisi, Canik,
Malakan, Hinisin Kolu Kisasi, Cukurova) ait 1500ekin hticre, DNA, embriyo ve
sperma bankalar gjturulmustur. Olwsturulan bu biyobankalar ile tlkemiz dinyada
genetik csitlili gini tam koruma altina alan 22 llke arasina gjtimiAyrica bu bankada
muhafaza edilen hicrelerden 5 adetligh klon Uretilmistir (Arat ve ark. 2011). Bu
klonlarin hepsi 3 yani doldurmy ve iki tanesi birer saikli buzagl dogurmuwstur. Bu
calisma biyobankalarin gelecekte kaybolacak turlerini ggtiriimesinde bgari ile

kullanilabilecginin en 6nemli kanitidir.

2.2. DONDURARAK KORUMA YONTEM I (KRIYOPREZERVASYON)

Tam canlilarin belirli bir ygam sureleri vardir. Bu yam sureleri igerisinde birgok
degisiklige maruz kalabilirler. Canlilarin yamsal faaliyetlerinin sinirlandiriimasi
bircok calsma igin 6nemli bir gamadir. Yaamsal faaliyetlerin durdurulmasi veya
yavaglatilmasi digik sicakliklarda mumkin olabilmekte ve ayni zamaetkli bir
saklama keulu olusturmaktadir. Okaryatik canlilarin hiicre ve dokuidaki su
iceriginin %80’den fazla olmasi nedeniyle 0°C’nin altikdsicakliklarda buz kristalleri
olusur (Day and Stacey, 2007). @&an buz kristalleri ¢6zindirme esnasinda hicrelere
zarar verir (Seki and Mazur, 2011). ok sicakliklarda koruma ve ¢6zliinme sonrasi

yuksek canlilik elde edebilmek icin bircok gatia yapiimstir.



Basarili bir kriyoprezervasyonda bilinmesi gereken aiga etmen vardir: suyun
davrangl, sgguma sonrasi okabilecek hasar ve gogun zararli etkilerinden koruyucu
kimyasal maddeler (kriyoprotektanlar) (Walker anagpky, 2008). Bunlara ek olarak
dondurulacak olan 6rgen fiziksel 6zellikleri ve s@utma hizi da dondurma gaisini
etkileyen dger 6nemli faktorlerdir. Ornek olarak, hiicresel yapiolmadg DNA, viriis
gibi drnekleri korumak igin -80°C dondurucular yditelurken doku gibi kompleks
yapilarin birden fazla hicre tipi icermesi, su iigderinin farkh olmasi ve
kriyoprotektanlari gecirme hizlarinin farklihk désmesi gibi nedenlerden dolayi
kriyoprezervasyonlari daha kompleks bgtem gerektirir (Day and Stacey, 2007;
Katkov, 2012).

Kriyoprezervasyonun iki amaci vardir. Birincisi ékterde biyolojik durgunigun
sglandgl disuk sicaklgin tespit edilmesidir. B kriyojenik ¢evre uygulamasiyla
ornekteki enerjinin  azaltilmasi ve kimyasal-biydto] aktivitelerin birlikte
korunabilecgi diisiik enerijili kati halin elde edilebilmesidikincisi ise hiicre icerisinde
buz kristallerinin olgumunun engellenmesidir. Buz kristallerinin glmu hucresel
yaplya zarar vererek ¢6zinme sonrasi gyile ve canliliklari tizerine olumsuz etkiye
sahiptir. Protokoller uygulanirken érneklerin donda slemi esnasinda maruz katdi
stresin miktari ve ¢6zinme sonrasindaki apoptozisurdlari da mutlaka dikkate
alinmahdir (Katkov, 2012).

Dondurmanin zararh etkilerinden koruma gadalari, 1949 yilinda gliserolin
kesfedilmesi ile birgcok hayvan hicresinin daa ile dondurulmasina ve ¢6zindirme
sonrasinda yuksek canlilik orani elde etmeye olassailamistir. Polge, Smith, ve
Parkes (1949) kuspermalarina %10-20 oraninda gliserol katilmaswusonda -80
°C’de dondurduklarinda canhliklarini koruduklarirgostermglerdir. Bu teoride
gliserolun hicre icerisindeki ¢c6ziinen madde mikiaarttirarak buz kristal ofumunu
azalttgl ve hicrelerin daha az hasar gordikleri 6ne sigkiledir. Bu calkmay takiben
yapilan cagmalarda, giir embriyolarinin dondurulup ¢ozilmesi ve sonrasiradici
annelere transferleri sonucunda gebelikler elddmegir. Bu o6ncil cakmalarin
ardindan kriyoprotektanlar, &otma oranlari, konsantrasyonlari ve buz kristal
olusumlari ile ilgili bircok aratirma yapilmgtir (Akkog, 2012; Day and Stacey, 2007,
Katkov, 2012).



Kriyoprotektan maddeler hicre membranindan gecmd@likierine gore ikiye
ayrilir. Hicre icerisine nufuz edebilen kriyopratmiar digik molekuler &irliga
sahiptir ve bu grup icerisindeki kimyasallar, diitsgtifoksit (DMSO), gliserol, etilen
glikol (EG), 1.2 propanediol, 2.3 biutanediol, ptepiglikol ve dger bazi alkollerdir.
Bu durumda hcrelerin icerisindeki osmotik basinmnunabilmesi igin kriyoprotektan
maddeler hicre igerisindeki su ile yer gdd#rirler. Hucre ici materyallerin
konsantrasyonlarinin azalmasi ile materyaller igtkili donma noktasi okur, ds
sicaklik d@ru olarak dizenlenir ve bu sayede buz kristallarioiusumu engellenmgi
olur. -130°C’nin altindaki sicakliklarda kalan isfaz ¢ok az enerjiye sahiptir ki uzun
vadede molekuler matriksleri ve kisa vade de yani ¥apilarin dizenlenmesinigar.
Bu gruptaki kriyoprotektanlar suda yiuksek orandatg@bilme 6zelfiine sahiptirler.
Su ve su icerisinde ¢d6zunen maddelerin gecirgeanlitdle, sicaklikta 6énemli bir etken
olusturur. Hucre icine nufuz edemeyen kriyoprotektants diguk molekul girlikli
(glikoz, sukroz, trehaloz, rafinoz, galaktoz veeti bazisekerler) ve yiksek molekil
agirhkh (polivinil alkol; PVA, polivinil pirrolidon; PVP ve dger bazi polimerler)
molekdller olarak kendi iclerinde ikiye ayrilir. Riikk molekul &irlikh olanlar, donma
sirasinda buz kristal alumunu azaltmak igin $otmadan oOnce hicreleri dehidre
ederler. Dguk molekdl &irhkh olanlarin kullaniminda programlanabilir kioallt
soggutma cihazlari ile sgutma hizinin ayarlanmasina gereksinim duyarlar. Séikk
konsantrasyonlardaki  kriyoprotektanlarin daha azz bikristali olwturdusu
disinulmektedir. Yuksek konsantrasyonda kriyoprotektgigulamasi ve cok hizl
sosutma ile buz kristalleri okmadan dondurmak mumkin olabilmektedir (Akkog,
2012; Gordon, 2003; Katkov, 2012; Palasz afapletoft, 1996; Sarkaya ve Bdls,
2003)
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2.2.1. Kriyoprezervasyon Ydntemleri

Kriyoprezervasyon farkli yontemler ile yapilabilne#ir. Bunlar geleneksel yaya

dondurma, hizli dondurma ve camsi yap! yontemiifjkasyon) ile dondurmadir.

2.2.1.1. Yava Dondurma

Yavas dondurma sisteminde buz kristallers éirtamda ilk olarak okur. Boylece
hiicre igerisindeki suyun kimyasal potansiyeli medyigerisindeki suyun kimyasal
potansiyeline gore dinesine neden olur ki bu farklihk osmotik basinanretkisi ile
suyun hicreden ayrilaraksdbrtamda donmasini @ar (Seki and Mazur, 2009). Yava
dondurma yontemi ile eritrosit, bircok l6kosit, iin ve embriyonik kok hicreler,
umblikal kord, bircok somatik hiicre hatti ve en miisi de implantasyon 6ncesi
embriyolar gibi birgok hiicre kari ile dondurulmgtur (Seki and Mazur, 2009). Yine de
bu yontemle de lari elde edilemeyen (insan oositleri gibi) duruméastz konusudur.
Yavas dondurma gleminde komplike cihazlarin kullaniimasi gerekmelite Hiicre
zarindan gecebilen kriyoprotektanlarsdik molaritelerde (1-2 M) kullanilir. Cihazlarin
soggutma hiz ve oranlarinin 0,2-2°C/dakika olagakilde ayarlanarak -30°C ile -70°C
arasindaki sicakliklara kadar kademeli ve yava sekilde sgutmanin gercekkgnesi
sazlanir. istenen sicakia ulgildiktan sonra 6rnekler sivi azot icerisine aktaril
Cozundurmeslemi iginde 25°C su banyosunda hizli bir ¢ozindurglemi yapilir ki
¢bzindirme orani 250°C/dakikadir. (Akkog, 2012; aBal and Mapletoft, 1996;
Sairkaya ve Bdls, 2003). Cihaza gereksinim duymasindan dolagerdiyontemlere
gore daha pahali bir protokoldir ve ayrica dondurigani uzun bir zaman sirecinde

gerceklair.

2.2.1.2. Hizlh Dondurma

Hizli dondurma yonteminde; hiicre icerisinden gdeabf2-4,5 M) ve gecemeyen
kriyoprotektanlar (0,25-0,5M) birlikte kullaniliBu kombinasyonun kullaniimasi ile
hiicrelerin -170°C veya -196°C’ye hicre ici buz taileri olusmadan sputulmasina
olanak sg@lanms olur. Dondurma hizi yak$& olarak 1200-1250°C arasindadir. Hizli
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dondurma yontemi; farkli samalardaki embriyolarin ve oositlerin dondurulmdsin
kullaniimistir. Bu islemin yava dondurmadan farki; cihaza gereksinim duyulmamasi v
kisa zaman icerisinde dondurmgeminin tamamlanmasidir. Payetler icerisine alinan
ornekler osmotik olarak dengelendikten (ekilibirasgian) sonra sivi azot buharinda
kisa bir sure tutulur ve hemen ardindan sivi agetisine aktarilir (Cseh et al. 1997;
Park et al. 2000; Rayos et al. 1994). Vitrifikasgtan farkli olarak; hiicre gliortamdaki

su donar ve dondurma soliisyonunun ozmolaritesinae raeydana gelebilir. Boylece
hiicre icerisinde bulunan donabilecek olan su miktkr azalma meydana gelir. Yinede
hiicre icerisinde buz kristalleri glona olasilgl s6z konusudur ve uygun bir ¢ézindirme
islemi gerceklemez ise hicre icerisindeki buz kristalleri hicrelezarar verebilir.
Cozundurmesiemi 37°C su banyosunda 20 saniye tutularak geegiaidir (Palasz and
Mapletoft, 1996).

2.2.1.3. Camsi Yap! Yontemi (Vitrifikasyon)

Camsi yapi yontemi ile dondurma; vitrifikasyon; hglerin, dokularin ve
organlarin dgtik sicakliklarda hicre icinin tamamiyla vitroz ya camsi hale gelmesi
yolu ile dondurulmasislemi icin kullanilan bir terimdir (Palasand Mapletoft, 1996;
Pegg, 2005; Sarkaya ve Bgls, 2003). Vitrifikasyon yontemi embriyolarin
dondurulmasinda kullanilan yavdondurma tekgiine alternatif olarak geirilmi stir.
Basit, hizli ve diiik maliyetli olmasi nedeniyle de tercih edilen pintem olmgtur
(Gordon, 2003).

Vitrifikasyonun amaci yuksek konsantrasyon icedski htcrelerin ve
cevrelerindeki medyumun igerisindeki suyun buz thtieri olusturmadan donmasinin
sglanmasidir. Bu da yuksek @gtma oranina ihtiya¢ duyar ki -100°C’nin altindaki
sicakliklarda sgutma gerceklgirilir. Boylece suyun buz kristalleri ofturmadan sivi
halden camsi hale gelmesigmir. Bu sistem aynl zamanda ylksek c¢6zindirme
sicaklgina da ihtiyac duyar ki camsi yapinin buz kristailine donmeden erimesi
sglanmsg olur (Seki and Mazur, 2008; Seki and Mazur, 2008jda et al. 1998).
Bircok vitrifikasyon yonteminde French tip mini-patier kullanilmaktadir ki bunlarin
sivi azot icerisine direkt olarak daldiriimasi #gglanan maksimum gmoitma ve
¢c6zindurme orani 2000-2500°C/dakikadir (Gordon32®alasz and Mapletoft, 1996;
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Sairkaya ve Bgis, 2003; Vajda et al. 1998). Vitrifikasyon yodntemind/iksek
konsantrasyonda kriyoprotektanlarin  kullanimi  gervektedir (Mazur, 1974).
Kriyoprotektanlarin yaklgk 5-7 molar gibi yuksek konsantrasyonlarda kullaasi ile
vitrifikasyonun sglanabilecgi gosterilmitir. Bu oran geleneksel yayaondurmadaki
konsantrasyonlarin (genellikle 1-2 molar) yakta2-3 katidir (Akkog, 2012; Sarkaya
ve Bals, 2003). Vitrifikasyonda kriyoprotektanlarin dondw kleminde buz
olusumunu baskilamalari en énemli unsurdur ve sicattlgtiikce, sollisyon timuyle
viskoz bir hal alarak sonunda camsi bir faza ge¢eadk Farkh kriyoprotektanlarin
suyla hazirlanan soltsyonlarinin camsi faztokabilme 6zelliklerinin dgisken oldgu
gosterilmitir. Bunun da nedeninin, her bir kriyoprotektanitriftkasyonun gelmesine
yardimci olmada ya da donmaya olagilimi azaltmada, su molekilleri ile olan
etkilesimlerindeki farklilik oldwgu bildirilmistir (Palasz and Mapletoft, 1996; Skaya
ve Bais, 2003). Yuksek konsantrasyondaki kriyoprotektanldwllaniimasi hicreler
Uzerinde toksik etkilere sebep olabilmektedir.

Vitrifikasyon yonteminde kullanilan yiuksek konsastyondaki kriyoprotektanlarin
zararll etkilerinin 6nlenmesi amaciyla toksisitayialtan sikroz, trehaloz ve formamid
gibi seker veya polisakkaritlerin kullanilmasi gerekmelkte Ayrica ekilibirasyonda
zamaninin kisaltiimasi ve ikis@mall olarak yapilmasi da toksik etkiyi azaltmaya
yonelik onlemlerdir. Polietilen glikol, 2.3 butanetj DMSO gibi kriyoprotektanlar
hiicre icerisine hizli bigekilde gecebildikleri icin vitrifikasyon ydntemi iig uygun
maddelerdir (Dinnyés et al. 2003; Palaswl Mapletoft, 1996; Pegg, 2005;58kaya
ve Bals, 2003, Wusteman et al. 2004). Vitrifikasyon yontete kendi icerisinde
birkag alt yonteme ayrilmaktadir. Ogiie; yiksek dondurma oranina (20.000°C/
dakika) sahip acik cekilmipayet (open pulled straw, OPS) (Vajda et al. 1988ylon
halka (nylon loop) yontemi (Gakaya ve Bgls, 2003, Seki and Mazur 2009) ve kati
yuzey vitrifikasyonudur (solid surface vitrificatip SSV) (Dinnyés et al. 2000). Tim bu
yontemler; ¢gunlukla embriyo ve oositlerin dondurulmasinda teredilmektedir. Bu
alt yontemlerin amaci; az miktarda (148 kriyoprotektan icerisinde, oldukca yiuksek
sogutma oranina sahip ve ¢ozundirme sonrasinda yigesghik orani olan bir yontem
gelistirmektir. Diger dondurma yontemlerinde olglu gibi vitrifikasyon yonteminde de
¢ozindurme siemi oldukgca onemlidir. Cozindirmegleminde su banyosu igerisinde

hizli cozindirmeslemi tercih edilmektedir.
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2.3. DOKU ve HUCRELERIN KRIYOPREZERVASYONU

2.3.1. Dokularin Dondurulmasi

Hayvan turleri igcin kriyoprezervasyon yontemleringogunlugunda uzun sdreli
saklama cajmalari icin Greme hicreleri ve dokulari tercih edstir. Hayvanlarin
yeterli olgunlukta olmamasi vel/veya yaban hayvanigm vyeterli sayida germ
hiicrelerinin toplanmasi her zaman mumkiin olamandakt@zellikle yaban hayati igin
bu durum daha da zordur. Buskiar altinda somatik materyallerin (doku ve hucre)
toplanmasi ve dondurularak saklanmasi dnemli halmektedir (Benkeddache et al.
2012).

1903 yilindan itibaren farkli hayvan turleri icioldularin saklanmasi ile ilgili géli
calismalar yapilmgtir. 1957 yilinda kriyoprotektan icerisindeki memelokularinin
-20°C’de dondurulabile@ Audrey Smith tarafindan gosterilgtir. Bunu takiben Smith
ve Lovelock, guine pig uterine boynuzlarini %20 segibl icerisinde -79°C’de
dondurmylar ve ¢ozindurdikten sonra kasiimalarin gldw gosterngierdir. Doku
dondurma c¢agmalari 1960 ve 1970’lerde hiz kazagme 1980’lerde de devam et
(Fahy et al. 2004)insan dokulari ile yapilan ¢gnalar sonucunda deri dokusunun
saklanmasinda en ideal skidun; besiyeri icerisinde 1 hafta boyunca 4°C @ldu
gosterilmitir (Benkeddache et al. 2012; May and Wainwrigh83). Fakat bunu
hayvan tarleri i¢cin uygulamak zordur. Uzun sirebklama kgulu olarak deri
dokusunun temel besiyeri velveya kriyoprotektail@rsivi azot icerisinde saklanma
metodu gektirilmistir (Villalba et al. 1996). Embriyo dondurmada ggfilen ve
kullanilan yontemler hayvan deri dokularinin donderasinda alternatif yontemler
olarak kullaniimaya bganmstir. Payetler icerisine alinan kuguk doku parcalar
vitrifikasyonu ile sivi azot icerisinde saklanab#gi tavsan deri dokusunda kar ile
gosterilmitir (Silvestre et al. 2002). Bu karili deneme deri dokularinin biyobankalar
icin materyal olabilegéni gostermgtir. Dondurma sonrasi canfih etkileyen
faktorlerden olan alinan dokunun 6lum sonrasi (postem) saklanma kalu ve
zamani da asairiimistir (Benkeddache et al. 2012; Silvestre et al 4200
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Vitrifikasyon yontemi dokularin dondurulmasinda wkga etkili olan bir
yontemdir. Bu yontem ile kargm@r, bobrek, ovaryum, damar, deri, kas ve kikirdak
dokulari baarili bir sekilde dondurulmgtur. Organlarin bir bitin olarak
dondurulmasinda da en etkili ydontemin vitrifikasyoldugu distintlmektedir (Fahy et
al. 2004). Organlarin butin olarak dondurulmasiudoinsplantasyonlar icin oldukca
onemlidir. Boylelikle acil doku nakli gereken durlamicin kaynak olgturabilirler.

2.3.2. Hicre/Doku Kultirt ve Dondurularak Saklanmas

Hucre/doku kaltir cagmalarina 1900’1G yillarda Benms ve 1950’1 yillarda ise
farkli alanlarda yapilan catmalar ile hiz kazanmgtir. Hicre kultarindn barisini
etkileyen faktorler; hiicre ve/veya dokunun kagindesiyeri, serum, petri kaplari gibi
bircok faktordur. Tum bu faktorler ile ilgili ¢ahnalar yapilarak standart yontemler
olusturulmustur. ilk yapilan cakmalarda parcalansmdoku kisimlarinin ekilmesi ve bu
kisimlardan mitoz ile hicrelerin petri yluzeyleripayilmalariseklinde gerceklgmistir.
Bu yontem ile hicrelerin elde edilmesieimine genel terim olarak doku kultird
denmektedir. Hicrelerin pasajlanmalarinda tripsiegfine kadar mekanik yontemler
kullaniimistir. 1950’lerde tripsinin bulunmasiyla hicreleriasgjlanmasinda en yaygin
kullanilan enzim olmgtur (Freshney, 2005). Gunumuzde de en yaygin \é yiktem
olarak devam etmektedir. Cahalarin ilerlemesi ile farkli primer kiltir metatiave
besiyerleri geftiriimistir. Bu yillardan itibaren insan ve hayvan dokuldan primer

kultarler yapilarak hiicrelerin elde edilmesi ilgilil calismalar halen devam etmektedir.

Hucre kaltir caymalar; intrasellller aktiviteler ve ggimler, cevresel etkenler,
hicre-hiicre  etkiemleri, normal ve patolojik durumdaki genetik veri|
immortalizasyon, transformasyon, genetik maniplatyg hicre drdnleri ve
sekresyonlari, biyoteknolojik camalar gibi bircok argiirmanin yapilmasina olanak
sglayarak in vivosartlarda meydana gelen olaylarin aydinlatiimasaglasnistir.

Yasanan hizli gefmeler sayesinde gbk, toksisite, monoklonal antikor vesia
calismalar gibi hem insan hem de hayvarglgani etkileyen bircok ¢camada ana
materyal olarak hucreler kullanilmayaslk@mstir. Hayvan hicre hatlari; insan ve
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hayvan hastaliklarinin tani ve tedavisinde kulEmil in vitro metotlarin
olusturulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Hicrelmerinde flzyon ve genetik
maniplasyonlar yapilabilmesi sayesinde genetik izleal icin somatik hicreler ana
materyal olmstur. Toksisite calimalarinda da oldukca 6nemli bir yere sahigtirvivo
yapilan hayvan testlerinin yerine hicre kulttr @mkerinin kullaniimasi ile deneylerde
kullanilan hayvan sayilari azaltilghir. Embriyonik ve/veya mezenkimal kok hicrelerin
izolasyonlari ve kdltirlerinin gelmesi ile farkli hicre tiplerine farklijarma
calismalar ve farklilgan hicrelerin transplantasyonlari giindeme gelrai calsmalar
hizla devam etmektedir. K6k htcrelerin G¢ boyutlalzameler Gzerinde kalturlerinin
gelistirilmesi ile doku mihendisti alani 6n plana cikngtir. Ug boyutlu malzemeler
Uzerinde doku velveya organlarin yapilabilmesi negplantasyonlari ginimaziin en
popiler konulari arasinda yer almaktadir. (Fresh2€p5; Ragoonanan et al. 2010;
Stacey, 2004)

Hucrelerin kullanildgl biyoteknoloji calgmalarindan biri de Somatik Hicre
Nukleer Transferi (NT)'dir. NT caymalarinin ana etmenlerinden biri olan somatik
hiicrelerin; doku parcalarindan ekim sonrasindaykéla elde edilebilmeleri, uzun
zaman boyunca dondurularak saklanabilmeleri ve Idokten sonra kullanimlari
sayesinde bircok evcil velveya yaban hayvanlarirkionlanmasi bgarl ile
gerceklgmistir. NT calsmalari icin kullanilacak olan hicreler genbir cssitlilik
gostermektedir. Embriyonik kdk hicreler, fibroblasicreleri, kikirdak hicreleri, meme
bezi hicreleri, kumulus hucreleri, oviduktal huerellokositler, graniloza htcreleri,
germ hucreleri, kas hucreleri ve kaggar hicreleri klon hayvan elde edilmesi icin
donor hicre olarak kullanilgtir (Arat ve ark. 2011; Brem and Kuhholzer, 2002).
Kullanilan donor hiicreler taze dokulardan eldeezdk kullaniimgtir. Taze dokulardan
elde edilmenin yani sira 1si ve/veya dondurulargéfilize edilmis hicrelerin donor
hiicre olarak kullanilabilecekleri de gdstergtimi Isi ile liyofilize edilen hicrelerin
kullanilmasi sonucunda blastosistler elde edilu@ alici annelere transfer sonrasinda
da klon yavrular elde edilgtir (Loi et al. 2002). Dondurularak liyofilize eéih
hiicrelerden NT embriyolar elde edikfakat alici annelere transfer edilmatimi (Loi
et al. 2008). Olim sonrasinda alinan vgukta (0°C'de 24-72 saat) saklanan kas ve
kikirdak dokulardan elde edilen hiicrelerinin kuilarasi ile de NT blastosistler elde
edilmistir (Arat et al. 2005; 2004).
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Hucre kualtar cakmalarinin geimesi ve laboratuarlarda farkli htcre hatlarinin
olusturulmasi sonucunda ggirilen her bir hat dgerli bir kaynak olmgtur. Bu
asamadan itibaren ofturulan hatlarin korunmasi gindeme getmi Hicrelerin
kriyoprezervasyonlari icin ¢amalar balamigtir. DMSO ve gliserol gibi
kriyoprotektanlarin bulunmasi ile hicre hatlaridondurulmasi yapilmive baarili
sonuclar elde edilrgiir. Hiicrelerin kriyoprezervasyonunda dondurma gamt olarak
en cok kullanilan yéntem; kriyoprotektan olarak D®I$iygulanmasi ve -80°C derin
dondurucuda -1°C/dakika gatma hizi ile dondurulmasidir. Gece boyu -80°C’'de
bekletmenin ardindan sivi azot tanklarinin iceasmakledilerek hicrelerin uzun sureli
saklanmasi gercekdgrilmis olur (Stacey, 2004). DMSO’un tercih edilme nedesa
gliserole gore hicre icerisine penetrasyonunun dghalmasi nedeniyle ¢ézindirme
sonrasinda da yuksek canlilik oranglamasidir. Hucrelerin dondurulmasgleimi
sirasinda kullanilan DMSO konsantrasyonu genelakl&o5-15 arasinda olmasina
ragmen en yaygin kullanilan konsantrasyonlar %7,5-00’dondurma sollisyonunda
DMSO serum ile birlikte kullaniimaktadir (Freshn@p05).

Memeli hicre hatlarinin kriyoprezervasyona olumlanyy vermeleri nedeniyle

biyobankalar icin dnemli bir kaynak ollardir.

2.4. HUCRE DONGUSU (3KLUSU)

iki yavru hiicre ortaya cikarmak (zere birbirini i iki mitoz bolinme arasindaki
aralik “hicre dongusi” olarak adlandiriimaktadiicke déngusit iki samaya ayrilir:
Interfaz ve Mitoz (M fazi)interfaz ise kendi icerisinde g alt gruba ayrdap 1 (G1),
sentez (S) ve gap 2 (G2)'dir (Demir, 2006; Freshi285; Ross, 2003p€kil 2.1). Hicre
dongustnde yer alan kontrol noktalari (checkpoimskarmaik kontrol mekanizmalari ile
her seyin kendi sirasi dahilinde ve normsalrtlar sekillendigi zaman ilerlemesi gdanms
olur. Bu mekanizmalar hicrenin bélinmesini kontealerek hucrelerin canliliklarinda
oldukca 6nemli rol oynamaktadirlar. Hiicre bolinmesidevam etmesi icin gerekli olan
uygunsartlarin bozuldgu durumlarda (uygun besin maddelerinin ekgikyia da yoklgu,
yaralanma, doku hasari gibi), en azindan bazi haicieliicre bdlinmesinden sonra
(6rnezin; hucre G1 fazinda iken) GO fazi olarak adlafahrisakin faza ya da dinlenme

fazina girerek normal hicre siklusundan ayriimanyeine sahiptir. Bu durumda iken,
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hiicrenin metabolizmasi ve biyokimyasi hicrenigagaini devam ettirmesi icin gerekli

olan minimum duzeye gurulir. Reserve kok hicreler olarak adlandirilacraierin GO

[\, Ga \ L\ G
‘ quiescent L | permanent |
mm] —1 nondividing |

s
DNA synthesis

Sekil 2.1.Hucre dongustu (siklusu) (Ross, 2003)

Hucre dongusiundn interfaz safhasindaki en dnerali 8l fazinda gercelgie ki bu
safhada nukleustaki DNA iki katina cikar ve yaltaolarak 8 saat surer. S fazi G1
(yaklasik 12 saat) fazini takiben gr. G2 fazi S fazindan sonra gelir ve yakda
olarak 4 saat surer. Bu fazda kromozom yapisi wigio ve DNA'nin iki katina
ciktigindan emin olunur. Bu fazi takiben yaytlal saat siren mitoz (M) fazi gelir. Bu
fazda kromozomlarin gérunur hale ggidprofaz ve mitotik gcigin olustugu metafaz
evreleri gerceklgr. Hicre bélinmesine hazirllgamasinda hicre kitlesinin iki katina
ctkarilmasi icin hicrenin buytmesi gereklidir. G& G2 fazlarl ile mitoz 6ncesi ve
sonrasinda hicreye buyime zamagilssang olur. Bu fazlarin dunda kalan GO denen
dinlenme fazi vardir ki hicreler bélinme déngiusgmeneden gunlerce, aylarca hatta
yillarda bu fazda kalabilirler (Bulgurcglu ve ark. 2003; Demir, 2006; Ross, 2003)

Hucre siklus fazlari; siklinler (cyclin D,E ve Ajiklin-bagiml kinazlar (cyclin-
dependent kinases, CDK) ve siklingoali kinaz inhibitorleri (cyclin-dependent kinase
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inhibitors, CDKI) gibi diizenleyici proteinlerin akasyonlari ve/veya ekspresyonlari ile
dizenlenir (Oswald et al. 2005; Ross, 2003; Zhowlet2010). Hicre siklusunda
Gl'den S fazina gegionemlidir. iki adet biyuk protein kompleksinin gmasi ve
bunlarin kinaz aktiviteleri ile diizenlenmesi geraltedir. Cyclin D-CDK4/6 erken G1
fazinda, cyclin E-CDK2 ise S fazina ggeigereklidir. G1 fazi siklin gruplari tarafindan
desteklenir (G1 fazinin ortasinda cyclin D, somida ise cyclin E). Bu siklinler,
holoenzimleri olgturmak icin, spesifik katalitik alt Gniteler (CDKlg heterodimer yapi
olusturabilirler. Holoenzimlerin temel fonksiyonu rediblastoma proteinlerini
fosforlamaktir ki boylece transkripsiyon faktorlen E2F (transkripsiyonal faktor)
ailesinin salinmasina onderlik ederler. E2F salsim& fazinin ilermesini dizenleyen
cesitli genlerin ekspresse olmasinigkar. Retinoblastoma proteinleri de GO fazindan
G1 fazina gegin dizenlenmesinde anahtar rol oynar ve aktivi@gilin D1-CDK4
kompleksi ile duzenlenir. @er taraftan siklin/CDK holoenzimlerinin kinaz aktederi
CDKI tarafindan negatif olarak diizenlenir (Hashimet al. 2004; Zhou et al. 2010).

NT calsmalarindaki en 6nemli faktor dediferansiyasyonumasmlanmasi ve
farklilasmis somatik donor hicrelerin yeniden programlanabildiesBir diger kritik
faktor ise donor hucrelerin hicre siklus fazidih(@t al. 2009). NT c¢aimalarinda
donor hicrelerin GO/G1 fazinda olmasi tercih ediliogal olarak bu fazlarda bulunan
kumulus ve granuloza hicreleri NT icin 6nemli baykaktir. Kumulus ve graniloza
hicrelerinin oositin ¢evresinden elde edilmesi meéde sadece di bireylerin
klonlanmasina olanak &ar. Bir irk veya turt kurtarmak icin hemsdhemde erkek
bireye ihtiyac vardir. Dgal olarak bu fazlarda olmayan htcrelerin isgitefaktorler
ile GO/G1 fazina girmeleri ghnabilir. Hicre siklusunun dizenlenmesinde sik
kullanilan yodntemler; kontakt inhibisyon, serum igclveya roscovitin gibi siklus
inhibitorlerinin  kullaniimasidir. Kontakt inhibisywla; kualttr petrisindeki hicrelerin
konfluent olmalari ve birbirlerine @eneleri nedeniyle mitozun gercekieemesi ile
hiicre siklusu dizenlenir. Serum &ghda; hicrelerin %80-100 konfluent olmalarini
takiben besiyeri icerisindeki serum miktarinin amaksi ile hicre siklusu duzenlenir.
En ¢ok kullanilan serum miktari ise %5 ve %0,5'@pesifik CDK2 inhibitoru olan
roscovitinin besiyerine uygulanmasi ile de hicr&lsiu dizenlenir. Roscovitinin
ortamdan kaldiriimasi ile hiicreler S fazina giremgtozlarini tamamlarlar (Gibbons et
al. 2002; Oh et al. 2009).
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NT calsmalarinin bgarili sonuglanmasi ghkl blastosistlerin elde edilmesi ve
boylelikle canli yavrularin dgumlari ile &l¢ilendiriimektedir. Bunun icin enikle
edilmis oosit icerisine transfer edilen donor hiicreninitogigoplazmasi ile birlgnmesi ve
istenen diploid hicre cekirdmi olustururarak geriye dgru programlanmasi
gerekmektedir. Donor hicrelerin bulunduklarn hisiidus fazi NT bgarisini etkileyen
en 6nemli faktorlerden biri olarak kamiza cikmaktadir (Boquest et al. 1999). NT
calismalarinda geri programlanmanin tam olarak meydamesi icin GO fazindaki
hicrelerin gerek@i dusinulse de G1 fazindaki hicrelerinde geri programlden
basarili olduzu ve klon yavrulari olgturdusu gosterilmgtir (Cho et al. 2005; Cibelli et
al. 1998). Donor hcreleri GO/G1 fazina getireb#tngn farkli yontemler denenstir.
Hucre tiplerinin GO/G1 fazina gelme oranlari ile megok calsma yapilmgtir. Halen
guinimuizde donor hicreler GO/G1 fazina getirileraklakilmaktadir (Hayes et
al.2005).

Somatik hucrelerin gdli uyaranlar ile GO/G1 fazina getirilmelerini vV&0/G1
fazindaki hicrelerin yizde gerleride 6nemlidir. Her siklus fazinda bulunan DNA
miktarinin farkh olmasi bunlarin 6lgcimuindn yapilatesine olanak sgamaktadir.
Hucre icerisindeki DNA'nin propodium iodide ile bmymasinin ardindan flow
sitometrik yontem ile hicre siklus fazlari kolayalolcilebilmektedir (Schippers et al.
2011) Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Hicre dongusu ve DNA  miktar arasindaki  skli
(http://flowbook.denovosoftware.com/Flow_Book/Chap6%3A DNA_Analysis
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2.5. PROGRAMLI HUCRE OLUMLER i (APOPTOZIS)

Cok hicreli organizmalarda hiicre ggdmalarinin ve hicre 6limlerinin dengede
olmasi gerekmektedir. Her iki durumda meydana geledk olan bozukluklar géli

hastaliklara ve/veya yapi bozukluklarina sebepiloteditedir.

Hucre olimleri yaralanmalar veya hicrelerin prodradiiimleri sonucunda meydana

gelir. iki farkli mekanizma vardir: Nekrozis ve apoptozis.

Nekrozis (Yaralanma sonucu hticre 6lumu):

Patolojik bir durumdur ve hicreler istenmeyen fegkveya kimyasal etmenlerle
(hipotermi, hipoksi, radyasyon, glik ph, travma gibi) karlastiginda ortaya ¢ikar. Akut
hiicresel yaralanma ve plazma membraninin hasaonlaclanir. Hicrelerigismesi ve
lizis ile karakterize bir durumdur. Nekroz mekanasmda; hiicre membraninda hasar
meydana geld@inde hicre icerisine su ve hucreidyonlar girer. Bu durum hicre ici
organellerde geri doguimsiz hasara yol acar ve hiicre membrani yirtilszese neden
olur. Sitoplazmik icerik ve enzimler hiicresdalana gecer. Bu nedenle nekrotik hiicre
olumlerinde c¢evre dokuda buylk zarar vesyo inflamasyon alanlari goralusékil
2.3) (Ross, 2003).

Apoptozis (Programli Hiicre Olumleri):

Fizyolojik bir durumdur. Embriyolojik gejim ve ergkin dokunun ysaminin
surdurdlmesinde 6nemli rol oynar. Organizmanin ddhzla ihtiyagc duymagh,
biyolojik gorevini tamamlangi veya hasarli hicreler apoptozis ile kontrol ed#er
ortadan kaldirihr (Akit ve Bildik, 2008; Ross, 2003). Ozellikle embriyeziste
olmasi gereken apoptozis mekanizmalarininsroamasi c¢gtli yapisal bozukluklara
neden olabilir. Apoptozis i¢ ve disinyaller ile uyarilir. Hiicre apoptozise giderken
morfolojik ve biyokimyasal d@siklikler gosterir (Kandg 2004; Ross, 2003).
NuUkleusta geri dongiimsiiz DNA fragmentasyonlarina (parcalanma) neden BINA
fragmentasyonu, niiklear endoniikleazisin”Ga Mg bazimli aktivasyonu sonucu
olusur. Bu enzimler DNA'y1 parcalayarak kucik oligonékkzomal parcalara ayirir.
Nuklear kromatin agregatlara ayrilir ve nukleusklais zarina kg birka¢ parcaya

bolunebilir. Hicre icefiinin azalmasi sonucu sitoplazmada biuzilme meydatha g
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Sitoiskelet elemanlari hicre yilizeyine paralel dtagekilde yeniden duzenlenirler.
Ribozomlar sitoplazma icerisinde kumgtker. Endositotik vezikuller plazma
membrani ile birlgrler. Mitokondriyal membran kanallarinin gecirgéigrinin

desismesi nedeniyle mitokondri fonksiyonunu kaybeder bétinlukleri bozulur.
Mitokondri i¢ membranindaki proteinler (sitokrom, g)roteolitik enzimleri aktive
etmek icin sitoplazmaya salinir (Ross, 2003).

Plazma membraninin fiziksel ve kimyasal 6zellikieridezismesi fakat membran
batinligunun kaybolmamasi sonucunda membranda kabarcikégdana gelir. Bu
degisiklik sitoplazmik yiizeyden diyuzeye dgru belirli molekillerin tainmasi ile
ili skilidir. Sitoplazma organellerini ve niklear matalyiceren apoptotik cisimler
olusur. Apoptozisin son basaaolan apoptotik cisimlerin ojimasi sonucu hicrenin
kinlmasi meydana gelir. Bu dalumlar hizlica fagositik hicreler (makrofajlar)
tarafindan yok edilirler. Nekrozisten farkl olaraklamatuar cevap olumu ve cevre
hiicrelerin etkilenmesi meydana gelmez ke Bildik, 2008; Ross, 2003%€kil 2.3).

Apoptozis; programlanmihicrelerde primer ya da bir uyaran sonucu sekonder
olarak gelsir. Tumoér nekroz faktori (TNF), koloni uyarici fékier (CSF), néron
blyume faktori (NGF), instlin benzeri bliyime faldt§lGF), transforming biyime
faktori beta (TGH), glukokortikoidler, ndrotransmitterler, serbestdikaller,
oksidantlar, radyasyon ve ilaclar gibisdiaktorler apoptozisin B&atilmasinda rol
oynarlar. Apoptozisi bgatan htcre ici faktorler ise sitokinler, kalsiyumiktarindaki
artis, onkogenler (myc ve rel gibi), p53 gibi timor segsorleri, enfeksiyonlar ve
antimetabolitlerdir. Bazi kwllarda ise nekrozis ofturan durumlar az dahi olsa
apoptozisi de bgatabilirler (Aitken et al. 2011; Adit ve Bildik, 2008; Ross, 2003).
Bunun yanisira apoptozis gér hicrelerden veya cevreden gelen sinyaller ile
engellenebilir. Buyume faktorleri, hormonlar, ndteaminoasitler, ¢cinko, ekstraselltler

proteinler ile olan etkilgmler apoptozisi durdurabilir (Ross, 2003).

Apoptozisin belirlenmesinde ilk olarak hiicrelerironiolojik gérintimleri dikkate
alinmstir. Fakat sadece morfolojik gorinum yeterli olm&madir. Bunun yanisira,

molekiler biyoloji ve genetik, immunolojik, biyokiyasal ve immunohistokimyasal
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yontemler gibi farkli yontemler kullanilarak apopi® belirlenmektedir (Akit ve
Bildik, 2008; Gavriel et al. 1992). Apoptozis esmam plazma membranindaki
fosfolipidlerin yapilarinda meydana gelen gdéklikler antikoagulan protein olan
annexin V kullanilarak flow sitometride apoptozisimktari ve yizdesi belirlenebilir
(Shynkar et al. 2007). Flow sitometrik yontemdecrelipopulasyonu igerisindeki olu
hicrelerin  belirlenmesinde  7-Amino-Actinomycin D AKD) gibi  boyalar
kullanilmaktadir. Oll hiicrelerin membran butiinliiklgozulur ve boya 6l hiicrelerin
icerisine gecer. Boylece 6lu hicre icerisine ggcotéan boyanin fluoresans gonlugu
ve emisyon 0Ozeliine gore flow sitometri cihazinda 6lgiimlerin yapilmesine olanak
salar (Schmid et al. 2001; Schmid et al. 1999).

NT calsmalarinda; donor hicrelerin GO/G1 fazinda olmascitieedilir ki bu
durum serum agh ve/veya inhibitor maddeler ile anir. Uygulanan busiemler
hiicrelerin sikluslarini ayarlarken ayni zamandapémose de neden olabilir. Erken
apoptotik veya ge¢ apoptotik hiicrelerin kullaniimid$ embriyolarda bircok hasara yol
acabilir. Bu nedenle NT camalarinda hiicre senkronizasyonu yaninda hucrelerin
canlilik durumlari da oldukga 6nemli olmaktadir [{pan et al. 2010; Cho et al. 2005;
Hayes et al. 2005; Liam-Neto et al. 2010)
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an
and inflammation

Sekil 2.3.Nekrozis ve apoptozis mekanizmalarininskastiriimasi (Ross, 2003)
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Dokularin Alinmasi:

Calsmada yerel mezbahadan elde edilen pacat kas ve kulaktan alinan kikirdak
dokulari kullaniimgtir. Bu dokular koyun ve gir turlerinden alinnytir. Dokular temiz
bisturi uclari ile alindiktan sonra %5 Antibiyoiiigma) iceren tuzlu fosfat tampon (PBS)
(EK 1) cozeltisini icerisinde ve gak ortamda muhafaza edilerek en ge¢ 3 saat icdasin
laboratuara getirilngtir. Laboratuara getirilen doku 6rnekleri taze %#ilaiyotikli PBS

icerisine alinarak deney yapilacak zamana kadaidé°s€aklanmgtir.

3.2. Deney Gruplari ve Hazirlanmasi:

Dokular 4°C’de 5, 48, 72, 96 ve 216 saat bekldtikh sonra taze ve vitrifiye
olmak Uzere iki ana gruba ayrilghr. Taze gruplarda; dokular 4°C’de bekletildiktea
herhangi bir §leme tabi tutulmadan primer kultirleri yapiknwe kontrol grubu olarak
kullaniimglardir. Vitrifiye gruplarda ise; dokular 4°C’de Hekldikten sonra gagida
ayrintisi verilen vitrifikasyon tekgiine gore dondurulmuve ¢ozulmglerdir (Cizelge 3.1).
C6Ozme §leminin ardindan dokularin primer kalttrleri yapiisr.
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Cizelge 3.1.Deney gruplarinin 6zet tablosu. Bu gruplagirsive koyun tarleri igin
uygulanmgtir.

DENEY GRUPLARI

SAATLER DOKULARA | DOKU
UYGULANAN | TIPI
ISLEM
5 Vitrifiye Kikirdak
Kas
Taze Kikirdak
Kas
48 Vitrifiye Kikirdak
Kas
Taze Kikirdak
Kas
72 Vitrifiye Kikirdak
Kas
Taze Kikirdak
Kas
96 Vitrifiye Kikirdak
Kas
Taze Kikirdak
Kas
216 Vitrifiye Kikirdak
Kas
Taze Kikirdak
Kas

3.3. Vitrifikasyon islemi:

Dokular farkh strelerde bekletildikten sonra; tUgnuplara ayni dondurma ve
cbzindurme protokoli uygulangtir. Kullanilan soliisyonlar deney guni taze olarak
hazirlanmg ve oda sicak@nda karanlikta bekletilngiir. Kullanilan temel soltisyon (F-
PBS); %20 fetal buza serumu (FBS) ve %1 Antibiyotik iceren PBS’dir.tNikasyon
soltisyonu (VS); temel sollisyona ilave edilen 3,58%20, v/v) ethylenglycol (Sigma) ve
2.82 M (%20, v/v) dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigm hazirlanmgtir.
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Dokularin 0,5 mm payetlerin icerisine girebilmelégin laminar kabin altinda
temizlenen dokular kiiciik parcalara (3-5 Hayriimis ve %2 antibiyotikli PBS icerisinde
bekletilmistir.

Her payetin icerisinde 4-5 adet doku parcasi olge&ikde payetler hazirlangtir.
Payetin dizilimisu sekilde yapilmgtir: F-PBS (0,5 cm) + hava kabatc(0,5 cm) + VS ile
birlikte 4-5 parca doku (4 cm) + hava kabgr¢0,5 cm) + F-PBS ile pamuk tikac 1slanana
kadar cekilerek hazirlangtir (Sekil 3.1). Payetin ucu isitilmipens ile preslenerek
kapatiimstir. Hemen ardindan payet sivi nitrojene 45° agyavaca batiriimgtir. Payetin
yuklenmesi ve sivi azota daldirilmasi 30 saniybliksure igerisinde gercelgkerilmi stir.
Sasutma 1sisi yakkak olarak -1500°C/dakikadir.

Coziundurmesiemi iki basamak olarak gercektiilmistir. ik olarak; payetler sivi
azot buharinda 10 saniye kadar bekletil(gbzindirme i1sisi ~ +700°C /dak) ve ardindan
25C'deki su banyosu icerisinde dondurma soliisyonuilgie kadar tutulmgur
(cozundurme 1sisI ~ +1200°C /dak). Payetlerin uglesildikten sonra icerik hemen 2 ml
F-PBS + 0,25 mM Sikroz (Sigma) iceren solusyonaardhtistir. Kriyoprotektanlar
¢bzindirme solusyonlarinda yikanarak uzgkiémistir ve temel solisyonda 5 dakika

bekletilmistir.
VS ile birlikte doku parcalari (4 cm
!
|| | [ oo 2 0o
v v
A [l Y = W WA FPBE

Isi veya polivinil alkolle kapatilan klsu'T

Pamuk Tikag(3 mm)

Hava Kabargil (5mm)

A\ 4
Hava Kabargii (5mm)

Sekil 3.1. Dokularin dondurulmasinda kullanilan payet ve gilkhesekli
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3.4. Primer Kiltir:

4°C’de 5, 48, 72, 96 ve 216 saat bekletjlrtaze ve vitrifiye doku drnekleri %2
antibiyotik iceren PBS ile yikandiktan sonra stéuituri ile kiiciik parcalara (1 nfjn
ayrilarak 35 mm kalttr petrilerine ekilgtir. Doku parcalarinin yagmasinin ardindan tim
dokularin yutzeyini kaplayacakekilde %20 FBS ve 2 pl/ml (1@9/ml veya 1:500)
oraninda antibiyotik (50 mg/ml, PrimociinvivoGen) iceren Dulbecco Modified Eagle’s
Medium with high glucose (DMEM) (EK 2) medyumu Kaplanmstir. EKim yapilan doku
petrileri 37C ve %5 CQ iceren inkiibatore kaldinigtir. Petriler ilk 7 giin boyunca
yerlerinden oynatiimadan kontrolleri yapikta. 7. giiniin sonunda petrilerdeki dokularin
yapsma oranlari kontrol edilmiir. Ayni zamanda petrilerin konfluent olma zamanka
incelenmgtir. Yedinci gunden itibaren her iki ginde bir plein medyumlari

degistirilmi stir. Tum incelemeler invert mikroskop altinda yapitir.

3.5. Hicre Kultiri:

Primer kiltir sonrasi konfluent olan petrilerderkalparcalari aspirasyon yontemi
ile alinmstir. Petri ylzeyleri PBS ile yikangwe aspirasyonun ardindan %0,25 Tripsin-
EDTA (Gibco) uygulanngtir. Tripsine maruz birakilan petriler 5 dakika baga 37C ve
%5 CQ iceren inkubatore kaldirigtir. Ardindan konulan tripsinin 2 kati kadar %105B
ve 2 pl/ml (10Qg/ml veya 1:500) oraninda antibiyotik (50 mg/mlinRscin, invivoGen)
iceren DMEM vyiksek glikoz iceren besiyeri eklenefgkcreler tek hiicre siispansiyonu
haline getirilmgtir. Hicreler 15 ml’lik tiplere aktarilarak 5 dakiboyunca 1200 rpm’de
santrifilj edilmgtir. Santriftjun ardindan hucreler, tripsini inhibamek icin kullanilan ayni
besiyeri ile sulandirilarak ekimleri yapilgnive calsmalar icin hazirlanngtir. Ayni
zamanda hicreler dondurularak saklagtmi Dondurma sirasinda santriflij sonrasi
sulandirilan htcreler 1:1 oraninda dondurma solisy@®040 FBS ve %10 DMSO) ile
karistirilmistir. Dondurma soltsyonu igindeki hicreler kriyolea¢ (dondurma tupleri)
alinarak dondurma kaplarina yatlglmis ve -80C’de gece boyu bekletildikten sonra sivi
azot icerisine alinngtir. Yapilan tim analizlerde hiicrelerin pasaj sayi® ile 5 arasinda

kullaniimustir.
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3.6. Analiz Metodlari

3.6.1. Dokularin Yapsma Oranlari ve Konfluensi Zamanlarinin
Kar silastiriimasi:

Taze ve vitrifiye gruplarin primer kultir ekimlesirasinda dokularin petri yiizeyine
yapsma oranlari incelenrgtir. Ekimler esnasinda petri yizeylerine 10-20 adeku
parcalarn ekilmy ve 7. gunde petri yluzeylerindeki yggm doku sayilari belirlenstir.
Gruplarin  yapma yuzdeleri belirlenerek istatistiki analizleri pylanistir. Primer
kultarlerin ekimlerini takiben kacinci ginde kordht olduklari belirlenerek istatistiki

analizleri yapilmgtir.

3.6.2. Populasyon Katlanma (Population Doubling, PKSayilari ve Zamani:

Taze ve vitrifiye dokulardan elde edilen 5 ve 2HatBk gruplara ait kas ve
kikirdak hicre hatlarinin populasyon katlanma sayll(PK) ve zamanlan (PKZ)
karsilastirilmistir. Calsmada; hiicreler sayilarak kiltir kabina 2kb@cre olacakekilde
ekilmistir. Bes gun araliklarla sayilan hicreler yine ayni sayaldmistir. EKim be kez
tekrarlanmg ve populasyon katlanma sayilari “log 10(N/NO) 838.formult (N: bg gin
sonra petri yuzeyinden kaldirilan hicre sayisi @e &kilen hiicre sayisi) ile populasyon
katlanma siresi “Populasyon Katlanma Sayisi / TTogkatlanma Zamani” formdilleri ile
hesaplanngi ve hiicre hatlari arasindaki populasyon katlannmaaméari da oranlanmtir
(Arat ve ark. 2002; Stolzing and Scutt, 2006).
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3.6.3. Hucrelerin Proliferasyon Aktivitesi:

Taze ve vitrifiye dokulardan elde edilen 5 ve 2Xatbk gruplara ait kas ve
kikirdak hcrelerinin canliliklari trypan blue bayaile belirlenmg ve dondurup
¢bzindirme sonrasi proliferasyon aktiviteleri ise(4%-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assay yonterti@ belirlenmgtir. Hazirlanan
hiicrelerin sayimlari yapilarak 2x1®iicre/ml’de olacaksekilde 96 kuyulu petrilere
ekilerek 37C ve %5 CQ iceren inkibatorde kiltire edilgherdir. Kiltirin 2 ve 5
gunlerinde eski besiyeri aspire edilerek 0,5 mg¥iill iceren taze besiyeri eklengnre (¢
saat boyunca inkube edilgtir. Her kuyunun optik ygunluk deerleri (OD) Elisa
mikroplate okuyucuda (BIORAD) 595 nm dalga boyurieallmistar. Vitrifiye grup
hicrelerinin OD dgerleri taze kontrol gruplari ile katastiriimistir. Proliferasyon
aktiviteleri; “Yuzde Artg (%) = 100 - (OD2 gin x 100) / OD5gun” formulinergo
hesaplannstir (Cetinkaya ve Arat, 2011; Martin et al. 2000).

3.6.4. Histolojik Boyamalar
3.6.4.1. Hematoksilen ve Eozin (H-E) Boyamasi:
Hicrelerde yapilan boyama:

Taze ve vitrifiye dokulardan elde edilen 5 ve 2Xatbk gruplara ait kas ve
kikirdak hicreleri konfluent olduktan sonra %4 Ramaaldehit (PFA) (EK 3) ile 20
dakika oda isisinda fikse edigtir. Rehidratasyonsieminden gecirilen (%100 alkolden
%70 alkole azalan oranlarda gegapilmasi) hicreler hematoksilen boyasi ile 5 kiaki
muamele edilngtir. PBS ile yikamanin ardindan eozin boyasi ildakika boyanny ve
dehidratasyon (%70 alkolden %100 alkole artan ardal gegi yapiimasi) sleminden
gecirilmistir. Son olarak PBS ile yikandiktan sonra invertkmoaskopta (Nikon Ti-U)
inceleme yapilngtir. Boyama sonucunda hiicrelerin sitoplazmalarilpenenkte, ¢ekirdek
ise mavi renkte gozlemlengtr. H-E boyasi ile kaltirdeki hicrelerin genel rfadojileri

belirlenmitir.
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Dokularda yapilan boyama:

Taze ve vitrifiye kikirdak dokulari %4 PFA ile 248-saat 4°C’de fikse edildikten
sonra akan gene suyu altinda yikangtir. Dokular gece boyu %70 alkolde bekletildikten
sonra %80, %90 ve %100 alkolde& saat tutulmgtur. Alkol serilerinin ardindan 1 saat
oda isisinda ksilol ve %2 saat 60-65°C etlvde kgdohfin’de bekletildikten sonra parafin
bloklar hazirlanmtir. Hazirlanan bloklarda 5 pum kaligiinda kesitler alinarak preparatlar
hazirlanmgtir. Preparatlardan parafini uzafiamak icin %2 saat ksilol ile muamele
edilmistir. Ardindan, preparatlar rehidratasyaemine tabi tutulmg ve son olarak da
distile suda bekletildikten sonra hematoksilen Isoya aktarilarak 5 dakika bekletignr.
Akan ceme suyunda 10 dakika yikamanin ardindan eozin loyaslinarak 5 dakika
tutulmuwtur. Akan ¢gme suyu ile yikandiktan sonra dehidratasybemi yapiims ve son
olarak ksilol'de bekletilerekeffaflandirmanin ardindan entellan ile kapatilarateleme

yapilmstir. Taze ve vitrifiye kikirdak dokularinin genebrfolojileri incelenmistir.

3.6.4.2. Safranin O (EK 4) Boyamasi:

Taze ve vitrifiye kikirdak dokularindan hazirlangoreparatlardan parafini
uzaklgtirmak icin % saat ksilol ile muamele ediktm. Ardindan, preparatlar
rehidratasyonslemine tabi tutulmgl ve son olarak da distile suda bekletildikten sonra
Weigert's demirli hematoksilen cana ¢ozeltisinde 10 dakika bekletilir. Stire sonunda
akan ¢eme suyunda 10 dakika yikanpive Fast Green solisyonunda 5 dakika tutulduktan
sonra %1 Acetic Acid solisyonunda 10-15 saniye lrtuigtur. %0.1’lik safranin O
solisyonuna alinarak 5 dakika bekletildikten so##85 alkol, absoli alkol ve ksilol
solusyonlarinda 8er dakika tutulmsgtur. Bu klem 2 kez tekrarlandiktan sonra entellan ile
kapatiimstir. Dokularda bulunan kikirdak dokusu turuncu-kemsitoplazma gri-ygl ve

nikleuslar ise siyah renkte goruntulesgtmni

31



3.7.Immunfluoresans Boyamalar:

Bu kapsamda yapilan boyamalarda 5 ve 216 saatliblgnn taze ve vitrifiye
gruplari ele alinmgtir. Hoescht 33342 boyamasi ile nukleuslar boydndréacrelerin
apoptotik durumlari incelenstir. Aktin, B- Il Tubulin, Vimentin, NCAM, Cytokeratin,
Elastin ve Oct-4 antikorlari ile boyamalar yapikar&icrelerin karakterizasyonlari

yapiimstir.

3.7.1. Hoescht (HXT) 33342 Nukleus Boyamasi:

Hucreler %4 PFA ile 4 dakika fikse edilgtir. Fiksasyon sonrasi PBS ile ylkama
yapildiktan sonra 1 pg/ml HXT (EK 5) boyasi ile @kika boyanmtir. PBS ile yikamanin
ardinda UV gik altinda invert mikroskop ile incelemeler yapgim (Baarine et al. 2011).
Bu boyama ile apoptotik ve nekrotik niukleuslar bBeterek hucrelerin canliliklan
belirlenmitir. Mikroskopta inceleme yapilghnda; yuvarlak ve dizgin nikleusa sahip
olan hicreler canli, yiun ve/veya parcalanginiikleusa sahip olanlar ise apoptotik hticre

olarak dgerlendirilmistir.

3.7.2. Primer Antikorlar ile Yapilan Boyamalar:

Hucrelerin karakterizasyonlari igin Akting-1ll Tubulin, Vimentin, NCAM,
Cytokeratin, Elastin ve Oct—4 antikorlari kullanigtr. Mezegimal kdken icin Aktin ve
Vimentin, noroektoderm koken icifs-1ll Tubulin ve NCAM, epitelyal koéken icin
Cytokeratin, pluripotentsi icin Oct-4 ve kikirdakidrelerinin tanimlanabilmesi icin Elastin

antikorlari secilmytir.

Doksan alti kuyulu petrilere ekilen hiicreler %4 PilA20 dakika fikse edilngtir.
Bu calsmada blok ¢ozeltisi (EK7) olarak %3 keci serumu,, 260ritonX—100 (Sigma) ve
%1 polivilinpropolin (PVP, Sigma) iceren yiuksek lwzampon (High Salt Buffer; HBS)
(EK 6) cozeltisi kullanilmgtir. Ayni blok c¢ozeltisi kullanilarak primer antikar ve

sekonder antikor hazirlangtr. Antikorlar ve dilisyonlari gagidadir:
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- Aktin (Sigma A 2547); 1:200 dilusyon

-B-11l Tubulin (Sigma T 5076); 1:100 dilisyon
-Vimentin (Sigma C 9080); 1:200 dilisyon
-NCAM (Abcam ab51932); 1:100 dilisyon
-Cytoceratin (Sigma C 9179); 1:200 dilisyon
-Elastin (Santa Cruz sc-58756); 1:50 dilisyon
-Oct-4 (Santa Cruz sc-5279); 1:50 diliisyon

-Sekonder antikor anti-mouse 1gG FITC (SIGMA F-5262100 dilisyon

Fikse edilen drnekler PBS ¢o6zeltisi ile yikandiksammra oda sicalginda 45 dakika
blok ¢cozeltisinde bekletilngive HBS ile yikanngtir. Primer antikorlar ile oda sicaginda
1 saat inktbe edilrglir. Primer antikor inkiibasyonunun ardindan yikagbaeltisi (EK 8)
ve HBS ile yikandiktan sonra sekonder antikor blgir dilisyonda hazirlanarak kuyulara
aktarilmg ve bir saat oda sicaglnda bekletilmgtir. Yikamanin ardindan fluoresans

atacmanl invert mikroskopta boyamalar kontrol mditir.

3.7.3. Kikirdak Dokularinin Elastin Antikoru ile Bo yanmasi:

Taze ve vitrifiye kikirdak dokularindan hazirlangoreparatlardan parafini
uzaklgtirmak icin % saat ksilol ile muamele edikti. Ardindan, preparatlar
rehidratasyonslemine tabi tutulmgi ve son olarak da PBS’te bekletildikten sonra blok
cOzeltisinde 45 dakika oda sicakhda bekletilmgtir. Elastin (Santa Cruz sc—-58756)
primer antikoru 1:50 dilisyonda blok ¢ozeltisindezinlanmg ve 2 saat oda sicaginda
bekletilmistir. Yikama co6zeltisi ile yikandiktan sonra, 1:1@00syonda blok c¢ozeltisi
icerisinde hazirlanan sekonder antikor anti-mogse FITC (SIGMA F-5262) antikoru ile
1 saat oda sicaklinda bekletilmgtir. Boyamanin ardindan preparatlar fluoresansnagad
invert mikroskop ile incelenriir.
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3.8. Flow Sitometri (Akim Sitometresi) Analizleri:

Dokularin dondurulup ¢6zulmesi sonrasinda eldeeaditcrelerin canhliklari ve
hiicre sikluslari fazlari incelengtir. Boylece bu hicrelerin etkinlikleri belirlendre
biyobankalar ve NT calmalari icin kaynak olarak kullanilabilirlikleri fls sitometrik
yontem ile belirlennstir. Hiicrelerin plazma membranlarinda meydana gdggsiklikler
ile apoptotik hiicreler, membran buttnlukleri bonldauin belirlenmesi ile 61l hiicreler ve
hiicre siklus fazlari arasindaki DNA miktarlarinaridiliklari sayesinde de hucre siklus

fazlar flow sitometrik yontemler ile tespit edilgtir.

Hucre poptlasyonlari icerisindeki, 6lu hiicre oranlabelirlemek icin 7-Amino-
Actinomycin D (7-AAD; BD Pharmingen 559925), apdjtcdicreler icin FITC Annexin
V Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen 556547) hécre siklus analizleri icin ise
Propodium lodide (PI) (BD Pharmingen 556463) bayatallaniimistir. Analizler; Becton
Dickinson FACScan cihazi ve Cell Quest Pro (USAygoami ile incelenngtir.

Flow sitometri analizlerinde 5 ve 216 saatlik ganph taze ve vitrifiye gruplari ele
alinmstir. Bu gruplar; uygulanan hiicre senkronizasyontg@me gore ayrica U¢ alt gruba
daha ayrilmgtir. Alt gruplar gagidaki belirtildigi sekilde hazirlannstir.

a) %100 Konfluent ve 3 giin boyunca %10 FBS icerenyeesi
b) %100 Konfluent ardindan 3 giin boyunca %5 FBS icbesiyeri
C) %100 Konfluent ardindan 3 guin boyunca %0,5 FBSitbesiyeri

Yukaridaki gruplar haricinde %50 konfluent olan kaskikirdak hticreleri ve -80

°C’'de bekletilerek oldurilmg hiicreler hazirlanarak kontrol olarak gedendirilmistir.
Tiam 0Orneklerde 10 000 hiicre analiz edsiini
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3.8.1. 7-Amino-Actinomycin D (7 AAD) Analizi:

Hucreler tripsinizasyonslemi ile petri ylzeyinden kaldirildiktan sonra heicr
sayimlari yapilmgtir. Hiicre peleti sguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra PBS icerisinde
hazirlanan 7 AAD (5ul (0,25 pg)/ 1x106 hucre) boyides 15 dakika oda sicakinda
karanlikta bekletilmitir. Sirenin sonunda hicreler santrifijlenereksist alindiktan sonra
iki kez s@guk PBS ile yikanarak 4°C’de santriftijlerytii. Ardindan her tipe 500 ul PBS
eklenmi ve flow sitometri cihazi ile analizler yapilghr. OlU hicrelerin membran
batinltklerini kaybetmeleri ve boyanin bu hicreleigtine gegmesi sayesinde boyanin
flouresans ypunlugu ve emisyon 6zeli olculerek 6li ve canh hicre oranlari belirlenir
(Sekil 3.2).

1000

0

Sekil 3.2. Flow sitometri 7-AAD analiz sonucu 6rgie
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3.8.2. FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit Analgi:

Hucreler tripsinizasyonslemi ile petri ylzeyinden kaldirildiktan sonra heicr
sayimlari yapilnytir. Hicre peleti sguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra kit icerisinde
bulunan 1X Binding Buffer ile de iki kez yikangtir. Hiicreler, kit icerisinde yer alan 1X
Binding Buffer icerisinde hazirlanan 5ul Annexinbdyasi ile 15 dakika oda sicakhda
karanlikta boyamanin ardindan tiplere 1X Bindindgf&uve 4 pl propidium iodide (PI)
eklenmitir. Tupler yeniden 15 dakika oda sicgkhda karanlkta bekletilerek boyarytr.
Sonrasinda tuplere 1X Binding Buffer soliisyon eklgnve santrifilj edilmgtir. Sdrenin
sonunda hucreler santrifijlenerek st sivi alirmhksonra % 1 PFA solisyonunda buz
Uzerinde 10 dakika fikse edilgtir. Fiksasyon sonrasi hicreler iki kezgak PBS ile
yikanmg ve Ust sivilar aspire edilgtir. Hicre peleti bulunan ttplere 50 pg/ml RNase A
(Fermentas EN0531) eklenerek 15 dakika 37°C’debekédilmgtir. Tlpler bir kez sguk
PBS ile yikanmy ve ardindan her tipe 500 ul PBS eklenerek floansgtri cihazi ile
analizler yapilmgtir (Rieger et al. 2011). Analiz sonucunda; sad&crexin V boyasini
alan hucreler erken apoptotik, sadece Pl boyatanlaa nekrotik ve her iki boyayi birden

alan hucreler ise ge¢ apoptotik olaralgelbendirilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Flow sitometri FITC Annexin V Apoptosis Detecti#it analiz sonucu Orng
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3.8.3. Hicre Siklus Analizleri:

Hucreler tripsinizasyonslemi ile petri ylzeyinden kaldirildiktan sonra heicr
sayimlari yapilmgtir. Hiicre peleti sguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra 500 pgsgk
PBS ve 5 ml %70 ethanol ile hiicreler fikse edgtimi Fikse edilen hiicreler-€’de en az
24 saat tutulduktan sonra (4 haftaya kadar beé&hslit) santriflj edilerek fiksatif
uzaklgtinimistir. Birkac kez spuk PBS ile yikandiktan sonra hiicre peleti; 500 BEP
icerisinde 100 pg/ml RNase A (Fermentas ENO0531),us0ml Pl (BD Pharmingen
556463) ve %0,1 Triton X-100 (Sigma) bulunan boyasadiisyonu ile 1 saat oda
sicaklginda karanlikta bekletildikten sonra flow sitomatiinazi ile analizler yapilngtir
(Zhou 2010). Hucre siklus fazlari arasindaki DNAtarlarinin farkli olmasi ve DNA'nin
Pl boyasi ile boyanmasi sonucunda boyanin fluosegatunlugunun oélctlmesi ile fazlar

belirlenmitir.

A ) B

GyGy
G, PHASE

Cell Number

S PHASE
(DNA replication)

ST T ]
Fluorescence Intensity

Cell cycle phases A DNA histogram

Sekil 3.4. Hucre siklus fazlarinin flow sitometri yontemi ileelirlenmesi (Takahashi,
2011).
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3.9. Glikozaminoglikan (GAG) Analizi:

Kikirdak dokusu; lakinalar icerisindeki kondrogitlee bunlarin ekstraselller
matrikslerinden olgur. Ekstraselliler matriks icerisinde glikozaminkghlar (GAG),
kollajen ve elastik fibriller bulunur. Kikirdak dakve hucrelerinin tanimlanmasinda

kullanilan bir yontemde GAG miktarlarinin dlgimudur

Hucrelerin icerisindeki GAG miktari, 1,9-dimethylthglene blue (DMB) boyasi
ile acga cikariimgtir. Hicreler tripsinizasyonslemi ile petri ylzeyinden kaldirildiktan
sonra hiicre sayimlari yapilgnve 1x1d hiicre/ml'de olacaksekilde sulandirilarak 24
kuyulu petri kaplarina ekim yapilgtir. Kdlttrin 5. guninde besiyeri aspire edildikten
sonra papain extraction solisyonu (200 pg/ml Pap&ri M sodium acetate, 0.005 M
cysteineHCI, 0.01 M NaEDTA pH 6.5 Sigma) kuyulara konmwe 65C etivde 4 saat
tutulmuwtur. Sire sonunda 100 pl digestion soliisyon ile@ 1DDMB calsma soltisyonu
(Formik asit icerisindeki 32 pg/ml DMB, pH 3.5 Sigirkarstiriimis ve Elisa mikroplate
okuyucuda (BIORAD) 595 nm dalga boyunca o6l¢cigtiiic GAG icergi hesaplannsgtir
(Cetinkaya ve Arat 2011). GAG icgrive absorbans gerlerinin korelasyonlari alingve
Chondroitin sulfate standartgmsine gore hesaplangtir. Gruplar arasindaki fark

incelenmitir.
3.10.istatistiksel Analizler:
Tam deneyler en az U¢ kere tekrarlagtmi Uygulamalar arasindaki farklar One way

ANOVA, Regresyon, Korelasyon ve General Linear Mlslme gére analiz edilrgiir. P

< 0.05 deeri istatistiksel olarak anlamli ger kabul edilmgtir.
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4. BULGULAR

4.1. Primer Kultur

Taze ve vitrifiye gruplara ait dokularin primer Kirleri yapilarak sglikli hicreler

elde edilmgtir.

Doku parcasi

A 4

Dokudan yayilim
gosteren hucreler

Sekil 4.1. Primer kiltirde Greme gosteren dokular. A) Dokugtagilim gosteren
hiicreler B) Dokudan yayilim gésteren ve konfludahdiicreler
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4.2. Dokularin  Yapsma Oranlart ve Konfluensi Zamanlarinin

Kar silastiriimasi

Sigir tard ile yapilan ¢cagmada; genel olarak doku tipineghiaolarak anlamli fark
tespit edilmgtir. Kikirdak dokusu kas dokusuna gore daha az darapetri ylzeyine
yapsma eilimi gostermgtir. 216 saatlik grupta ise; taze ve vitrifiye glaip arasinda
anlamh fark gorilmezken kas ve kikirdak doku tiplarasinda anlamli fark tespit
edilmistir. Konfluensi oranlari ve zamanlari incelegidde ise doku tipi ve uygulanan

islemler bakimindan gruplar arasinda anlamli farkitesdilememgtir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Sgir kas ve kikirdak dokularinin taze ve vitrifiyeugtarinin yagma ve
konfluensi zamanlari

EG-hpm Ornek Doku Yapisan Ornek Subkonfluensi (%) KZ
Uygulam Tipi Sayisi
alari

ilk_Yapisma (%) ilk

5 T Kikirdak 18 15 (86f 15 15 (100) 15
Kas 15 13 (87 13 13 (100) 17

\Y Kikirdak 13 7 (58 7 7 (100) 17

Kas 15 12 (84P° 12 12 (100) 19

48 T Kikirdak 15 9 (60)" 9 9 (100) 17
Kas 15 13 (88f° 13 13(100) 19

\Y Kikirdak 13 9 (76)°° 9 9 (100) 17

Kas 15 13 (88f° 13 13(100) 17

72 T Kikirdak 15 14 (96F° 14 14 (100) 18
Kas 15 14 (93y° 14 14 (100) 19

Y, Kikirdak 15 13 (89)F° 13 13(100) 21

Kas 15 13 (8% 13 13(100) 17

96 T Kikirdak 15 13 (87F° 13 13(100) 21
Kas 15 14 (93 14 14 (100) 22

Y, Kikirdak 15 12 (84F° 12 12(100) 25

Kas 15 13 (89y° 13 13(100) 22

216 T Kikirdak 15 10 (68 10 10 (100) 16
Kas 17 16 (94) 16 16 (100) 17

v Kikirdak 15 9 (58)° 9 9 (100) 21

Kas 15 14 (93)° 14 14 (100) 21

*. EG:deneysel gruplar; hpm: post-mortem beklemesliT: Taze V: Vitrifiye KZ: Konfluensi
zamani. a,b,c,d:q®,05
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Koyun turt ile yapilan ¢ailmada; genel olarak doku tipinegheolarak anlamli fark
tespit edilmgtir. Kikirdak dokusu kas dokusuna gore daha az darapetri ylzeyine
yapsma eilimi gostermitir. 216 saatlik grupta; kas ve kikirdak dokulaakbmindan
arasinda anlamli fark gortilmezken taze ve vitrifgreplar arasinda anlamli fark tespit
edilmistir. Konfluensi oranlari ve zamanlar incelegidde ise gruplar arasinda anlamh
fark tespit edilemengtir. Konfluensi zamanlari incelenginde; 96 ve 216 saatlik vitrifiye
gruplarinda kas ve kikirdak dokularinin konfluemamanlarinin gger gruplardan daha

uzun oldgu tespit edilmgtir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Koyun kas ve kikirdak dokularinin taze ve viygigruplarinin yapma ve
konfluensi zamanlari

EG-hpm  Ornek Doku Yapisan Ornek Subkonfluensi (%) KZ
Uygulama Tipi Sayisi
lan
ilk _ Yapisma 1lk
(%)
5 T Kikirdak 10 6 (60 6 6 (100) iie]
Kas 10 6 (57 6 6 (100) sy
Y, Kikirdak 10 6 (58) 6 6 (100) sy
Kas 10  5(50) 5 5 (100) iie]
48 T Kikirdak 15 13 (873"¢ 13 13 (100) 14
Kas 15 14 (93) 14 14 (100) 14
Y, Kikirdak 14 9 (66)" 9 9 (100) 18
Kas 13 12 (94) 12 12 (100) e
72 T Kikirdak 15 14 (93) 14 14 (100) 14
Kas 15 14 (93) 14 14 (100) 14
Y, Kikirdak 14 11 (78) 11 11 (100) 16
Kas 15 13 (88)"° 13 13 (100) ficy
96 T Kikirdak 14 14 (100) 14 14 (100) 10
Kas 14 14 (100) 14 14 (100) 79
v Kikirdak 14 12 (86)°° 12 12 (100) 2
Kas 14 12 (88P° 12 12 (100) 7?2
216 T Kikirdak 15 13 (84)° 13 13 (100) 18
Kas 15 12 (82P° 12 12 (100) sy
\Y Kikirdak 15 9 (62)" 9 9 (100) 20
Kas 15 10 (67 10 10 (100) 19

*. EG:deneysel gruplar; hpm: post-mortem beklemeesiti T: Taze V: Vitrifiye KZ: Konfluensi
zamani. a,b,c,d:q®,05
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4.3. Populasyon Katlanma (Population Doubling, PKpayilari ve Zamani

Populasyon katlanma sayilari ve zamanlari 5 ve &d4#tlik gruplarin taze ve
vitrifiye gruplari arasinda incelengtir. Populasyon katlanma sayilart ve zamanlari
incelendginde; bekleme stresi, tir ve hicre tiplerindegilmsiz olarak uygulanaglem
bakimindan farklilik oldgu tespit edilmgtir. Populasyon katlanma (PK) sayilar
bakimindan vitrifiye gruplarin taze gruplara gorehd az katlandiklari yani az mitoz
bolinme gecirdikleri tespit edilstir (Cizelge 4.3). Populasyon katlanma zamanlakZpP
incelendginde ise vitrifiye gruplarin populasyon katlanmarzalarinin taze gruplara gore
daha uzun oldgu belirlenmgtir (Cizelge 4.4). Bu sonug populasyon katlanmaugtan! ile

de d@ru orantihdir.

Cizelge 4.3Populasyon katlanma (PK)

EG-hpm Ornek Tiir Hucre Tipi PK
Uygulamalari
5 V Sigir Kikirdak 11,1
Kas 17,2
Koyun Kikirdak 20,1
Kas 16,6
T Sigir Kikirdak 18,4
Kas 19,4
Koyun Kikirdak 22,3
Kas 18,4
216 \% Sigir Kikirdak 12
Kas 18,6
Koyun Kikirdak 24,1
Kas 14,4
T Sigir Kikirdak 16,9
Kas 24,1
Koyun Kikirdak 24,9
Kas 14,4

*. EG:deneysel gruplar; hpm: post-mortem beklemesil T: Taze V: Vitrifiye PK: Populasyon
katlanma sayisi
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Cizelge 4.4 Populasyon katlanma zamanlar (PKZ)

EG-hpm Ornek Tar Hucre Tipi PKZ (Saatler)
Uygulamalari
5 V Sigir Kikirdak 76,2
Kas 59,3
Koyun Kikirdak 38,4
Kas 51,5
T Sigir Kikirdak 429
Kas 40,2
Koyun Kikirdak 35,6
Kas 429
216 \% Sigir Kikirdak 83,5
Kas 36,1
Koyun Kikirdak 30,7
Kas 64,7
T Sigir Kikirdak 43,8
Kas 30,9
Koyun Kikirdak 29,9
Kas 65,3

*. EG:deneysel gruplar; hpm: post-mortem beklemesiT: Taze V: Vitrifiye PKZ: Populasyon
katlanma zamani

4.4. Hucrelerin Proliferasyon Aktivitesi:

Hucrelerin proliferasyon aktiviteleri MTT analizigte incelenmgtir. MTT analiz
sonugclari incelendinde, koyun kikirdak hiicre hatlarinin taze ve fijtel gruplari arasinda
anlamh fark bulunmamngtir (p=1). Koyun kas hiicre hatlarinda ise 5 saagtikpta taze ve
vitrifiye grup arasinda anlaml fark bulunurken Q85), 216 saatlik gruplar arasinda
anlamh fark bulunmamtir (p=1). Sgir kas ve kikirdak htcre hatlarinin taze ve vigfi
gruplari arasinda anlamli fark bulunmatmi(p=1) Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Sigir ve koyunlara ait kas ve kikirdak htcrelerininolgerasyon aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan MTT test sonuglari
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4.5. Histolojik Boyamalar

4.5.1. Hematoksilen ve Eozin Boyamasi

Hucreler ile yapilan boyamalar

Kas ve kikirdak dokularinin taze ve vitrifiye edéhlari sonrasinda elde edilen
hiicreler H-E ile yapilan boyama sonucunda hiicreleormal morfoloji gosterdi tespit

edilmistir. Kikirdak dokularinin 216 saat vitrifiye grupiadan elde edilen hiicrelerde ise

az oranda morfolojik d@siklikler belirlenmistir (Sekil 4.3-6).
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Sekil 4.3. Koyun kikirdak dokularindan elde edilen hucreler.

5TK: 5 saat taze kikirdak hticreleri (x4).
5VK: 5 saat vitrifiye kikirdak hiicreleri (x10).
216TK: 216 saat taze kikirdak (x4).

216VK: 216 saat vitrifiye kikirdak (x10).
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Sekil 4.4. Koyun kas dokularindan elde edilen hticreler (x10).

5TF: 5 saat taze kas hucreleri

5VF: 5 saat vitrifiye kas hiicreleri
216TF: 216 saat taze kas hiicreleri
216VF: 216 saat vitrifiye kas hucreleri
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Sekil 4.5. Sgir kikirdak dokularindan elde edilen hiicrgbet0).
5TK: 5 saat taze kikirdak hucreleri

5VK: 5 saat vitrifiye kikirdak hucreleri

216TK: 216 saat taze kikirdak

216VK: 216 saat vitrifiye kikirdak
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Sekil 4.6. Sigir kas dokularindan elde edilen hucreler (x10).
5TF: 5 saat taze kas hucreleri

5VF: 5 saat vitrifiye kas hicreleri

216TF: 216 saat taze kas hucreleri

216VF: 216 saat vitrifiye kas hicreleri
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Dokularda yapilan boyamalar

Taze ve vitrifiye kikirdak dokulari H-E boyas! i®yandiktan sonra morfolojileri
incelenmgtir.  Vitrifikasyona bali olarak ekstraselliler matriksin azalmioldugu
gorulmesine ragmen taze ve vitrifiye kikirdak dokulardaki konditesiin  normal

morfolojileri korunmutur (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Taze ve vitrifiye kikirdak dokularinin H-E boyaraal
A) 5 saat taze kikirdak dokusu (x20)
B) 216 saat vitrifiye kikirdak dokusu (x10)
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4.5.2. Safranin O Boyamasi

Kikirdak dokusunun morfolojisi gostermek igin kullean Safranin O boyasi ile
yapilan cajma sonucunda taze kikirdak dokusunun normal mgifelasahip oldgu
tespit edilmgtir. Vitrifiye kikirdak dokusunda bazi kondrositiernormal morfolojilerini
kaybettikleri tespit edilse de dokunun genel olan@kmal morfolojiye sahip oldiu ve
doku Dbudtunlguna kaybetmegs gOsterilmgtir.  Vitrifiye doku resminde gorilen

bolinmeler; yapr bozukfiundan dgil dokunun dondurma 6ncesinde kucuk parcalara

Sekil 4.8. Taze ve vitrifiye kikirdak dokularinin Safranin f@yamalari. A) 5 saat taze kikirdak
dokusu (x20) B) 216 saat vitrifiye kikirdak dokusi0)

4.6.Immunfluoresans Boyamalar

4.6.1. Hoescht (HXT) 33342 Nukleus Boyamasi

Kalturdeki hicrelerin apoptotik ve nekrotik nukléarsni belirlemek ve canliliklari
tespit etmek icin HXT boyamasi yapikair. Boyama; 5 ve 216 saatlik gruplarin taze ve
vitrifiye gruplari arasinda incelengtir. Bu hiicreler ayrica U¢ alt gruba daha ayrilarak
serum ach halindeki apoptotik 6zellikleri de belirlensgtir.

Hucrelerin ¢cok az sayida apoptotik nikleuslara patidusu tespit edilmytir.
Apoptotik nukleuslarin boyayr daha fazla aldiklae parlak mavi renkte olduklari
belirlenmgtir. Konfluent ve ardindan ¢ gin boyunca %0,5 FRBSmuamele edilen
gruplarda genel olarak gir gruplara (Konfluent ve ¢ giin %10 FBS ve Koniiluee U¢
gun %5 FBS) goére apoptotik nikleus sayilarinini@arggozlemlense de gruplar arasinda
farklihk tespit edilmemitir (Sekil 4.9-12). Sekiller Gzerindeki sari oklar apoptotik
hicreleri gostermektedifékil 4.9-12).
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Sekil 4.9. Sigir kas dokularindan elde edilen hiicreler.
A) 5TF: 5 saat taze kas hucreleri. 1: %10 FBS 3 g®2FBS 3 giin 3: %0,5 FBS 3 gln
B) 5VF: 5 saat vitrifiye kas hucreleri 1: %10 FBS 31dli %5 FBS 3 gun 3: %0,5 FBS 3 gin
C) 216TF: 216 saat taze kas hucreleri 1: %10 FBS 3ga65 FBS 3 guin 3: %0,5 FBS 3 gun

D) 216VF: 216 saat vitrifiye kas hicreleri 1: %10 FB§un 2: %5 FBS 3 gin 3: %0,5 FBS 3
glin
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Sekil 4.10.Sgir kikirdak dokularindan elde edilen hicreler.

A) 51"'K: 5 saat taze kikirdak hcreleri. 1: %10 FBSU8 §: %5 FBS 3 gin 3: %0,5 FBS 3

B) g\u/?( 5 saat vitrifiye kikirdak hicreleri 1: %10 FBESgun 2: %5 FBS 3 gin 3: %0,5 FBS

C) gl%?K: 216 saat taze kikirdak hicreleri 1: %10 BBEin 2: %5 FBS 3 gin 3: %0,5 FBS

D) %:6:\% 216 saat vitrifiye kikirdak hicreleri 1: %EBS 3 gin 2: %5 FBS 3 gin 3: %0,5
gun
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Sekil 4.11.Koyun kas dokularindan elde edilen hticreler.

A) 5TF: 5 saat taze kas hucreleri. 1: %10 FBS 3 g®2FBS 3 giin 3: %0,5 FBS 3 gln
B) 5VF: 5 saat vitrifiye kas hucreleri 1: %10 FBS 31dli %5 FBS 3 gun 3: %0,5 FBS 3 gln
C) 216TF: 216 saat taze kas hucreleri 1: %10 FBS 3ga65 FBS 3 guin 3: %0,5 FBS 3 gun

D) 216VF: 216 saat vitrifiye kas hicreleri 1: %10 FB§un 2: %5 FBS 3 gin 3: %0,5 FBS 3
glin
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Sekil 4.12.Koyun kikirdak dokularindan elde edilen hucreler.
A) 51"'K: 5 saat taze kikirdak hcreleri. 1: %10 FBSU8 §: %5 FBS 3 gin 3: %0,5 FBS 3
B) g\u/?( 5 saat vitrifiye kikirdak hicreleri 1: %10 FBESgun 2: %5 FBS 3 gin 3: %0,5 FBS
C) gl%?K: 216 saat taze kikirdak hicreleril: %10 FBJIB 2: %5 FBS 3 gun 3: %0,5 FBS
D) ?:1;6:\% 216 saat vitrifiye kikirdak hicreleril: %EBS 3 gin 2: %5 FBS 3 gun 3: %0,5
gun
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4.6.2. Primer Antikorlar ile Yapilan Boyamalar

Boyamalarda 5 ve 216 saatlik gruplarin taze vefiy#r gruplar incelenmir.
Yapilan boyamalar sonucunda Aktin ve Vimentin amti&rinda pozitif boyanma
gorulurken dger antikorlarda boyanma tespit edilmetini Aktin antikor boyamalarinda;
vitrifiye gruplarda taze gruplara ve 216 saatlikgarda 5 saatlik gruplara gore kuvvetli
pozitif boyanma oldgu tespit edilmgtir. Vimentin antikorunda ise pozitiflik bakimindan
gruplar arasinda genel olarak fark gorilmese de tpaplarda ekspresyonun daha fazla
oldugu gorulmigtar. Kikirdak hicrelerinin tanimlanmasi amaciylapi@n Elastin
boyamasinda zayif bir pozitif boyanma tespit eddme rgmen tatmin edici bir sonug
elde edilemenstir (Sekil 4.13-20).
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Sekil 4.13.Sgir kas hicrelerinde Aktin antikor boyama sonug(g20)
5TF: 5 saat taze kas hticreleri

5VF: 5 saat vitrifiye kas hiicreleri

216TF: 216 saat taze kas hucreleri

216VF: 216 saat vitrifiye kas hicreleri
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Sekil 4.14.Sgir kikirdak hticrelerinde Aktin antikor boyama solaung(x10)
5TK: 5 saat taze kikirdak hticreleri

5VK: 5 saat vitrifiye kikirdak hiicreleri

216TK: 216 saat taze kikirdak

216VK: 216 saat vitrifiye kikirdak
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Sekil 4.15.Koyun kas hiicrelerinde Aktin antikor boyama soaug(x20)
5TF: 5 saat taze kas hticreleri

5VF: 5 saat vitrifiye kas hucreleri

216TF: 216 saat taze kas hucreleri

216VF: 216 saat vitrifiye kas hiicreleri
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Sekil 4.16.Koyun kikirdak hiicrelerinde Aktin antikor boyanansaclari (x10)
5TK: 5 saat taze kikirdak hticreleri

5VK: 5 saat vitrifiye kikirdak hiicreleri

216TK: 216 saat taze kikirdak

216VK: 216 saat vitrifiye kikirdak
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Sekil 4.17.Sgir kas hicrelerinde Vimentin antikor boyama sonughl0)
5TF: 5 saat taze kas hticreleri

5VF: 5 saat vitrifiye kas hucreleri

216TF: 216 saat taze kas hucreleri

216VF: 216 saat vitrifiye kas hicreleri
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Sekil 4.18.Sigir kikirdak hiicrelerinde Vimentin antikor boyamangolari (x10)
5TK: 5 saat taze kikirdak hticreleri

5VK: 5 saat vitrifiye kikirdak hucreleri

216TK: 216 saat taze kikirdak

216VK: 216 saat vitrifiye kikirdak
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Sekil 4.19. Koyun kas hiicrelerinde Vimentin antikor boyamatsgari (x10)
5TF: 5 saat taze kas hticreleri

5VF: 5 saat vitrifiye kas hucreleri

216TF: 216 saat taze kas hucreleri

216VF: 216 saat vitrifiye kas hicreleri
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Sekil 4.20.Koyun kikirdak hiicrelerinde Vimentin antikor boyasonuclari
5TK: 5 saat taze kikirdak hiicreleri (x5)

5VK: 5 saat vitrifiye kikirdak hucreleri (x20)

216TK: 216 saat taze kikirdak (x10)

216VK: 216 saat vitrifiye kikirdak (x10)
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4.6.3. Kikirdak Dokularinin Elastin Antikoru ile Bo yanmasi

Taze ve vitrifiye kikirdak dokularinda elastin &otiu ile boyama yapilngive

pozitif boyanma elde edilrtir. Kikirdak dokusunda bulunan elastin fibrilledsgerilmitir
(Sekil 4.21).

Sekil 4.21.Taze ve vitrifiye kikirdak dokularinin Elastin kzoyalar!.
A) 5 saat taze kikirdak dokusu (x10)
B) 216 saat vitrifiye kikirdak dokusu (x20)
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4.7. Flow Sitometri (Akim Sitometresi) Analizleri

Flow sitometri analizleri esnasinda boyanmgamicreler ilk olarak okutulmuve
canli olan hicrelerin oldw alanlar belirlennstir. Alan belirlendikten sonra boyali olan
orneklerin analizleri yapilngtir. Analizler; belirlenen alan icerisindeki hicoganlarini
vermektedir. Flow sitometri analizleri ile hicretercanlilik ve htcre siklus oranlari
belirlenmitir. Deney gruplari olarak; 5 ve 216 saatlik gruplataze ve vitrifiye gruplari
incelenmgtir. Bu gruplar; uygulanan hiicre senkronizasyontginne gore ayrica U¢ alt
gruba daha ayrilmtir. Alt gruplar gagidaki belirtildigi sekilde hazirlannstir.

a) %2100 Konfluent ve 3 giin boyunca %10 FBS iceesyeri

b) %100 Konfluent ardindan 3 giin boyunca %5 FB&itbesiyeri

C) %2100 Konfluent ardindan 3 giin boyunca %0,5 Ffg$en besiyeri

Canlilik ve hicre siklus analizleri yukarida bém gruplara gore kardastirmal
olarak incelenerek istatistiki analizleri yapiktmn.
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4.7.1. 7 AAD Analizi

Incelenen o6rneklerdeki canli ve o6lu hiicre oranlabelirlenmitir. Negatif ve
pozitif kontrol hicreleri hazirlangtir. Negatif kontrol olarak hazirlanan hicrelerde
canliik orani %38,07 ve 6lu hiicre orani ise %61g88ak belirlenmitir. Pozitif kontrol
hiicrelerinde ise canlilik orani %99,95 ve 6lu hianani ise %0,05 olarak tespit editimi

(Sekil 4.22).

KIK-olu KIK-olu.

Side Scatter
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salssaalanpalas
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1 1
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Forward Scatter

KIK-Kontral-2.019 KIK-Konirol-2.019

1 s aalyay
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1
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L

100 10! 102 10 10t
FL3-H

Forward Scatter

Sekil 4.22.A) Negatif kontrol (%38,07) ve B) pozitif kontré{99,95)
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Koyun kas hicrelerinde deney gruplari hiicre senkasyon yontemlerine gore
deserlendirildiginde; 5TF grubunda %100 ve %5 kuiltirskbari arasinda ve 216VF
grubunda ise %100 ile %5 ve %0,5 kultugkitari arasinda anlaml fark tespit ediftim.
216TF ve 5VF gruplari icerisinde ise anlaml fagkgit edilmemgtir (Cizelge 4.5 veSekil
4.23). Deney gruplar canli ve 6lum oranlarina gdegerlendirildiginde; %100 kalttr
grubu dger gruplarla anlamli fark gostergtir. %5 kiltir grubunda ise gruplar arasinda
fark bulunmamytir. %0,5 grubunda 216TF grubugdrlerine gére yiksek canlilik oranina
sahiptir ve dger gruplarla arasinda anlamli fark tespit editmi(Cizelge 4.6 veSekil
4.23).

Koyun kikirdak hicrelerinde deney gruplari hicreksenizasyon yontemlerine
gore dgerlendirildiginde; 5TK ve 216VK gruplari icerisinde anlamli fartespit
edilmemitir. 5VK ve 216TK gruplarinda ise %0,5 grubu ilgel gruplar arasinda anlaml
fark tespit edilmgtir (Cizelge 4.7 veSekil 4.24). Deney gruplari canh ve 6lim oranlarin
gore degerlendirildiginde; %100 ve %5 kdiltur gruplarinda 5TK grubu yiksmnllik
gostererek gier gruplarla arasinda anlamh fark bulumgom. %0,5 grubunda taze ve
vitrifiye gruplar arasinda anlamli fark tespit eigtir. (Cizelge 4.8 veéSekil 4.24).

Koyun kikirdak ve kas hicreleri kaastirildiginda; 5T grubunda kas ve kikirdak

hicreleri arasinda anlamli fark gézlemlenmezken ZMT ve 216V gruplarinda kas ve
kikirdak hicreleri arasinda anlaml fark tespitraditir (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.23 Koyun kas hticrelerinde 7 AAD boyama sonuglari.

5TF: 5 saat taze kas hucreleri

5V(D)F: 5 saat vitrifiye kas hticreleri

216TF: 216 saat taze kas hucreleri

216V(D)F: 216 saat vitrifiye kas hiicreleri

Kaltur kosullari: 100 %10 FBS 3 guk: %5 FBS 3 gu®,5 %0,5 FBS 3 gln
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Cizelge 4.5Koyun kas hicrelerinin hiicre senkronizasyon yotdeme gore kanlastiriimasi

Koyun Kas Hucreleri 7AAD Sonuglari

Kaltdr
Kosullar

Deney Gruplarn

ST

5V

216T

216V

%100

Canli
Hicre
orani

98,63+0,29

98,06+0,18

97,98+0,23

94,71+0,14

Olu Hucre
Orani

1,48

1,89

2,02

5,29

%5

Canli
Hicre
orani

95,53+1,49

98,30+0,23

96,71+1,84

96,22+0,68

Olu Hicre
Oranli

4,07

1,63

3,30

3,79

%0,5

Canli
Hucre
orani

97,12+0,18

97,88+0,23

98,67+0,15

97,44+0,88

Olu Hicre
Oranli

2,92

2,06

1,33

2,57

Canli hiicre ve 6lU hicre oran sutunlari kendi anadla dgerlendirilmistir. a,b : 30,05

Cizelge 4.6 Koyun kas hticrelerinin deney gruplarinagoresiagtiriimasi

Koyun Kas Hucreleri 7AAD Sonuglari

Deney Kaltar Ko sullari
Gruplari %100 %5 %0,5
Canli Hucre | OIu Hucre | Canh Hiicre| OIi Hucre | Canli Hucre | OIu Hucre
Orani Orani Oranli Orani Orani Oranli

+ + ,C ,C
5T 98,63J_r0,29 1,45, 95,53+1,49 4.04 97,12+0,13 2,97
5V 98,06+0,18 1,89 98,30+0,23 1,63 97,88+0,23° 2,06°
216T 97,980,238 2,02 96,71+1,84 3,30 98,67+0,18° 1,33

+ + ,C ,C
216V 94,71+0,14 5,26 96,22+0,68 3,76 97,44+0,88 257

Canli hiicre ve 6lU hiicre oran sutunlari kendi anada dgerlendirilmistir. a,b,c : g0,05
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Sekil 4.24.Koyun kikirdak hticrelerinde 7 AAD boyama sonuclari
5TF: 5 saat taze kas hicreleri
5V(D)F: 5 saat vitrifiye kas hticreleri
216TF: 216 saat taze kas hucreleri

216V(D)F: 216 saat vitrifiye kas hiicreleri

Kdltdr kosullari: 100 %10 FBS 3 gus: %5 FBS 3 gu®,5: %0,5 FBS 3 giin



Cizelge 4.7 Koyun kikirdak hicrelerinin hiicre senkronizasyéntgmlerine gore katastiriimasi

Koyun Kikirdak Hucreleri 7AAD Sonugclari
Kaltar Deney Gruplari
Kosullar 5T 5V 216T 216V
%100
Canli 94,63+0,12
Hticre 97,94+1,49
orani 92,66+0,56 | 94,55+0,3
Ol Hucre 5,37
Orani 2,06 7,34 5,45
%5
Canli 98,18+0,81 94,62+0,1
Htcre
orani 93,91+0,58° | 95,13+0,11
Ol Hucre 1,82 5,38
Orani 6,09 4,87
%0,5
Canli 97,84+0,78 94,6+0,1
Hcre
orani 95,38+0,3%° | 97,02+0,12
Ol Hucre 2,16 5,40
Orani 4,62 2,98

Canli hiicre ve 6lU hicre oran sutunlari kendi anada dgerlendirilmistir. a,b,c : g20,05

Cizelge 4.8 Koyun kikirdak hucrelerinin deney gruplarina gkagsilastiriimasi

Koyun Kikirdak Hicreleri 7AAD Sonuglari

Deney Kaltir Ko sullari
Gruplarn %2100 %5 %0,5
Canli Hiicre| OIu Hiicre | Canh Hiicre| Ol Hiicre | Canli Hiicre| Oli Hiicre

Oranli Orani Oranli Orani Orani Orani
5T 97,94+1,49 | 2,06 08,18+0,8% 1,82 97,84+0,78 2,16
5V 92,66+0,568 | 7,34 93,91+0,59 6,09 95,38+0,31 4,62
216T 94,55+0,3 | 5,48 05,13+0,1% 4,87 97,02+0,12 2,98
216V 94,63+0,12| 5,37 94,62+0,% 5,38 94,6+0,7 5,40

Canli hiicre ve 6lU hicre oran sutunlari kendi anadla dgerlendirilmistir. a,b : 30,05

Cizelge 4.9 Koyun kas ve kikirdak hicrelerinin 7AAD sonughan kaglilastiriimasi

Koyun Hucre Tiplerine Gére Canlilik Sonugclari

Hucre Tipleri Deney Gruplari

5T 5V 216T 216V
Kas 97,09 98,08 97,99 96,25
Kik 97,98 93,98 95,56 94,61

Sutunlar kendi aralarinda gkrlendirilmistir. a,b : p<0,05
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Sigir kas hucrelerinde deney gruplari hicre senkreyma yontemlerine gore
degerlendirildiginde; 5TF grubunda %100 ve %0,5 kulturskdlari arasinda anlamh fark
tespit edilmgtir. 5V, 216T ve 216V gruplarl arasinda anlamlikfaespit edilmensitir
(Cizelge 4.10 ve Sekil 4.25). Deney gruplari canli ve 06lum oranlarirgire
degerlendirildiginde; %100 ve %5 kiltr gruplarinda 5T ve 216V arda ve 5V ve 216T
arasinda anlaml fark tespit edilmetini %0,5 grubunda 5T ve 5V arasinda anlamli fark
tespit edilirken dier gruplar arasinda anlamh fark tespit edilmgmi(Cizelge 4.11 ve
Sekil 4.25).

Sigir kikirdak htcrelerinde deney gruplari hiicre senkrasyon yontemlerine gére
degerlendirildiginde; 5TK ve 216TK gruplari icerisinde anlamh fark tespdilmemitir.
5VK ve 216VK gruplarinda ise %5 grubu ilegdr gruplar arasinda anlamh fark tespit
edilmistir (Cizelge 4.12 veSekil 4.26). Deney gruplari canli ve 6lium oranlarina goére
degerlendirildiginde; %100 ve %0,5 kudltir gruplarinda 216VK grubusiki canlilik
gostererek @ier gruplarla arasinda anlamli bulurgtur. %5 grubunda ise 5TK grubu
yuksek canlilik gostererek @ir gruplarla arasinda anlamli bulunytur (Cizelge 4.13 ve
Sekil 4.26).

Sigir kikirdak ve kas hucreleri kalastirildiginda; 5V ve 216T gruplarina ait kas ve

kikirdak hticreleri bakimindan anlaml fark gézlenmeezken 5T ve 216V gruplarinda kas

ve kikirdak hicreleri arasinda anlamli fark tespitmistir (Cizelge 4.14).
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Sekil 4.25.Sgir kas hicrelerinde 7 AAD boyama sonuclari

5TF: 5 saat taze kas hicreleri

5V(D)F: 5 saat vitrifiye kas hticreleri

216TF: 216 saat taze kas hucreleri

216V(D)F: 216 saat vitrifiye kas hiicreleri

Kultdr kosullari: 100 %10 FBS 3 gul: %5 FBS 3 gu®,5: %0,5 FBS 3 gln



Cizelge 4.10Sgir kas hicrelerinin hiicre senkronizasyon yontemdegore kanlastiriimasi

Sigir Kas Hucreleri 7AAD Sonugclar

Kaltdr
Kosullar

Deney Gruplarn

ST

5V

216T

216V

%100

Canli
Hicre
orani

94,71+0,25

98,15+1,0'

97,65+0,14

95,16+1,56

Olu Hucre
Orani

5,29°

1,85"

2,35%

4,84

%5

Canli
Hicre
orani

94,94+0,0%

98,17+0,88

98,07+1,03

95,62+1,02

Olu Hicre
Oranli

5,06

1,83

1,93

4,38°

%0,5

Canli
Hucre
orani

95,34+0,31

98,29+0,67

96,83+0,69

95,06+1,13

Olu Hicre
Oranli

4,66°

1,71°

3,17°

4,94

Canli hiicre ve 6lU hicre oran sutunlari kendi anadla dgerlendirilmistir. a,b : 30,05

Cizelge 4.11Sigir kas hucrelerinin deney gruplarina goreskastiriimasi

Sigir Kas Hucreleri 7AAD Sonuclari

Deney Kaltir Ko sullari
Gruplari %100 %5 %0,5
Canli Hucre | Olu Hicre | Canli Hicre| Oli Hicre | Canli Hicre | Oli Hicre
Orani Orani Orani Orani Orani Orani
5T 95,34+0,3P° 4,66"°
94,7120.23 5,292 94,94+0,05 | 5,06
5V 98,15+1,0¢ | 1,85 98,17+0,8¢ 1,83" 98,29+0,62 1,713
216T 97,65+0,14 | 2,35 98,07+1,03 1,93 96,83+0,69° 3,17%¢
216V 4.38° 95,06+1,13° 4,94%°
95,16+1,56 | 4,84° 95,62+1,02 ’

Canli hiicre ve 6lU hicre oran sutunlari kendi anada dgerlendirilmistir. a,b,c : g20,05
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Sekil 4.26.Sigir kikirdak hiicrelerinde 7 AAD boyama sonuclari
5TF: 5 saat taze kas hicreleri
5V(D)F: 5 saat vitrifiye kas hticreleri
216TF: 216 saat taze kas hucreleri

216V(D)F: 216 saat vitrifiye kas hiicreleri
Kaltdr kosullari: 100 %10 FBS 3 gul: %5 FBS 3 gu®,5: %0,5 FBS 3 gln
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Cizelge 4.12 Sgir kikirdak hiicrelerinin hiicre senkronizasyon yamtgine gére kaulastiriimasi

Sigir Kikirdak Hucreleri 7AAD Sonuglari

Kaltdr
Kosullar

Deney Gruplar

ST

5V

216T

216V

%100

Canli
Hicre
orani

99,11+0,08

97,99+0,28

98,84+1,07

96,78+0,08

Olu Hucre
Orani

0,89°

2,01°

1,16%

3,22°

%5

Canli
Hicre
orani

99,21+0,49

98,82+0,12

98,56+0,51

98,22+0,17

Olu Hicre
Oranli

0,79

1,18°

1,447

1,78°

%0,5

Canli
Hucre
orani

98,48+0,18

98,0+0,1F

98,09+0,17

96,78+0,06

Olu Hicre
Oranli

1,52°

2,00*

1,91°

3,22°

Canli hiicre ve 6lU hicre oran sutunlari kendi anadla dgerlendirilmistir. a,b : 30,05

Cizelge 4.13Sgir kikirdak hiicrelerinin deney gruplarina goreskastiriimasi

Sgir Kikirdak Hicreleri 7AAD Sonugclari

Deney Kultir Ko sullan

Gruplan %100 %5 %0,5
Canli Hiicre]  Olii Canli Hiicre]  Oli Canli Hicre]  Oli
Orani Hcre Orani Hcre Orani Hcre
Orani Orani Orani
5T 99,11+0,08| 0,89 99,21+0,49 0,79 08,48+0,18 1,52
5V 97,99+0,28| 2,012 98,82+0,12| 1,18 [98,0+0,1f 2,00
216T 08,84+1,07| 1,16 98,56+0,51 1,44 08,09+0,17 1,97
216V 96,78+0,05| 3,22 98,22+0,17| 1,78 [96,78+0,08| 3,22

Canli hiicre ve 6lU hicre oran sutunlar kendi anadla dgerlendirilmistir. a,b : 0,05

Cizelge 4.14Sgir kas ve kikirdak hicrelerinin 7AAD sonuclarinardlastiriimasi

Sigir Hicre Tiplerine Gore Canlilik Sonuglari

Hucre Tipleri Deney Gruplari

5T 5V 216T 216V
Kas 95,00 98,2tF 97,52 95,28
Kik 98,93 98,27 98,50 97,26

Sutunlar kendi aralarinda gkxlendirilmistir. a,b : 0,05
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4.7.2. FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit Analgi

Hucrelerdeki erken dénem apoptotik, ge¢ donem apigpte nekrotik hicrelerin
belirlenmesi amaciyla yapilgtir (Sekil 4.27). Yapilan analizler sonucunda; canli leive
erken apoptotik hiicre oranlari bakimindan gruptasiada anlamli fark gorulirken gecg
apoptotik hiicre ve nekrotik hiicre oranlari bakiraifark bulunmangtir (Cizelge 4.15 ve
Sekil 4.28).
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Sekil 4.27. Annexin V ve Pl boyama sonuclari ggelendirmede kullanilan alanlargematik

gosterimi
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Sekil 4.28. Annexin V ve Pl boyama sonuclari

5TF: 5 saat taze kas hicreleri

5TK: 5 saat vitrifiye kikirdak hiicreleri
216V(D)F: 216 saat vitrifiye kas hucreleri
216V(D)K: 216 saat vitrifiye kikirdak hucreleri

Cizelge 4.15Annexin Vve Pl boyama sonuglari 6zet tablosu

Annexin V ve Pl Boyama Sonuclari

Gruplar Canli Hucre Orani  Erken  ApoptotilGec Apoptotik| Nekrotik Hicre
Hucre Orani Hucre Orani Orani

5TK 96,66 2,82° 0,48 0,03?

5TF 97,94° 0,48° 0,50° 0,14°

216VK 97,56 2,11° 0,26° 0,06

216VF 08,16° 1,61° 0,19% 0,10%

Sutunlar kendi aralarinda gkrlendirilmistir. a,b.c,d: g0,05
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4.7.3. Hicre Siklus Analizleri

Taze ve vitrifiye dokulardan elde edilen hicrelesikiuslarini diizenlenmek icin ¢
farkh kadltar ortami kullanilmy ve ardindan hticre siklus fazlari flow sitometril&nilarak
belirlenmitir. Negatif kontrol olarak %50 konfluent olan h&ckultiria kullaniimgtir.
Negatif kontrolin analiz sonuclari; GO+G1 fazi %S8fazi %9,02 ve G2+M fazi ise
%23,47 olarak tespit edilmir.

Koyun kas hucrelerinde; gruplar uygulanan kultigularina gore kendi iclerinde
GO0+G1 faz bakimindan gerlendirildiginde; 5T grubu arasinda fark gorilmemesine
ragmen konfluent olduktan sonra %5 FBS uygulanan gnudbger gruplara gore yizde
oraninin fazla oldgu goralmitar. 5V grubunda; %0,5 FBS uygulanan grubu ile %¢€0
%5 gruplari arasinda anlaml farklilik tespit edgtin. 216T ve 216V gruplarinda % 5
grubu ile %100 ve %0,5 gruplari arasinda anlantk fgozlemlenmgtir. Gruplar kendi
aralarinda dgerlendirildiklerinde en ytksek GO+G1 oraninin komefht olmanin ardindan
Uc¢ gun boyunca %5 FBS uygulanan gruplarda eld@igdgorialmistir (Cizelge 4.16 ve
Sekil 4.29). Kaltur kgullarina gore deney gruplari gerlendirildiginde; %100 grubunda
5V ve 216V grubu arasinda fark gorulmen216T ve 5T gruplari, hem kendi aralarinda
hem de vitrifiye gruplar ile anlamh fark gostegtm. %5 ve %0,5 grubunda GO+G1
bakimindan gruplar arasinda anlamh fark tespitlnagliir. Gruplar genel olarak
degerlendirildiginde; vitrifiye gruplarin taze gruplara gore dahi#ksek oranda GO+Gl1
fazina sahip olduklari tespit edilgtir. Vitrifiye gruplar arasinda da 5 saatlik grufizge
oran bakimindan yiksek orana sahiptir. Taze gruptasinda da yine 5 saatlik grup daha
yuksek GO+G1 fazina sahiptir (Cizelge 4.1 ekl 4.29).
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Koyun kikirdak htcrelerinde; gruplar uygulanan utltkosullarina gore kendi
iclerinde GO+G1 faz bakimindangelendirildiginde; deney gruplari arasinda anlamli fark
gozlemlenmenstir. Gruplar kendi aralarinda gerlendirildiklerinde en yiksek GO+G1
oraninin konfluent olmanin ardindan ¢ gin boywtcd,5 FBS uygulanan gruplarda elde
edildigi gorulmistar. (Cizelge 4.18 vé&ekil 4.30).Kultur kosullarina gére deney gruplari
degerlendirildiginde; tim kultlr gruplarinda 5T grubu ilegdr gruplarla arasinda anlamh
fark tespit edilmgtir. 216 saatlik gruplar arasinda anlamli fark dd@@mistir. Gruplar
genel olarak degerlendirildiginde; 5T grubunun en yuksek GO+G1l faz oranina sahip
oldugu gorulmitar. Kikirdak hicrelerinde 5 saatlik gruplarin GQtGaz oranlari
bakimindan 216 saatlik gruplara gore daha yikseklara sahip oldiu belirlenmgtir
(Cizelge 4.19 v&ekil 4.30).

Koyun kikirdak ve kas hucreleri GO+Gl hicre fazlahakimindan
karsilastirildiginda; kas ve kikirdak hicreleri arasinda anlamik fizspit edilmgtir. 5
saatlik taze grubunda kikirdak hicreleri daha ykiksana sahipken vitrifiye grupta ise kas
hicrelerinin yiksek oranda GO+G1 fazinda olduld@nilmdstir. 216 saatlik grupta da 5
saatlik grup ile benzer sonug elde edsfini Kikirdak hiicrelerinde taze gruplarda yuksek
oranda GO+G1 fazi elde edilirken kas hicrelerirsgevitrifiye gruplarda daha iyi sonuclar
elde edilmgtir (Cizelge 4.20).
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Sekil 4.29.Koyun kas hiicrelerinde Pl boyama sonuclari. M1:@GBafhasi M2: S-G2-M safhasi
5TF: 5 saat taze kas hicreleri

5V(D)F: 5 saat vitrifiye kas hticreleri
216TF: 216 saat taze kas hucreleri
216V(D)F: 216 saat vitrifiye kas hucreleri

Kdltdr kosullari: 100 %10 FBS 3 gus: %5 FBS 3 gu®,5: %0,5 FBS 3 giin
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Cizelge 4.16. Koyun kas hucrelerinin hiicre senkronizasyon yotgeme gore

karsilastiriimasi

Koyun Kas Hucreleri Hicre Siklus Sonuclar
Kaltar Deney Gruplari
Kosullari/Hlicre 5T 5v 216T 216V
Siklus Fazlari
%100
G0+G1 87,18+0,65 | 98,74+0,01 | 82,39+1,6% | 96,94+0,03
S 2,41+0,1% 0,15+0,08 3,07+0,02 0,68+0,20
G2+M 7,48+1,43 0,19+0,04 11,57+0,52 | 1,64+0,28
%5
G0+G1 88,13+0,80 | 98,77+0,03 | 86,12+0,42 | 97,360,108
S 2,08+0,06 | 0,19+0,0% 3,39+0,18 0,71+0,07
G2+M 7,91+0,28 0,15+0,08 8,66+1,19 1,52+0,16
%0,5
G0+G1 86,56+0,79 | 98,28+0,17 | 84,39+0,08 | 96,64+0,10
S 3,33+0,12 | 0,18+0,1% | 3,23+0,08 |0,78+0,22
G2+M 8,68+0,29 0,25+0,22 10,64+1,26 | 1,81+0,24

Hucre faz oran sutunlari kendi aralarindgedtendirilmigtir. a,b : 0,05

Cizelge 4.17Koyun kas hiicrelerinin deney gruplarina goreikagtiriimasi

Koyun Kas Hucreleri Hiicre Siklus Sonugclar

Deney Kdiltdr Ko sullar
Gruplari/Hic %100 %5 %0,5
re Siklus
Fazlari
G0+G1 S G2+M G0+G1 S G2+M  GO+G S G2+
5T 87 1840 6 2,41 | 7,48+1,4| 88,13+0,8| 2,08 | 7,91+0, | 86,56+0| 3,33+0, | 8,68+0
U 40,1 3b Ob +0,0 25a ,79b 12b ,29¢
5b
4c 6b
5V 0,15 98,77+0,0| 0,19 | 0,15+0, | 98,28+0| 0,18%0, | 0,25+0
9874*2’3 +h0, 0’1913’2 3d +0,0 | 08b | ,17d 11a | ,22b
05 1d
216T 3,07 3,39 | 8,661, | 84,39+0| 3,23%0, | 10,64+
82,39+1,6 +0.0 11,57+0,| 86,12+0,4 101 192 08a 06b 1.26a
la 52a 2a
2a 6a
216V 0,68 97,36+0,1| 0,71 | 1,52+0,| 96,64+0| 0,78%0, | 1,81+0
96942001 55| 1.6420.2) =0 T 00 | 10b | d0c | 22a | 24b
3c 5c
od 7c
Hucre faz oran situnlari kendi aralarindgedtendirilmistir. a,b,c,d : g0,05
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Sekil 4.30Koyun kas hicrelerinde Pl boyama sonuclari. M:@.safhasi M2: S-G2-M safhasi
5TF: 5 saat taze kas hticreleri

5V(D)F: 5 saat vitrifiye kas htcreleri

216TF: 216 saat taze kas hiicreleri

216V(D)F: 216 saat vitrifiye kas hicreleri

Kultdr kosullari: 100 %10 FBS 3 gus: %5 FBS 3 gu®,5 %0,5 FBS 3 gu
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Cizelge 4.18.Koyun kikirdak hcrelerinin hiicre senkronizasyodntgmlerine gore

karsilastiriimasi

Koyun Kikirdak Hicreleri Hiicre Siklus Sonuclari
Kaltar Deney Gruplari
Kosullari/Hicre 5T 5V 216T 216V
Siklus Fazlari
%2100
G0+G1 97,17+1,66a| 93,83+0,36a 91,38+0,60a 90,83#0,1
S 1,06+0,43a,b| 1,30+0,02b 2,37+0,14a 2,01+0,31b
G2+M 0,17+0,06a 3,62+0,87a 4,81+0,214 5,47+0,02a
%5
G0+G1 97,16+0,87a| 92,84+0,35a 90,85+0,0Ya 91,19#0,B8
S 1,49+0,05a 1,51+0,02b 2,260,333 2,04+0,05b
G2+M 0,10+0,02a 4,62+0,34a 5,93+0,15h0 5,69+0,27a
%0,5
G0+G1 98,48+0,52a| 93,71+0,33a 91,48+0,18a 92,1680,9
S 0,54+0,02b 0,83+0,28a 1,53+0,523 1,17+0,10a
G2+M 0,28+0,12a 4,31+0,42a 6,20+0,180b 5,46+1,11@a

Hucre faz oran situnlari kendi aralarindgedtendirilmistir. a,b : 0,05

Cizelge 4.19Koyun kikirdak hiicrelerinin deney gruplarina gikagsilastiriimasi

Koyun Kikirdak Hucreleri Hicre Siklus Sonuglari

Deney Kaltar Ko sullari
Gruplari/Hic %100 %5 %0,5
re Siklus
Fazlan
GO0+G1 S G2+M GO0+G1 S G2+M GO0+@31 S G2+
5T 1,06 97,16+0,8| 1,49 | 0,10+0, | 98,48+0| 0,54+0, | 0,28+0
97,17£1.6] g4 017200 7a | 0,0 | 02a 52a | O2a 12a
6a 6a
3a 5a
5V 93.83+0.3 1,30 | 3,62+0,8| 92,84+0,3| 1,51 | 4,62+0,| 93,71+0| 0,83+0, | 4,31+0
T 40,0 7b 5b +0,0 34b ,33b 28a,b 42b
6b
2a,c 2a
216T 91,38+0,6/ 2,37 | 4,81+0,2 90.85+0.0 2,26 | 5,93+0,| 91,48+0| 1,53#0, | 6,20+0
Oc +0,1 1c ’7c_ 1 +0,3 15c¢ ,13c 52a,b ,18c
4b,c 3b
216V 90,82+0,1 2,01 547400 91,11+0,3| 2,04 | 5,69+0, | 92,11+0| 1,17+0, | 5,46+1
8c +0,3 2,c - 9c +0,0 | 27¢c ,96¢C 10b ,11c
1b,c 5b

Hucre faz oran sutunlari kendi aralarindgedtendirilmistir. a,b,c : 20,05

Cizelge 4.20Koyun kas ve kikirdak hicrelerinin GO+G1 fazlamikasilastiriimasi

Koyun Hucre Tiplerine Gore GO+G1 Faz Sonugclari

Hucre Tipleri Deney Gruplari

5T 5V 216T 216V
Kas 87,29 98,60 84,30 96,98
Kik 97,60 93,46 91,24 91,3%

Sutunlar kendi aralarinda gkrlendirilmistir. a,b : 0,05
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Sigir kas hicrelerinde; gruplar uygulanan kiltusWtarina gore kendi iclerinde
GO0+G1 faz bakimindan gerlendirildiginde; 5T grubu arasinda %5 grubgeti iki grup
ile ve 5V grubunda %100 grubu, %5 ve %0,5 grubwarahl farkhlik gostermytir. 216
saatlik gruplar arasinda anlaml farklihk tespdil@emistir. Gruplar kendi aralarinda
degerlendirildiklerinde en yuksek GO+G1 oraninin 21@vubu hari¢ dier gruplarda
konfluent olmanin ardindan U¢ gin boyunca %0,5 EB§ulanan gruplarda elde edidi
gorulmistr. 216V grubunda ise konfluent olmanin ardindgngiin boyunca %5 FBS
uygulanan grupta yiuksek GO+G1 orani elde edtim{Cizelge 4.21 veSekil 4.31). Kaltar
kosullarinda gore deney gruplari ggxlendirildiginde; tim kultar keullarinda 5T grubu ile
diger deney gruplan arasinda anlamli fark tespit neglilr. Gruplar genel olarak
degerlendirildiginde; vitrifiye gruplarin taze gruplara gore dahi#zksek oranda GO+Gl1
fazina sahip olduklari tespit edilgtir (Cizelge 4.22 v&ekil 4.31).

Sigir kikirdak hucrelerinde; gruplar uygulanan kultkdosullarina gore kendi
iclerinde GO+G1 faz bakimindan glendirildiginde; vitrifiye gruplarda anlaml fark
gozlemlenmenstir. Taze gruplarda ise %100 grubu ilgel gruplar arasinda anlaml fark
tespit edilmgtir. Gruplar kendi aralarinda gerlendirildiklerinde en yiksek GO+Gl1
oraninin konfluent olmanin ardindan ¢ gin boywtcd,5 FBS uygulanan gruplarda elde
edildigi goralmistar (Cizelge 4.32 v&ekil 4.32). Kiltir kgullarinda gére deney gruplari
degerlendirildiginde; tim kultlr gruplarinda 5T grubu ilegdr gruplarla arasinda anlamh
fark tespit edilmgtir. Gruplar genel olarak g@erlendirildiginde; vitrifiye gruplarin taze
gruplara gére daha yiksek oranda GO+G1 fazina sddhifxlari tespit edilnmiir. Vitrifiye
gruplar arasinda da 216 saatlik grup yuzde oramnbbaklan daha ylksek orana sahiptir.
Taze gruplar arasinda da 216 saatlik grup dahaekii®9+G1 fazina sahiptir (Cizelge 4.24
ve Sekil 4.32).

Sgir kikirdak ve kas hicreleri GO+G1 hicre fazlakibandan kagilastinldiginda;
5V ve 216V gruplarinda kas ve kikirdak hucrelerikibandan anlamh fark
gozlemlenmenstir. 5T ve 216T gruplarinda ise kas hucreleri ldik hicrelerine gore

daha yuksek oranda GO+G1 faz oranina sahip oldukddirlenmitir (Cizelge 4.25).
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Sekil 4.31Sigir kas hicrelerinde Pl boyama sonuglari. M1; G@&BiasI M2: S-G2-M safhasi
5TF: 5 saat taze kas hicreleri

5V(D)F: 5 saat vitrifiye kas hticreleri
216TF: 216 saat taze kas hucreleri
216V(D)F: 216 saat vitrifiye kas hucreleri
Kultdr kosullari: 100 %10 FBS 3 gul: %5 FBS 3 gu®,5: %0,5 FBS 3 gln
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Cizelge 4.21. Sgir

karsilastirilmasi

kas hdcrelerinin  hiicre senkronizasyon yonteméerigotre

Sigir Kas Hucreleri Hicre Siklus Sonuclari
Kaltdr Deney Gruplari
Kosullari/Hlicre 5T 5V 216T 216V
Siklus Fazlari
%100
GO+G1 92,88+0,86b| 96,29+0,44a 97,64+0,0la 98,9%9&D,5
S 1,25+0,35b 1,37+0,13a 1,06+0,07h 0,61+0,12@a
G2+M 4,50+0,14b 1,89+0,38b 1,26+0,034 0,16+0,03b
%5
GO+G1 91,21+0,11a| 97,87+0,37b 97,90+0,02a  99,23+D,5
S 1,33+0,00b 0,62+0,23b 1,06+0,03b 0,32+0,07p
G2+M 5,79+0,30a 1,05+0,04a 1,08+0,024 0,14+0,02b
%0,5
GO+G1 92,82+0,23b| 97,93+0,27b 98,55+0,73a 98,8%B&0D,5
S 2,13+0,04a | 0,42+0,10b | 0,39+0,09a 0,53%0,03a
G2+M 4 59+0,02b 1,45+0,24b 1,06+0,64a| 0,28+0,02a
Hucre faz oran sutunlari kendi aralarindgedtendirilmigtir. a,b : 0,05
Cizelge 4.22Sgir kas hticrelerinin deney gruplarina goreskagtiriimasi
Sigir Kas Hucreleri Hicre Siklus Sonuglar
Deney Kaltar Ko sullari
Gruplar/Huc %100 %5 %0,5
re Siklus
Fazlar
GO0+G1 S G2+M GO+G1 S G2+M GO0+@31 S G2+
ST 92,88+0,8 1623? 4,50+0,1 91’21?:0’1 1633 gg::o, 92’2832;0 2,130, | 4,590
6b — 4a ! ! 04a ,02a
5b Oa
5V 1,37 97,87+0,3 | 0,62 | 1,05+0, | 97,93+0| 0,42+0, | 1,45+0
96'291’3'; +0,1 éfgio'?’ 7c +0,2 | 04c | 27b | 10b 24¢
3b 3b
2161 9764200 08| 126400/ 97,0020,0| 106 | 1.0820,1 9855201 5 59,4 | 1 0620
+0,0 +0,0 | 02c ,73b
la 3d 2c 09b ,64b,c
7b,c 3a
216V 0,61 99,25+0,5| 0,32 | 0,14+0,| 98,89+0| 0,53+0, | 0,280
98,9580,5 57| 0.16£0.00 =7 T 60 | 020 | 580 | 03b | 02bc
9a,c 3b
2a,c 7b

Hucre faz oran sutunlari kendi aralarindgedtendirilmistir. a,b,c : 0,05
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Sekil 4.32. Sgir kikirdak hucrelerinde Pl boyama

safhasi

5TF: 5 saat taze kas hcreleri

5V(D)F: 5 saat vitrifiye kas hicreleri
216TF: 216 saat taze kas hucreleri
216V(D)F: 216 saat vitrifiye kas hicreleri
Kultdr kosullari: 100 %10 FBS 3 gul: %5 FBS 3 gu®,5: %0,5 FBS 3 gln

sonuglart.

MEO-G1lsafhast M2: S-G2-M
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Cizelge 4.23. Sgir kikirdak hacrelerinin  hiicre senkronizasyon yanexine gore
karsilastirilmasi

Sigir Kikirdak Hucreleri Hicre Siklus Sonugclari
Kaltar Deney Gruplari
Kosullari/Hicre 5T 5V 216T 216V
Siklus Fazlari
%2100
G0+G1 77,94+0,67a] 95,78+1,03a 85,94+0,4Ya 98,6@#0,1
S 3,88+0,27a,c| 0,60+0,14a 2,35+0,65a 0,71+0,09a
G2+M 17,36+0,00b | 2,15+0,73a 10,63+0,40a 0,39+0,26a
%5
G0+G1 75,39+0,91b| 97,82+0,73a 89,70+0,87c  98,810,3
S 3,47+0,79c 1,35+0,04b 3,20+0,19 0,68+0,03a
G2+M 17,04+1,02b| 0,31+0,10b 5,50+0,66b 0,29+0,19a
%0,5
G0+G1 75,65+0,48b| 97,80+0,72a 96,96+0,46b  99,0&#0,0
S 2,32+0,42b 1,35+0,05b 1,38+0,28b 0,49+0,08a
G2+M 20,86+0,21a| 0,32+0,10b 1,65+0,1c 0,37+0,05p

Hucre faz oran siUtunlari kendi aralarindgedtendirilmistir. a,b,c : g0,05

Cizelge 4.24Sgir kikirdak hucrelerinin deney gruplarina goreskastiriimasi

Sigir Kikirdak Hucreleri Hicre Siklus Sonuglari

Deney Kaltar Ko sullari
Gruplari/Huc %100 %5 %0,5
re Siklus
Fazlar
GO0+G1 S G2+M GO+G1 S G2+M GO0+@31 S G2+
5T 3,88 75,39+0,9 | 3,47 | 17,04+ | 75,65+0| 2,32+0, | 20,86+
771,94206| 5 | 17,3640, | 4, +0,7 | 1,02a | 48a |42a 0,21a
7a 00a
7b 9a
5V 95.78+1.0 0,60 | 2,15+0,7 | 97,82+0,7| 1,35 | 0,31+0,| 97,80+0| 1,350, | 0,32+0
T 0,1 3c 3c +0,0 10c ,72b,c 05c ,10c
3c
4a 4b
216T 85,94+0,4| 2,35 3,20 | 5,50+0, | 96,96+0| 1,38+0, | 1,65+0
7b 0,6 | 10,6320, ) 89,70808| .9 | ggp 46b | 28¢ 16b
40b 7b
5b 9a
216V 98,66+0,1| 0,71 0.3940 2 98,81+0,3| 0,68 | 0,29+0, | 99,06+0| 0,49+0, | 0,37+0
2d +0,0 e 1c +0,0 | 19¢c ,09b,c 08b ,05¢
6d
9a 3b
Hucre faz oran sutunlari kendi aralarindgedtendirilmistir. a,b,c,d : g0,05

Cizelge 4.25SgIr kas ve kikirdak hiucrelerinin GO+G1 fazlarinimgkastiriimasi

Sigir Hicre Tiplerine Gére GO+G1 Faz Sonuglari

Hucre Tipleri Deney Gruplari

5T 5V 216T 216V
Kas 92,38 97,36 98,03 99,03
Kik 76,33 97,16 90,86 98,85

Sutunlar kendi aralarinda gkrlendirilmistir. a,b : 0,05
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4.8. Glikozaminoglikan (GAG) Analizi

Yapilan analizlerde GAG icerikleri ve absorbansl@hondroitin Sulfate standart
egrisine gore dgerlendirilmistir. Kalibrasyon grisinin regresyon analizi yapilarak 0,938
bulunmutur. Bu deger yapilan kalibrasyonun @ailugunu gostermektedir. Sonuclar
incelendginde 5 saatlik taze kikirdak ile 5 saatlik vitrdiykikirdak hicreleri arasinda
GAG icerikleri bakimindan fark bulunurken gér gruplar arasinda anlamli fark
gorulmemgtir (Cizelge 4.26). GAG icegi bakimindan en yuksek ger 5 saat vitrifiye
grupta tespit edilngtir. GAG’lar kikirdak hucreleri gibi htcrelerin zem maddesini
olustururlar ve bu madde boyamalar esnasinda gorulBezdokusu hicreleri tarafindan
sentezlenirler ve en yan olarak bulundgu hicre ise kikirdak htcreleridir. Yapilan bu

analiz ile kikirdak hicrelerinin tanimlanmasi yapilmektedir.

Cizelge 4.26Kikirdak hicrelerinde taze ve vitrifiye gruplard&AG icerikleri

5 giinlilk GAG lcerikleri
Islem Saat Gruplar
Taze Vitrifiye
5 saat 3,33+1,26 7,42+0,73
216 saat 5,80+0,07 5,20£2,70

a.b: p<0,05
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5. TARTISMA

Gliserolun kriyoprotektan 0Ozefliinin kesfedilmesinin ardindan 1950’li yillarda
organlarin kriyoprezervasyonlari yeni bir grama alani olmaya Beamistir (Fahy et al.
2004). Tum vitrifikasyon metodlarinin esas problerhiicre veya dokunun §oma
esnasinda vitrifiye (camsi yapi) olmasini ve c¢ozéinswasinda ise buz kristallerinin
olusumunu engelleyerek uygun ortamin g@iluulmasi ve hiicre veya dokuya zarar
verilmemesidir (Wusteman et al. 2004). Taze veyafiyie dokulardan hicrelerin elde
edilmesindeki bir dier 6nemli faktorde dokularin alinma zamanlari veklessaa
sicaklgidir. Disuk sicaklik hicre metabolizmasinin  azalmasinglagarak doku
orneklerinden saikli hiicre populasyonlarinin elde edilmesine olansgslar. Olii
hayvanlarinn tanmasi esnasinda dokularin korunmasi icin gere&ih digik sicakliklar
buzdolabi veya buz ile ganabilir (Silvestre et al. 2003).

Bu yontem oOlim zamanlari bilinen evcil hayvanlardahnan dokularin
tasinmasinda rahatlikla kullanilabilir. Yaban hayagtnidurum biraz daha karktir. Clnk
hayvanlarin tam olarak 6lim zamanlarinin bilinmen@g®mli bir sorundur. Bu nedenle
hicrelerin elde edilmesinde dokularin vitrifikasiamn alternatif bir metod olarak
kullanilabilir. Bu tez ¢almasinda; koyun ve @&r tirlerine ait kas ve kikirdak dokulari
incelenmgtir. Dokular; 4°C’de 5, 48, 72, 96 ve 216 saat bgkhisler ve ardindan direkt
ekimleri (taze) ve vitrifikasyon ile dondurup cozneonrasi (vitrifiye) canliliklari
karsilastiriimistir. Taze ve vitrifiye gruplara ait kas ve kikirddkkularinin her ikisinden
de canli hicreler elde edilgtir. Yapisma oranlari incelenginde kas dokularinin kikirdak
dokularina gore daha iyi ygpna gosterdikleri belirlenngiir. Buna rgmen, konfluensi
zamanlari bakimindan ise gruplar arasinda anlaarkiifik gézlemlenmenstir (Silvestre
et al. 2004).

Tam ulkeler icin ciftlik hayvanlarinin korunmasidokca 6nemlidir. En iyi koruma
yontemi canli koruma olmasina keuwk bu yontem oldukca pahalidir. Bu nedenle e it
vitro koruma stratejileri kapsaminda hayvan gendtiynaklarinin gen bankalari veya
biyobankalarda dondurularak saklanmasi tzerine y@miemler geltiriimektedir (Prentis
and Azar, 2011). Biyobankalarda genel olarak endbryg spermalar saklanmaktadir.
Embriyo ve spermanin dondurulmasi galalari uzun zamandir yapilmaktadir. Fakat

oositlerin dondurularak saklanmasi sperma ve ermpaiygére daha zordur (Prentis and
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Azar 2011; Schroeder et al. 1991, Silvestre e2@0D.3). Koruma programlari kapsaminda;
biyobankalarda sadece gametlerin veya embriyolaaklanmasinin yani sira somatik
hiicreler veya dokular gibi gier biyolojik 6rneklerinde saklanmasi 6nerilmektediean-
Quinto et al. 2009; Ryder 2002).

Dokularin dondurularak saklanmasi doku transplaotas ve genetik gtlili gin
korunmasinda kullanilabilir. Tehlikeli thrlerin kammasi amaciyla ex situ yontemlerle
birlikte gen bankalarinin ofturulmasi turlerin korunmasinda etkili olacaktiNukleer
transfer cakmalari ile kaybolan vel/veya kaybolma tehlikesi olddrlerin geri
kazaniimasinin mimkin olmasi nedeniyle doku veyardigrin saklanmasi oldukca
onemli hale gelmstir. Biyobankalar; populasyonlarin azalmasi, haldi@ veya neslin
tukenmesi gibi nedenler ile kaybolmayla $arkariya kalan genetik edlili gin

korunmasinda gelegm sigortasidir.

Hayvan doku ve hucrelerin kriyoprezervasyon prolieko basari bir sekilde
uygulanmaktadirinsanlarda yapilacak olan transplantasyoryrpaliari icin; deri, ovaryum
ve testis dokularinin saklanmasi ve bankalarinugtwulmasi ¢cakmalar yapiimaktadir
(Isachenko et al. 2003; Silvestre et al. 2002; Satreg. 2010). Dokularin dondurulmasinda
doku tiplerinin ve dondurma yoéntemlerinin etkiletigtiriimistir. Yapilan bir cakmada;
hizli dondurma ve Vvitrifikasyon yontemleri kargei ve bobrek doku parcalarinda
kargilastirilmistir. Bobrek dokusunda; hizli dondurma yodntemind@ugo alinamazken
vitrifikasyon yonteminde barili sonuclar elde edilrgtir. Karaciger dokusunda da hizli
dondurma yonteminde sonug¢ alinmasirgman vitrifikasyon hizli dondurmaya gore daha
basarill sonug vernstir (de Graff et al. 2007). Taan damar dokusunun dondurulmasinda
da vitrifikasyon tekrginin etkili oldugu gdsterilmg (Baicu et al. 2006). Vitrifikasyon
yontemi deri dokusunun dondurulmasinda da kulleaklgdzme sonrasindags&l hiicre
hatlarinin elde edilmesini gamistir (Silvestre et al. 2002; 2003; 2004). Kikirdadkdsu
ile dondurma cagmalari yapilmgtir. Kikirdak dokusunun dondurulmasinda yava
dondurma, hizli dondurma ve vitrifikasyon yontemleienenmgtir. Hizli dondurma
yonteminin kullanildgl calsmada; ¢oztundirme sonrasinda kikirdak dokusu igeesyer
alan kondrosit htcrelerinin ganlugunun 6ldigla gosterilmgtir (Guan et al. 2006).
Vitrifikasyon ve yava dondurmanin karastirildigl calsmada ise kikirdak dokusunun
canlilik orani, proliferatif etkisi ve GAG sentdzakimindan iki yéntem arasinda farklilik

bulunmazken c¢o6ziundurme sonrasinda hicre elde etagarid incelendiinde ise
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vitrifikasyonun daha iyi sonug veigigosterilmitir (Cetinkaya ve Arat, 2011). Sunulan
tez calgmasi kapsaminda da vitrifikasyon yontemi kas var#étdk dokularina bari ile
uygulanmgtir. Dokularin dondurulup ¢c6zinmesi sonrasinda toklan sglikli hiicreler

elde edilmgtir.

Dokulardan hucrelerin elde edilmesinde o6nemli bikeede dokularin ekim
oncesindeki bekleme sireleridir. Yapilan galalar ile dokularin saklanmasinda en iyi
sicaklgin 4°C oldgu ve ruminantlar icin en fazla 15 ve §awm icin ise 10 gin oldiw,
saklamanin ardindan vitrifikasyon sonrasi hucre eldilebilecgi gosterilmgtir (Silvestre
et al. 2000; 2003; 2004). Bir @¥a calsmada ise dokular -20°C’de %10 DMSQO’da 20
gune kadar bekletilerek dokulardan hiicre elde dtagarilari incelennitir. Sonug olarak,
10.ginden sonra canfiin azaldgl gosteriimgtir (Benkeddache et al. 2012). Tez
calismasinda kas ve kikirdak dokulari 9.gine (216 dametqr 4°C’de bekletilerek dokular
hemen (taze) ekilrgiveya vitrifiye edilmgtir. Taze ve vitrifiye gruplarin her ikisinde de
9.gunde canli hicreler elde ediftn. Elde edilen sonug; Silvestre ve arkgldanin

yaptgl calisma ile benzerdir.

Vitrifikasyon sonrasi 5 ve 216 saatlik gruplardaidee edilen hicrelerin
proliferasyon aktiviteleri MTT analizi ile yapilgtir. Sgir taze ve vitrifiye gruplardan elde
edilen kikirdak ve kas hicreleri arasinda anlaark tespit edilmenstir. Koyunlarda ise
taze ve vitrifiye gruplardan elde edilen kikirdakickelerinde anlamli fark
gozlemlenmezken kas hicrelerinde ise 5 saatliktgrtgze ve vitrifiye gruplar arasinda
anlamh fark gozlemlenmgiir. Populasyon katlanma sayilari ve zamanlari leraiginde;
bekleme suresi, tir ve hicre tiplerindengib@siz olarak uygulanamslem bakimindan
farkhlik oldugu tespit edilmgtir. Populasyon katlanma (PK) sayilari bakimindénfiye
gruplarin taze gruplara gore daha az katlandikéapit edilmgtir. Populasyon katlanma
zamanlari (PKZ) incelenginde ise vitrifiye gruplarin populasyon katlanmaraalarinin
taze gruplara gore daha uzun @duelirlenmstir.

95



Dokularin ve htcrelerin morfolojik 6zelliklerini gtermek amaciyla H-E boyamasi
yapiimstir. Boyama sonucunda; hucrelerin genel olaraknabmorfoloji gosterdii tespit
edilmistir. Kikirdak dokularinda ise 216 saat vitrifiyeugtarindan elde edilen hicrelerde
az oranda morfolojik desiklikler belirlenmistir. Kikirdak dokusunda vitrifikasyona pia
ekstraselliler matrikste azalma olsa da taze kakidbkusu ile benzer morfolojiye sahip
oldugu gosterilmgtir. Kikirdak dokusu igin 6zel bir boya olan Safra® boyasi ile de H-E
boyama sonuclarina benzer sonuclar elde egilmiKikirdak dokusunun tanimlanmasinda
kullanilan bir dger yontem de elastin antikoru ile yapilan immunofesans boyamadir.
Elastin antikoru ile kikirdak dokularinin boyanmasonucunda pozitif boyanma elde
edilerek elastin fibriller net biekilde gdsterilmtir.

Taze ve vitrifiye kas ve kikirdak dokularinda eledilen hicrelerin tanimlanmasi
amaclyla immunoflouresans boyamalar yamtmi Mezenimal koken icin Aktin ve
Vimentin, noroektoderm koken icifi- Il Tubulin ve NCAM, epitelyal koken igin
Cytokeratin, pluripotentsi igin Oct-4 ve kikirdakidrelerinin tanimlanabilmesi igin Elastin
antikorlari kullaniimgtir. Yapilan boyamalar sonucunda sadece Aktin veneitin
antikorlarinda pozitif boyanma elde ediktni. Vimentin antikor boyama sonucunda genel
olarak gruplar arasinda fark gozlemlenmgimi Aktin antikor boyamasinda ise vitrifiye
gruplarda taze gruplara ve 216 saatlik gruplardsa&tlik gruplara gore kuvvetli pozitif
boyanma oldgu tespit edilmtir.

Hucrelerin sitoplazmalarinda hticresel morfolojigglayan filamentlerden okan
sitoiskelet denen yapilar bulunur. Bu filamentlerdrisi ise aktindir. Aktin; kas olmayan
hiicrelerin %15'’ini olgtururlar ve hiicrede 6nemli birgok olayda rol ahr{Ballestrem et
al. 1998; Gartner and Hiatt, 1997). Aktin, vinkupnoteinine bglanarak stres fibrillerini
meydana getirir. Bu stres fibrilleri, hicre kultadeki fibroblastlarda gosterilgtir
(Gartner and Hiatt, 1997). Hucre veya dokularin diznlmasinda hiicre membraninin
oldukca oOnemli oldgu bilinmektedir. Hucre sitoiskeleti ile hicre mermabmin
¢cbzindurme sonrasi cangilietkileyen bir unsur oldiu da unutulmamalidir. Fibroblast
hicreleri ile yapilan caimada dondurma-c6zmeden kaynakli osmotik stresimn akt
filamentlerinin artmasina sebep ofgugdsterilmgtir (Ragoonanan et al. 2010; 2013). Bu

bulgu, vitrifiye gruplardaki artmgiaktin ekspresyonu ile uyumludur.
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Vitrifiye dokulardan elde edilen, 6zellikle 216 ddagruplarda, hiicrelerdeki artan
aktin ekspresyonunun donmayaskdricreleri korudgu ve hicre canlign tzerine olumlu

etki yaptgl disinulmektedir.

Biyobankalarda muhafaza edilecek olan hicrelermilciarinin ve proliferasyon
kapasitelerinin yiksek olmasi gerekmektedir. Biytkadar icin hicreler genellikle taze
dokularin primer kultirlerinin yapilmasi ile eldelilenektedir. Dokularin dondurularak
saklanmasli biyobankalar icin alternatif bir yontetarak onerilmektedir. Dondurularak
saklanan dokularin ¢ozundurtlmelerinin ardindanrénielde edilebilme kapasiteleri ve
canliliklart da onemli bir faktordir. Yapilan gahalar ile dondurulup ¢o6zilen deri
dokularinda sgikli fibroblast hticreleri elde edilrgtir (Silvestre et al. 2003; 2004). Hucre
bankalarinin en 6nemli kullanim alani NUkleer TfangNT) calsmalari i¢cin donor hiicre
kaynaklari olarak kullanilabilmeleridir. NT cstinalari icin fibroblast hticreleri en uygun
donor hucre olarak kabul edilmektedir. Kulak kilakddokusunun primer kultirindn
yapilmasi ile de kikirdak hicreleri kolaylikla el@elilebilmektedir (Arat et al. 2009;
Asawa et al. 2009; Frohlich et al. 2007). Boylaikkikirdak hicreleri de fibroblast
hiicreleri gibi donor olarak kullanilabilive s&likli klonlar elde edilebilir (Arat et al.
2011). Ayni zamanda; kas hicrelerinin de NT icimalohticre olarak kullanilabilegeve
canli yavru dgumlarinin elde edilgi gosterilmstir (Shiga et al. 1999).

NT calsmalarinda kullanilacak olan donor hicrelerin icifsldunduklari hicre
siklus fazi embriyo eldesi Uzerine etkili en Oonemdrametredir. Yapilan cainalarda;
GO0/G1 fazindaki hicrelerin kullaniimasi ile dah&sgk oranda embriyo eldesi ve daha iyi
oranda gebelik elde edifgibildirilmi stir (Gibbons et al. 2002; Ideta et al 2010; Miyoshi
al. 2001). GO/G1 fazindaki hucrelerin enlkle oasedrisine transferi sonrasinda geri
programlanmalarinin daha daauli olduu disinulmektedir (Miyoshi et al. 2001).
Granuloza veya kumulus hicrelerigdt olarak GO/G1 fazinda bulunan hicrelerdir. Fakat
bu hicreler ile yapilan camalardan sadecestlibireyler elde edilebilir. Erkek bireylerin
elde edilebilmesi icin somatik hiicrelerin kullandsn gerekmektedir. Somatik hiicreler ise
hiicre siklusunun farkli fazlarinda bulunabilirl®u nedenle somatik hicrelerin GO/G1
fazina getirilmeleri i¢in farkli metotlar kullanimktadir. En yaygin kullanilan yontemler

ise konfluensi, serum aglive hicre siklus inhibitérleridir.
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Cssitli hiicre siklus cakmalari kapsaminda bu ¢ yontem gdagtirilarak en iyi
embriyo gelsimi ve canl yavru eldesine olanak gk&syan yontem belirlenmeye
calisiimistir. Sgir ve at fibroblast hiicrelerinde yapilan galalarda; serum agh (%0,5
FBS) ve konfluensi uygulamasinin GO/G1 faz orardakimindan benzer sonuclar veidi
bildirilmi stir (Gibbons et al. 2002; Hayes et al. 2005; LiamtdNet al. 2010). Graniloza
hiicrelerinde de fibroblastlar ile benzer sonuclde edilmitir (Hayes et al. 2005). Hicre
siklus inhibitéri olan roscovitininin serum agglhile kagilastirildigl sigir calsmasinda;
roscovitinin serum aghina gore hicrelerin daha yuksek oranda GO/G1 fazind
bulunduklar gosterilmtir (Gibbons et al. 2002). Kopek fibroblastlari ilgapilan
calismada ise konfluensi ile roscovitin uygulamasinierelerde ayni oranda GO/G1 fazi
olusturdusu gosterilmgtir (Oh et al. 2009). Kedilerde yapilan gatiada, fibroblast
hiicrelerinde %100 konfluensi ve %100 konfluensiraseaclgl kailastiriimis ve GO/G1
faz oranlarinin artmasinda etkili olduklari gosterstir (de Barros et al. 2010).

Sunulan tez calmasinda gir ve koyun tirlerine ait kas ve kikirdak dokulam®
ve 216 saatlik taze ve vitrifiye gruplarindan elddilen hucrelerin hiicre siklus ve
apoptozis 0zellikleri incelenstir. Hucrelerin hicre sikluslarinin diizenlenmesiigegrup
kullaniimistir. Bunlar; 1) %100 konfluent +3 giin %10 FBS 2)riflaent + 3 giin %5 FBS
ve 3) Konfluent + 3 gin %0,5 FBS kdilttr gruplariditiicrelerin canlilik oranlari HXT
boyamasi ve flow sitometri yontemleri ile incelegtini HXT boyama sonuclari
incelendginde kas ve kikirdak hicrelerinin her ikisinde g@totik hiicre sayilarinin az
oldugu ve hucrelerin gkl ntkleuslara sahip oldw gosterilmgtir. Flow sitometri ile
yapilan 7AAD boyamasi ile canli ve 6li hicre oranleelirlenmitir. Ayni zamanda
Annexin V-Pl boyamasi ile de canli, erken apoptogkc¢ apoptotik ve nekrotik hicre
oranlari belirlenmgtir. Koyun kas htcrelerinde deney gruplar canl éfém oranlarina
gore deerlendirildiginde; %100 kultir grubu ger gruplarla anlamh fark gdsterstir.
216V grubu ise en guik canlilik oranina sahip olarak 5T, 5V ve 216Tpdan ile anlamli
farklhilik gostermgtir. Koyun kikirdak hiicrelerinde ise %100 ve %5tliigruplarinda 5TK
grubu yuksek canlilik gostererekgdr gruplarla arasinda anlaml fark bulurgow. %0,5

grubunda taze ve vitrifiye gruplar arasinda anldark tespit edilmytir.
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Sigir kas hicrelerinde deney gruplann canli ve O6lumantarina gore
degerlendirildiginde; %100 ve %5 kultur gruplarinda 5T ve 216V arda ve 5V ve 216T
arasinda anlamli fark tespit edilmetiri %0,5 grubunda 5T ve 5V arasinda anlaml fark
tespit edilirken dier gruplar arasinda anlamh fark tespit edilmgimi Kikirdak
hiicrelerinde ise %100 ve %0,5 kilttr gruplarind&\2grubu diguk canhlik gostererek
diger gruplarla arasinda anlaml fark bulurgtom. %5 grubunda ise 5T grubu yuksek

canlilik gostererek der gruplarla arasinda anlamli fark buluryton.

7AAD boyamasi sonucunda genel olarak canlilik @antigerlendirildiginde;
sigir ve koyunlarda elde edilen kas ve kikirdak hierieln canlilik oranlarinin ortalama
olarak %95 ve Uzeri oldw tespit edilmgtir. Negatif kontrol olarak -80°C kriyoprotektan
madde olmaksizin bekletilen hicrelerin canliik ndaa ise %38 olarak belirlenstir.
Annexin V-PI boyama sonucu incelepioide; 7AAD analiz sonugclari ile benzer oranda
hiicre canliigina sahip oldgu tespit edilmytir.

Hucre siklus analizleri incelenginde ise; koyun ve §ir kas hicrelerinde, vitrifiye
gruplarin taze gruplara gore daha yuksek orandaGdOfazina sahip olduklari tespit
edilmigtir. Vitrifiye gruplar arasinda da 5 saatlik grugpzgle oran bakimindan yiksek orana
sahiptir. Koyun kikirdak hicrelerinde, 5 saatlikugiarin GO+G1 faz oranlari bakimindan
216 saatlik gruplara gore daha yiksek oranlargpsaldiuzu belirlenmgtir. Sigir kikirdak
hicreleri incelengjinde ise vitrifiye gruplarin taze gruplara gore dajiiksek oranda
GO0+G1 fazina sahip olduklari tespit edgtmi Vitrifiye gruplarin PKZ sonugclari ile
GO+G1 fazlari oranlari birbirleri ile gou orantilidir.
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Hucrelerin canhilik oranlarinda; cangiietkileyen esas faktor hticre tipi iken hiicre
siklus sonuclarinda ise hucre tipi ile birlikte uy@nan dondurma yontemi, bekleme siresi
ve hayvan tirt de etkili olmgtur. Kas hicrelerinde, tirden gpmsiz, vitrifiye gruplarda
daha fazla oranda GO+G1 fazi elde editmi Kikirdak hicrelerinde ise; koyunlarda 5
saatlik gruplar daha fazla oranda GO+G1 fazinap&ahni sgir kikirdak hicrelerinde ise
vitrifiye gruplar iyi sonu¢ vermtir. Hicre siklus fazlari kas ve kikirdak hicrelégin
genel olarak incelenginde; hucrelerin %80 ve lzerinde GO+G1 fazinastikkarn ve
konfluent + 3 gin %5 FBS uygulanan grubun genelalabgarili sonucglar vergi
belirlenmgtir. Kontrol grubu olarak buytyen bir hicre popylasunun hicre siklus
analizi yapildginda %58 oraninda GO+G1 fazina ve %20 oranind&2seM fazina sahip
oldugu belirlenmgtir ki yoksek G2+M orani hicrelerin mitoz 6zellikiein devam

ettiginin gostergesidir.
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6. SONUC ve ONEHLER

Hergin maruz kal@imiz cevre kirliligi, sanayileme, kiresel isinma gibi bircok
faktor turlerin sayilarinin azalmasina veya yok adma neden olmaktadir. Bu hizh yok
olus; tum ulkeler i¢in bir “B plani” olgturma gereklilgini ortaya ¢ikarmgtir. Biyobankalar
ulkelerin “B” planlaridir. Biyobankalar ilk kurulddarinda embriyo ve spermalar
saklanmaktaydi. NUkleer Transfer emialarinda somatik htcrelerin kullaniimasi ve
basarili sonucglarin elde edilmesi ile de somatik hlerédiyobankalar icin 6nemli hale
gelmistir. Hucreler dokularin primer ekimleri ve ardindiiltirleri ile hazirlanmaktadir.
Biyobankalar icin sglikli ve ¢ok sayida hicrenin banka icerisinde olngesekmektedir.
Bu durumda yiksek maliyet gerektirmektedir. Bu méele dokularin dondurularak
saklanabilecekleri giindeme gedtm. Dokularin dondurulmasinda etkili faktorler ve

dondurma yontemleri ile ilgili cadmalar yapilmaktadir.

Sunulan tez calmaninda; ilk olarak dokularin postmortem beklemeelsiii
arggtinlmistir. 216 saaate kadar 4°C’de dokular bekletilerekmgr kiltir ekimleri
yapiims ve huicreler elde edilstir. Belirlenen bekleme sireleri sonrasinda dokular
vitrifikasyon yontemi ile dondurulup-¢c6zme sonraarprimer kultir ekimleri yapilrgive
hiicreler elde edilngiir. Bekleme surelerinin yagma ve konfluensi zamanlari tzerine
etkileri incelenmgtir. Sonuc¢ olarak; dokularin 216 saate kadar 4°Chadletiimeleri
sonucunda hem taze hem de vitrifiye gruplardaglilda hiicre populasyonlar elde
edilebildigi gosterilmitir.

Taze ve vitrifiye gruplardan elde edilen kas verki&k hicrelerinin populasyon
katlanma ve proliferasyon aktiviteleri incelentni Populasyon katlanma zamanlarinin
vitrifiye gruplarda daha uzun ol@u tespit edilmgtir. Proliferasyon aktivitesinde @r kas
ve kikirdak hicrelerinde anlaml fark tespit ediimgir. Koyunlarda ise 5 saat kikirdak

grubunda taze ve vitrifiye grup arasinda anlanrk faspit edilmstir.

101



Hucre ve doku morfolojileri ve 06zellikleri gosterkneamaciyla boyamalar
yapiimstir. H-E boyamalarinda, hicre ve dokularda 216 eitiafiye gruplarda az da olsa
morfolojik dezisiklik goérilsede taze gruplarla benzer olarak norm@lorfoloji
gostermglerdir. Hucrelerin vimentin antikoru ile boyanmanucunda taze ve vitrifiye
gruplar arasinda farkhlik gortlmegtir. Aktin boyamasinda ise vitrifiye gruplarda arm
bir ekspresyon gozlemlengtr.

Hucre canlilik ve hiicre suklus 6zellikleri tazewteifiye gruplar icin incelenmitir.
Hucre canliliklarinin her iki grupta da yuksek gidworulmigtir. Hacre siklusunda genel
olarak vitrifiye gruplarin daha yiuksek oranda GOf@4inda bulunduklari tespit edilgtir.
Hucre siklus fazlari incelenirken hicre tipine Vieet goére farkhliklarda tespit edilstir.
Kikirdak hicrelerinin GAG analizlerinde taze veriye grup arasinda anlaml fark tespit

edilmistir.

Vitrifikasyon yonteminin kas ve kikirdak dokulamndondurularak saklanmasinda
ideal bir yontem oldgu gosterilmgtir. Dokularin 216 saate kadar saklanmasinin primer
kaltur Gzerine ve vitrifikasyon Uzerine olumsuz iltknin olmadgi belirlenmitir. Elde
edilen sonuclar dgultusunda; dokularin vitrifikasyon yontemi ile dbrularak
saklanabilec@ ve bunlarin biyobankalar icin alternatif bir yém olabilecgi

gosterilmitir.

Elde edilen veriler dgrultusunda vitrifiye dokulardan elde edilen hicreleNT
calismalarn icin etkinliklerinin argtirllmasi gerekmektedir. Taze ve vitrifiye dokuland
elde edilen kas ve kikirdak hucreleri kullanilardil denemeleri yapilarak blastosist
gelisim oranlari ve canli dgum oranlari incelenebilir. Camada sunulan hicre siklus
fazlarinin ve canli hicre oranlarinin yutksgkldikkate alindginda baarili sonuclar

alinabilecgi distintlmektedir.
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EK 1. PBS cozeltisi

Dulbecco's Phosphate-Buffered Salif®BS) (GIBCO 21600-010) bir litre ultra
saf suda c¢ozuldikten sonra pH 7,2 ve osmoloritga80,300 mOsm olacagekilde

ayarlanmgtir. 0,22pum’lik membran filtrelerinde stzulngtiir.

EK 2. DMEM c¢0zeltisi

DMEM High Glucose ( Gibco 12800-017) bir litre @tsaf suda ¢dzuldikten sonra
pH 7,2 olacaksekilde ayarlanmg ve osmoloritesi olculmgitr. 0,22 um’lik membran
filtrelerinde stzulmgtir. Hazirlanan ¢ozeltiye %10 ve %20 oraninda feted& serumu
(FBS GIBCO), %1 oraninda antibiyotik (Primocin, iveGen) c¢o6zeltisi uygulanrtir.
Dokularin primer kultirlerinde %20 FBS iceren véimthicre kiltirinde ise %10 FBS

iceren besiyeri kullanilnatir.

EK 3. % 4 PFA c¢Ozeltisi

40 gr PFA (Merck 1.04005.1000) bir litre PBS icarde 60° C’'ye ayarlanmi
manyetik kamtirici Gzerinde seffaflasana kadar kagtirihir. Seffaflanmg soliisyon
sogutulduktan sonra 0,2@m’lik membran filtrelerinde stzulngtiir. Hazirlanan soltsyon
4° C'de bekletilmitir.
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EK 4. Safranin O boyama c¢o6zeltileri

Weigert's Demirli Hematoksilen Cozeltisi:

Stok SolUsyon A:

Hematoksilen: 1 g
%95 Alkol : 100 ml

Stok Sollisyon B:
%29 Ferric chloride (suda) : 4 ml
Distile Su : 95 ml
Konsantre Hydrochloric asit : 1ml

Weigert's Demirli Hematoksilen Caha Cdzeltisi:
Stok A ve B solusyonlarindansie miktarlarda kamtirihr. Bu ¢oOzelti 4 hafta

boyunca kullanilabilir.

900.001 Fast Green (FCF) Solisyonu:
Fast green, FCF, C.1. 42053 : 0.01 g
Distile Su : 1000 ml

%21 Acetic Acid SolUsyonu:

Acetic acid, glacial : 1 ml
Distile su : 99 ml

9%0.1 Safranin O SollUsyonu:
Safranin O, C.1. 50240:0.1 g
Distile su :100 ml

EK 5. Hoescht (HXT) 33342 Nukleus Boyasi:

100 mg’lik ambalaj halinde bulunan toz HXT (Sigm&861) boyasi 10 ml PBS ile
sulandirilarak 10 mg/ml final konsantrasyondakitisgbn hazirlanngtir. Hazirlanan
stok soltisyon oligotlaranarak -20 © C’'de saklabr.mg/ml'lik ana stoklardan alinarak

PBS ile sulandirlarak 1 pg/ml’lik boya solisyomlanllanim éncesi hazirlangtir.
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EK 6. HBS c¢ozeltisi

14,61 gr sodyum klorid 50 ml 1 M Tris icerisindez@tur ve bir litreye tamamlanir.
Hazirlanan ¢ozelti oda sicakinda iki hafta stresince saklanir.

EK 7. Block c¢ozeltisi

0,5 gr polivinilpropoid 48 ml HBS c¢ozeltisi igindgzulur. % 3 kegi serumu ve %
0,1 Triton X-100 hazirlanan ¢zoeltiye eklenir. #4C’de saklanir. 48 saat igcinde

kullaniimalidir.

EK 8. Yikama ¢ozeltisi

50 ml HBS icerisinde % 0,05 olacaékilde Tween 20 eklenir ve +4C’de saklanir.

EK 9. Kullanilan cihazlar

- - 80°C dondurucu

- +4/-18C buzdolabi

- -20°C dondurucu

- Su Banyosu (Nuve BM 400)

- Hassas terazi ( Sartorius)

- Karstiric ( lkamag)

- Osmometre (Gonate, Osmomat 030)
- PH metre ( Hanna)

- 37°C % 5 CQetlv (Sanyo)

- Steril kabin (Telstar)

- Stereo mikroskop (Solf)

- Axiovert 25 Minvert mikroskop ( Zeiss)
- Nikon TiU Invert mikroskop

- -150°C dondurucu

- Sivi Azot Tanklari (-19%8C)

- Flow Cytometri Cihazi (BD)
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Etkisi
Caputcu Tas A,
Arat S, Akkoc T, Anadolu boz gir klonlarinda| X. Ulusal Histoloji ve 17-20 Mayis
Cetinkaya G, Bgis | plasentanin incelenmesi Embriyoloji Kongresi 2010
H, Pabuccuglu S,
Cirit U, Demir K,
Senunver A,
Kilicaslan R,
Sairkaya H, Nak ,
Nak D, Tuna B
The Effect of Vitrification on| Controversies in 27 - 30 Mayis
Arzu Tas Caputcu, | Bovine Ear and Muscle Cryopreservation of Stem 2010
Tolga Akkog, Gaye Tissues  Extirpated  After Cells, Reproductive Cellg,
Cetinkaya, Sezen Death and Tissue and Organs
Arat Maintained at Different Time (CRYO) Palacio de
Periods. Congresos
Comparative studies gfControversies in 27 - 30 Mayis
Cetinkaya G, Tas | different cryopreservation Cryopreservation of Stem 2010

A, Arat S,

methods for
chondrocytes and myocytes

Cells, Reproductive Cells,
Tissue and Organ
(CRYO) Palacio de
Congresos

[2)

Arat S, Caputcu
Tas A, T Akkoc, G
Cetinkaya, H
Bagis,HS&irkaya,
YNak,D Nak, S
Pabuccuglu,
UCirit,EKaraman,K
Demir, K Ak,

Yerli sIgIr irklarinin

klonlanmasi

1. Uluslararasi Katiliml
Veteriner Hekimlgi
Kongresi — EXPO Vet
Fuari

3 - 6 Haziran
2010

Sezen AratArzu
Caputcu, Tolga

Akkoc, Gaye
Cetinkaya, Evren
Koban, Ozgur|
Aslan

Cloning of anatolian grey
COWS

14th Internationa
Biotechnology Symposium
and Exhibition

Biotechnology for the
Sustainability of Human
Society

14-18 Eylul
2010
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Rimini —Italya

Arzu Caputcu | Klon Sigirlarda  Plasentanin V. Veteriner Jinekoloji 4 -7 Kasim
Tas,Sezen Arat | Incelenmesi Kongresi - Antalya 2010
Tolga Akkoc, Gaye
Cetinkaya, Ozlem
Celasin
Ozlem Celasin{ Leukemia inhibitor|  1V. Veteriner Jinekoloji 4 -7 Kasim
Arzu Caputcu Tas, | facto(LIF)'in sgir embriyo Kongresi - Antalya 2010
Sezen Arat gelisimi Gzerine etkisi
Sezen Arat Arzu Yerli sigir irklarinin Yerli sigir irklarinin 4 -7 Kasim
Caputcu Tas, klonlanmasi klonlanmasi - Antalya 2010
Tolga Akkoc, Gaye
Cetinkaya, Evren
Koban, Ozgur
Aslan,
Melis Denizci,
Haydar
Bagis,Serhat
Pabuccuglu, Umut
Cirit, Adem
Senunver, Ragip
Kilicaslan,
Kamber Demir,
Hakan Sgirkaya,
Yavuz Nak,
Deniz Nak, Bilginer
Tuna
Tolga Akkog,Arzu | Sigir Oositlerinin Kati Yuzey VI. Ulusal Reproduksiyon 18-22 Mayis
Tas Caputcu, | Vitrifikasyon  Tekngi ile | ve  Suni  Tohumlama 2011 Antalya
Haydar Ba&ls, | Vitrifikasyonu, Vitrifikasyon | Kongresi.
Sezen Arat Sonrasl in vitro Gelisim
Oranlarininincelenmesi
Arzu Tas Caputcu, | Olimden Sonra Farkli ZamdnVI. Ulusal Reprodiiksiyor 18-22 Mayis
Tolga Akkog, Gaye Periyotlarinda Orneklenenve  Suni  Tohumlama 2011 Antalya
Cetinkaya, Sezen Koyun Kulak ve kas Dokularj Kongresi
Arat Uzerine Vitrifikasyonun Etkisi
Sezen Arat, Arzu | Niklear Transferlerde OosjtVI. Ulusal Reprodiiksiyor 18-22 Mayis
Tas Caputcuy, | Yasinin ~ Inek Blastosist ve  Suni  Tohumlama 2011 Antalya
Tolga Akkog, Gayel Gelisim Oranlarina Etkileri. Kongresi
Cetinkaya, Al
Cihan Tagkin
Tolga Akkoc, Ali| The effect of solid surface
Cihan TaskinArzu | vitrification ( ssv) and classitc Molecular Immunology &
Tas Caputcu, | vitrification  technique  on Immunogenetics Congress 27-29 Nisan

Sezen Arat, Haydar survive rate of in vitrg

Bagis

produced
Bovine blastocysts

(MIMIC2012)

2012, Antalya

124



Katildi1 g1 Kurslar:

1-

“Hicre Maniplasyon Teknikleri, Cekirdek Transferie vEmbriyonik Kok Hicrelerin
Tanimlanmasi Kursu“.1. Ulusal Klinik Pratikte Kékiere ve Gen Tedavisi Kongresi Memorial
Hastanesi 7-9 Mayis 2004

“Yardimci Ureme Teknikleri ve Transgenik Hayvan tirende Kullanilan Ydntemler
Uygulamali Eitim Kursu.” TUBITAK Gen Mihendisii ve Biyoteknoloji Aratirma
Enstitisu. 28 Haziran- 02 Temmuz 2004 ve 05-09 Tem004.

“Yardimci Ureme Teknikleri ve Transgenik Hayvan firénde Kullanilan Ydéntemler
Uygulamal Eitim Kursu.” TUBITAK Gen Miihendiski ve Biyoteknoloji Aratirma
Enstitlsi. (2005 iki kurs, gimen) .

"Deney Hayvanlari Kullanim ve Etik Kursu” TUBAK Gen Miihendisii ve Biyoteknolji
Arastirma Enstitlisti. 22-28ubat 2006 ve 22-23 Aralik 2009

“Yardimci Ureme Teknikleri ve Transgenik Hayvan etiminde Kullanilan Yodntemler
Uygulamal Eitim Kursu.” TUBITAK Gen Miihendiski ve Biyoteknoloji Aratirma
Enstitisi. 3-7 Temmuz 2006 giEnen)

“Yardimci Ureme Teknikleri ve Transgenik Hayvan firénde Kullanilan Yoéntemler
Uygulamali Bitim Kursu.” TUBITAK Gen Miihendiski ve Biyoteknoloji Enstitiisi. 25-29
Haziran 2007. (Eitmen)

“Yardimci Ureme Teknikleri ve Transgenik Hayvan tirende Kullanilan Ydntemler
Uygulamali Eitim Kursu.” TUBITAK Gen Miihendisiii ve Biyoteknoloji Enstitiisii. 05-09
Ekim 2009. (Eitmen)

“Memeli Hayvanlardain Vitro Embriyo Uretimi ve Niiklear Transfer Uyguotal Egitimi”
TUBITAK Gen Muhendisli ve Biyoteknoloji Enstitiisii. 28 Mart-01 Nisan vé-08 Nisan
2011 (Eitmen)

"Fundamentals and Applications of Fluorescence d&icopy in Modern Cell Biology" Kog
Universitesi 11-17 Austos 2012

Katildi g1 Kongreler:

1- IV. Deneysel ve Klinik Argtirma Kongresi, Erciyes Universitesi Tip Fakilteé&ayseri 16-18 Mayis

2003

2- 1. Ulusal Klinik Pratikte Kok Hiicre ve Gen Tedaviéongresi ,istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi,

Istanbul 7-9 Mayis 2004 .

3-VII. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, Mens 18-21 Mayis 2004

4-1. International Mediterranean Pharmacy Congresssim 28-31 Ekim 2005 (En iyi S6zIG Sunu édala

alinmstir.)

5-1l. K6k Hiicre Biyolojisinde Guincel Kavramlar Kliniklygulamalar Sempozyumiistanbul 7 Eylil

2006

6-31%'FEBS Congress Molecules in Health&Diseds&nbul 24-29 Haziran 2006
7-1V. Ulusal Reproduksiyon ve Suni Tohumlama Kongr&anavgat/ANTALYA, 25-28 Ekim 2007
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8-1X. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, ADANA20-23 Mayis 2008
9-111. Veteriner Jinekoloji Kongresi, Lara/ANTALYA, 2-26 Ekim, 2008,

10-

11-
12-
13-
14-
15-

13" Annual Conference of the Europen Society for Doreshimal Reproduction, Belcika 9-12
Eylil 2009

V. Ulusal Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama Kongré$i04 Ekim 2009. ELAZG.

X. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresizmir 17-20 Mayis 2010

IV. Veteriner Jinekoloji Kongresi, Antalya 01-04 &ian 2010

VI. Ulusal Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama Kongrési22 Mayis 2011. Antalya

2. Kok Hiicre Sempozyumu, 23 Aralik 20i4tanbul

Kurs Kitabi:

1-

“Yardimci Ureme Teknikleri ve Transgenik Hayvan timénde Kullanilan Yontemler Uygulamali
Egitim Kursu“ kitabi. Yazarlar: Prof. Dr.Haydar BAS, Dog¢.Dr.Sezen ARAT, Tolga AKKOGC,
Arzu Ta Caputcu, Ali Cihan Tgin, Sakir Sekmen, Gazi Turgut.

“Memeli Hayvanlardan Vitro Embriyo Uretimi ve Niiklear Transfer Uyguiali Esitimi” kitabi.
Yazarlar: Do¢.Dr.Sezen ARAT, Arzu §&aputcu, Tolga AKKOC, Gaye Cetinkaya, Ali Cihan
Taskin, Ozlem Celasin, Fatih Karakaygakir Sekmen, Gazi Turgut.

Katildi g1 Egitimler:

1-

10-
11-

12-

13-

14-
15-

“Surekli Kurumsal Gekim ve Deasisim” konulu uygulamali cagma programi. TUBTAK-
TUSSDE, 06-08. Eyliil 2007.

“Sunum Becerilerinin Geftirilmesi ve Etkili Konyma” konulu uygulamali ¢aima programi.
TUBITAK-TUSSIDE, 11-12 Nisan 2007

“Temel ilkyardim Egitim Programi” 03-04 Eylul 2007

ISO 9001 KAUTE YONETIM SISTEMI EIGITIMI 17 Nisan 2008

ISO 14001 CEVRE YONEIM SISTEMI" EGITIMI 18 Nisan 2008

“Chemwatch Veri Tabani Programgiimi 25 Aralik 2008

“ISO/IEC 17025 LABORATUVAR YONETM SISTEMI” 30-31 Mart 2009

“Sertifikali Ilkyardim Giincelleme gtim” 16 Eylul 2010

“Temel istatistik velleri Istatistik Eitimleri” 01-02 Aralik 2010 ve 15-17 Aralik 2010

“Proje Yonetimi” 9-12 Mayis 2011

“Yeni Baslayanlar igin Biyoguivenlik 3 Laboratuari (BSL-3)” #&im Programi 15-16.08.2011
TUBITAK Marmara Aratirma Merkezi Gen Miihendigiive Biyoteknoloji Enstitiisii

13-15 Temmuz 2011 ve 12-14 Eylil 2011 tarihlerindisiogiivenlik Seviye 3 Laboratuari (BSL 3)
Egitimi, TUV SUD CLEANCERT GMBH, Prof. Dr. Horst WERIEKER

24 - 25 Kasim 2011 tarihinde “Metod ValidasyonuMigrobiyolojik Belirsizlik” E gitimi

31 Ekim — 01 Kasim 2011 tarihinde “Metod Validasyore Kimyasal Belirsizlik” Bitimi

18 Haziran 2012 “Uygulamali Argede Temel Yaktalar Egitimi”
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Alinan Odiiller:
1- “Induction of differentiation of mouse embryoniest cells to neuronal cells” deli calisma ile en

iyi s6zI0 sunum 6dilu (I. International MediterranePharmacy Congress, Mersin 28-31 Ekim

2005)
2- B Kategorisi TUBTAK MAM Basari Odull; “Anadolu Yerli Sirlarinin Klonlanmasi“ Projesi,

2010
3- “Leukemia inhibitor facto(LIF)'in gtir embriyo geljimi tGzerine etkisi” balikli calisma ile poster

ikincilik 6duli (1V. Veteriner Jinekoloji Kongresintalya 01-04 Kasim 2010)

Uyelikler:
Society of Cyrobiology
Turk Histoloji ve Embriyoloji Derngi
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