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KISALTMALAR

ApHi;: Hicre ici final pH’1 ile hiicre ici dinlenim pH’1 arasindaki fark
AE: Anyon (HCO3/CI') degistirici

BCECF: 2,7 bis karboksi etil 5-6 karboksi florosin
BSA: Sigir serum albumini

CAMP: Siklik adenozin mono fosfat

COC: Kumulus-oosit kompleksi

db cAMP: Dibutiriladenozin 3,5-siklik monofosfat
DIDS: 4,4 -Diisocyanbatostilbene-2,2 -disulfonik asit
GV: Germinal vezikil

IP: intraperitoneal

IU: Uluslararasi unite

Karboksi SNARF-1: Karboksi-seminaphthorhodafluor-1
KFHM: K" icerikli oosit/zigot toplama medyumu
KSOM: K icerikli basit optimize edilmis medyum
MI: Mayotik Metafaz |

MII: Mayotik Metafaz 11

NBCE: Na',HCO3/CI degistiricisi

NHE: Na'/H" degistiricisi

pHi: Hucre ici pH

pHiq: Hucre ici dinlenim PH’1

pHis: Hucre ici final pH’1

PI: Preimplantasyon

PMSG: Gebe kisrak gonadotropini

PMT: Isik (foton) gogaltici tup

PN: Proniiklear

SEM: Standart hata

TIBDAM: Tibbi bilimler deneysel arastirma ve uygulama merkezi



OZET

Fare Oosit / Zigotunda HCOg3" / CI Degistirici Aktivitesinin Mayotik Matirasyon
Surecindeki Degisimleri

Buyuyen gelisen fare oositlerindeki hticre i¢ci pH (pH;) dizenleyici sistemler,
mayotik yeterlilik ile kazanilmakta ve Germinal Vezikil (GV) asamasina ulastiginda
tam olarak aktif hale gelmektedirler. Ancak mayotik matirasyon asamalarinda bu
dizenleyici sistemlerin inhibe edilebildigi yolunda bulgular mevcuttur. Nitekim asit
soklara Kkars! oositlerin savunma mekanizmasindan biri olan Na*/H" degistiricisinin bu
strecte aktivitesinin baskilandigl saptanmistir. Diger yandan asidoza karsi diger bir
savunma mekanizmasi olan Na*,HCO3/CI" degistiricisinin bu stirecte gittikce artan
aktivitesi oldugu yolunda bulgular elde edilmistir. Bu calismada ise, alkali soklara karsi
hlcreyi koruyan HCO3/CI™ degistirici (AE) aktivitesinin mayotik maturasyon ile iliskisi
incelenmistir.

Calismada Balb/c soyu disi fareler indlklenerek uygun zamanlarda GV,
Metafaz | (MI), Metafaz 1l (MII) oositler, veya kopulasyonlari saglanarak pronuklear
(PN) asamadaki zigotlar elde edildi. Kilttr ve kayit solusyonlari olarak KSOM esasli
solusyonlar  kullanildi.  SNARF-1-AM ile yiklenmis olan oosit/zigotlardan
mikrospektrofluorometrik yontem ile ratiometrik olarak pH; kayitlari alind.

Hucreleri alkali soklardan koruyan AE aktivitesi, GV oosit asamasinda ylksek
iken (0,056+0,008 pHU/dK) MI ve MIl asamalarinda bu aktivite anlamli olarak
baskilandi (sirasiyla, 0,024+0,006 pHU/dk ve 0,030+0,004 pHU/dK; p<0,05). PN zigot
asamasinda ise AE aktivitesi daha yuksek degerlere ulasti (0,040+0,004 pHU/dK).
Cahisilan tiim bu oosit ve zigot asamalarinda belirlenen aktivite DIDS ile anlamli olarak
baskilandi. indiiklenmis alkali soklara karst M1 ve MII oositler pH;’larini tam olarak
iyilestiremez iken (sirasiyla, 7.18+0,008’e Kkarsin 7,45+0,041; 7,22+0,002’e Karsin
7,43+0,040), GV oosit ve PN zigot asamalarinda dinlenim degerlerine yakin olarak
iyilesme gerceklesti (sirasiyla, 7,20+0,017’e karsin 7,27+0,029; 7,16+0,015’e karsin
7,29+0,035).
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Oosit gelisiminin dnemli bir kilometre tasi olan mayotik mattrasyon siirecinde
HCO3/CI" degistirici aktivitesi baskilanmaktadir. Bu baskilanma fertilizasyon sonrasi
PN asamaya kadar devam etmektedir. AE aktivitesindeki bu inhibisyonun fizyolojik
onemi hentiz bilinmese de, fertilizasyon siirecindeki metabolik aktivasyon ile ilgili

olabilir.

Anahtar Sozcukler: Anyon degistirici, fare, hicre i¢ci pH dizenlenmesi, mayotik

matirasyon, 00sit
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ABSTRACT

Changes of HCOg3 / CI" Exchanger Activity During Meiotic Maturation on Mouse
Oocyte / Zygotes

Intracellular pH regulatory systems of growing mouse oocytes are acquired with
meiotic competence, and when oocyte reaches to germinal vesicle (GV) stage they
become full activity. But there are some evidence about these systems are inhibited on
meiotic maturation process. It has been determined that activity of Na'/H" exchanger
which is defence mechanism against acid shock is inhibited in this process. On the other
hand, we found evidence about gradually increasing activity of Na",HCO;/CI
exchanger which is other defence mechanism against acidosis in this process. The aim
of this study was investigate relationship between meiotic maturation and activity of
HCO3/CI exchanger (AE) which protects cells against to alkalosis.

GV, Metaphase | (MI), Metaphase Il (MIl) oocytes and pronuclear (PN)
zygotes were obtained from Balb/c strain mouse following superovulation protocol.
KSOM based solutions were used as culture and recording solutions. Intracellular pH
(pH;) was recorded by using microspectrofluorometric tecnique from oocytes/zygotes
which were loaded with pH-sensitive florofore, SNARF-1-AM.

While AE acitivity was high at GV stage oocytes (0,056+0,008 pHU/min), this
acitivity was significantly inhibited at Ml and MII stages (respectively, 0,024+0,006
pHU/min and 0,030+0,004 pHU/min; p<0,05). AE acitivity reached higher level at PN
zygote stage (0,040+0,004 pHU/min). Determined all these activities were significantly
inhibited by DIDS at studied all oocyte and zygote stages. While pH; of MI and Ml
stage oocytes was not completely recover from induced alkalosis (respectively,
7.18+0,008 vs 7,45+0,041; 7,22+0,002 vs 7,43+0,040), almost completely recover were
occur at GV stage oocytes and PN zygotes (respectively, 7,20+0,017 vs 7,27+0,029;
7,16+0,015 vs 7,29+0,035).

HCO3/CI" exchanger has been inhibited during meiotic maturation process
which is a important milestones on development of oocyte. This inhibition has been
persisted till PN stage zygote following fertilization. The physiologic significance of

Xiii



inhibition of AE activity is not known yet but it may be related to metabolic activation

during fertilization process.

Key Words: Anion exchanger, mouse, intracellular pH regulation, meiotic

maturation, oocyte
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1. GIRIS

Folikiller icinde birinci mayozun profazinda durdurulmus olan oositin
sitoplazmasinda, germinal vezikil (GV) net olarak gorilmektedir. Folikiler yapida, oosit
cevresinde bulunan graniiloza htcreleri oosite ve birbirlerine gap kavsaklarla baglantilidir
2. poylece sinsisyal bir kumulus-oosit kompleksi (COC) olusturulur. Oviilasyon hipofiz
hormonlarinca tetiklendiginde COC gap kavsak baglantilarinin sonlanmasiyla oosit
kaldigi profazdan kurtulur ve GV yikilr (GVBD) ?3*. Qosit birinci mayotik metafaza
(MI) gecer ve birinci kutup cismini atar; bdylece tekrar durdurulacagi ikinci mayotik
metafaz (MI1) asamasina ulasmistir °. Bu strecgte, kumulus htcreleri bir hiyaltronik asit
iceren matriks sentezler ve kumulus genisler °. Genislemis COC, kumulus ile cevrilmis
oositin fertilize olacagl ovidukt icine atilir. Spermin aktive etmesiyle kaldigi MII
asamasindan kurtulur, buna bagli olarak ikinci kutup cismini atar ve sonug¢ olarak
pronukleuslar olusturularak zigot haline gelir.

Baslica hiicre ici pH (pHi) diizenleme mekanizmalari, pH;'y1 disturen HCO3/CI
degistiricileri (anyon degistiricileri, AE) ve pH;’yi arttiran Na*/H" ile Na*,HCOs/CI”
degistiricileridir %% AE, zayif baz HCOs™ CI ile degistirir, boylece alkalozun
duzeltilmesini saglar. Na*/H" degistiricileri (NHE), H”’i Na" ile degistirmek iizere hiicre
disina verir, bdylece asidozun diizeltilmesini saglar. Na’,HCO;/CI~ (NBCE)
degistiricileri ise Na* ve HCOj3™1 hiicre igine alirken CI"u disari atar, boylece hiicre ici
HCOs artisinin sonucu pH; arttirihr "3 Tium bu pH; diizenleyici mekanizmalarin
anahtar ozelligi bu degistiricilerin pH;’daki degisimler tarafindan aktiflenmesidir; NHE
ve NBCE’leri, pHi’nin degisimiyle aktive edildigi “ayar noktasi” veya bir esik degerin
altina dusmedikce sessizdirler %3, Tersine, AE’leri pH; “ayar noktas’nin iistiine
ciktiginda aktive edilirler 114,

Implantasyon 6ncesi embriyo gelisimi siresince AE ve NHE aktiviteleri yogun

15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,

olarak caligiimistir 2T Ancak son yillara kadar preoviilatuvar

donem oosit gelisiminde pH; dizenlenmesi c¢alisilmamistir. Blyiyen-gelisen ¢iplak

oositlerin mayotik yeterliligi kazanmasina kadar asidoz/alkaloza karsi savunmasiz

28

oldugu “*, ancak bu asamada pH; dizenlenmesi igin graniloza hiicrelerine bagimli



oldugu % son yillarda gdsterilmistir. Daha sonraki oosit gelisim asamalarindaki pH;
dizenlenmesi ile ilgili calismalardan biri CF1 soyu farelerde yapilmistir. Bu calismada
GV asamasinda AE aktivitesi yiksek iken GVBD ile aktivitesinde oldukca azalma
saptanmis, oosit MI ve MII asamasinda kaldigi stirece bu diisuk aktivitenin devam ettigi
rapor edilmistir *°. Halbuki fertilizasyondan sonraki yaklasik 8. saatte bu aktivite tekrar
en Ust degere ¢ikmakta ve tim preimplantasyon (Pl) asamadaki embriyonik evrelerde
bu yiiksek aktivite devam etmektedir 1*2°3%%! Yapilan protein sentez ve tasinmasinin
inhibisyon c¢alismalari aktivitedeki bu degisimin mevcut tastyicilarin aktivasyonundaki
degisimler sonucu oldugunu géstermistir *. NHE aktivitesinin benzer upregiilasyonu
hamster oositinin fertilizasyonundan sonra da bulunmustur *°. Bunun gibi bir diizenleme
Balb/c soyu fare oosit/zigot NHE aktivitesinde de belirlenmistir *. Bunun 6tesinde,
NBCE aktivitesinin de mayotik mattrasyon asamalarina bagl olarak dizenlendigi
bulgulari mevcuttur (Erdogan S ve Cetinkaya A, yayinlanmamis bulgu); Balb/c soyu
farelerde NBCE aktivitesinin GV ve MI asamalarinda dusuk iken MII oosit asamasinda
artmakta ve PN zigotta ise asidoza karsi etkin bir savunma sistemi olusturmaktadir.

AE aktivitesi fare preimplantasyon asmasindaki embriyo gelisimi siiresince devam

etmektedir 202132

. HCO3/CI” degisimi dinlenim pH;’ini kontrol eder ve embriyo
gelisimi icin gereklidir . insan embriyolarinin da hem AE hem de NHE’lerini eksprese
ettigi ve boylece pH;’1 diizenlediginin rapor edilmesi '® fare modelinde yapilan
calismalarin degerini daha da arttirmaktadir.

Bu tezin amaci, mikrospektrofluorometrik kayit sistemi ile oosit/zigotlarda pH; kayd
yaparak oositlerin gelisiminde onemli bir kilometre tasi olan mayotik matlrasyon
stirecinde, pH; dizenleyicilerinden HCO3;/CI™ degistirici aktivitesinin ve degisim

paterninin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oogenez

Gonadlardaki disi germ hucrelerinin geliserek olgun hale gelmesi sirecine
Oogenez denir. Herhangi bir evredeki disi germ hicresine oosit (yumurta) denir.
Oosit, oogoniumdan gelisir.

Fotal yasamin erken donemlerinde primer germ hticreleri mitoz ile gogalarak
oogonium denilen disi ana germ hicresini yapar. Fotal yasamin 3. ayi civarinda
oogoniumlarda bolinme durur ve bundan sonra yeni germ htcreleri olusmaz. Mitozla
cogalma durduktan sonra hacimsel buyime baslar. Fetusda, oogoniumlarin timd
DNA’larini kopyalayarak birinci mayoz bélinmeye baslayacak olan primer oositlere
gelisir, ancak bolunmeyi tamamlayamazlar. Primer oositler, mayoz I’in profaz fazinin
diploten asamasinda durdurulurlar. Boylece insanda 40-50 yil kadar sirebilecek olan
oldukg¢a uzun siiren bu asamada bolinme olmadan hiicrenin hacmi artar. Bu asamadaki
oositin  mikroskobik gorintustinde hticre ortasinda bariz bir GV vardir (Sekil 2.1).
Buna gore dogumdaki tiim germ hticreleri 46 kromozom iceren primer oositlerdir ve
kromozomlarinin her biri iki kardes kromatidlidir. Hucreler mayotik durgunluk

evresindedirler >34%°,

Sekil 2.1. Mayoz I’in profaz fazinda olan germinal vezikilli net olarak goriinen primer oosit.



Bu durum puberteye, overlerdeki yenilenen aktivitelerin baslangicina kadar
stirer. Puberte ile birlikte her ay pek ¢ok primer oosit bllyiimeye baslar, ancak genellikle
bunlardan yalnizca bir tanesi gercek olgunluga eriserek ilk mayotik bolinmeyi
gerceklestirir. Boylece mayotik matiirasyon asamalarindan gececek olan oositte 6nce
GV yikilir; bu asamadaki oosit Mayotik Metafaz | (MI) asamasindadir ve mikroskop
altinda GV gorinmez, sitoplazmasinda homojen bir goruntl vardir (Sekil 2.2A).
Gelisimini surddren oosit birinci mayotik bolinmeye ugrayarak sekonder oosit adini
ahir. Bu bolinme ile her kardes hticre, her biri iki kromatidli 23 kromozom alir. Ancak
bu bolunmede, iki kardes hiicreden biri olan sekonder oosit sitoplazmanin timani
korur, bu oosit Mayotik Metafaz Il asamasindadir (Sekil 2.2B). Birinci Polar cisim
denilen digeri cok kuglktur ve sekonder oosite yapisiktir. Boylece sekonder oosit,

kromozomlarin yarisini, fakat besinden zengin sitoplazmanin hemen hemen timund ahr
34,35

Sekil 2.2. Mayoz I’in profazindan ¢ikmis ve Germinal Vezikili yikilmis Metafaz | (A) ve birinci
mayotik boéltinmeyi tamamlamis Metafaz I (B) oositler.

Ikinci mayotik béliinme, oviilasyondan sonra tuba uterinada olur; fakat sadece
sekonder oosit fertilize olursa, bu bélinme sonucunda her bir kardes hicre, her biri tek
kromatidli 23 kromozom alir. Bu durumda da kardes hiicrelerden biri sitoplazmanin
tamamina yakinini  korurken, ikinci polar cisim denilen digeri kuciuk ve

fonksiyonsuzdur. Ozetle, oogenezin net sonucu her primer oositten sadece bir olgun



oosit meydana gelmesidir. Fertilizasyon sonucu gelisen zigotta ise 20-22 saatte
proniikleuslar olusarak zigotun merkezine dogru hareket ederler; boylece yeni bireyin
genetik materyali olusturulur.

Boylece, disi ana germ hiicresi olan oogoniumdan olgun bir oositin ortaya ¢ikma
stireci olan oogenez tamamlanmis olur. Olgun oosit, 80-100 um ¢apinda buyik ve
hareketsiz bir hlcredir. Sitoplazmasi besin maddelerinden zengindir. Fertilizasyondan
sonra uterusa yerlesene kadar zigota gerekli olan maddeleri saglar. Fertilize olmamis
oosit, ovilasyondan 24-48 saat sonra canliligini kaybederek yok olur.

2.2. Folikul Gelisimi

Overdeki yasamlari boyunca, oositler folikiil olarak bilinen yapilarda bulunurlar.
Folikiller, baslangigta graniiloza hiicreleri denilen tek bir hiicre tabakasiyla cevrili bir
primer oositten olusan primordial foliklller olarak bulunurlar. Primordial folikil
evresinden daha ileriye gelisim, oositin boyutunda bir artis, graniiloza hicrelerinin
bircok tabakaya proliferasyonu ve oositin i¢ tarafindaki grantiloza hticrelerinden zona
pellusida denilen kalin bir materyal tabakasiyla ayrilmasiyla karakterizedir (Sekil 2.3).
Granuloza hucreleri 6strojen, ovilasyondan hemen 6nce az miktarda progesteron ve
peptid hormon inhibin salgilar 3.

Zona pellusidanin varhgina ragmen, graniiloza hicrelerinin i¢ tabakasi, zona
pellusidayr gecen ve oositle yarikli baglantilar (gap junction) olusturan sitoplazmik
uzantilar yoluyla, oositle ¢cok yakindan iligkili kalir. Bu yarikli baglantilar sayesinde,
besinler ve kimyasal haberciler oosite gecer **°. Ornegin, graniiloza hiicreleri, oositte
mayotik durmay! saglamakta etkili olan cAMP gibi bir yada daha cok faktor saglar;
gelismekte olan oositin hiicre i¢i pH’ini diizenler %°. Graniiloza hiicreleri birbirleriyle de
yarikli baglantilari vardir, boylece tim yapi bir sinsisyum olarak ¢alisir.

Foliktl granilloza hucrelerinin mitozuyla gelistikce, granuloza hucrelerini
cevreleyen bag dokusu hicreleri farkhlasir ve graniloza hicrelerinden dstrojen
salinmasinda 6nemli bir rol oynayan teka tabakalarini olusturarak sekonder folikil
halini alir. Bundan kisa stre sonra, folikul igindeki primer oosit tam boyutuna ulasir
(80-100 um) ve graniloza hiicrelerinin ortasinda, salgiladiklari sivinin sonucu olarak

sivi ile dolu bir aralik olan antrum olusmaya baslar (Erken antral folikul).



Bazi primordiyal folikillerin sekonder evreye ilerleyisi devamli ortaya cikar,
boylece herhangi bir anda mevcut folikillerin cogu halen primordialdir, fakat nispeten
daima sabit sayida preantral foliktller bulunur. Her menstriel siklusun baslangicinda,
bu preantral folikullerin 10-25’i antral folikillere gelismeye baslar. Siklusta ilk hafta bir
secim islemi ortaya cikar: sadece bir folikil, baskin folikil, gelismeye devam eder ve
genislemeye baslamis olan digerleri atreziye (dejenerasyon) ugrar. Bu folikillerdeki
oositler de olur.

Atrezi antral foliktllerle sinirh degildir, gelisimin tim evrelerinde folikuller
atreziye ugrayabilir. Atrezi in utero baslar, boylece dogumda 2-4 milyon olan folikil ve
oosit sayisl, fetusta daha 6nce bulunanlarin sadece kiicuk bir kismidir. Atrezi daha sonra
tum preplbertal yasam boyunca devam eder, boylece aktif Greme yasami basladiginda
sadece 200.000-400.000 folikul vardir.

Baskin folikil antrumunun genislemesi sonucu olarak, oositi cevreleyen
graniloza hucre tabakalari, antrum igine uzanan bir timsek olustururlar ve buna
kumulus ooforus denir. Oositin hemen cevresindeki kumulus hicrelerine korona radiata
denir. Ovilasyon yaklastikca, oosit sekonder oosit haline gelmek icin birinci mayotik
bélinmesini tamamlar. Olgun folikul (Graaf folikili) o kadar genisler ki (¢ap1 yaklasik
1.5 cm) over yiizeyinden disari1 dogru sislik yapar.

Folikil ve overin birlestikleri yerde ince duvar yirtildiginda ovilasyon
gerceklesir. Sikica yapismis zona pellusida ve grantloza hicreleriyle cevrilmis olan
sekonder oosit, over ylizeyine taginir. Bu olaylarin tumi menstriel siklusun yaklasik 14
gunana ahr.

Olgun folikul antrum sivisini ve yumurtasini bosalttiktan sonra, overdeki
kalintisi antrum cevresinde kollabe olur ve hizli bir degisime ugrar. Grantloza hiicreleri
blyik Olcude genisler, yeni olusan kapillerler iceriye ilerler. Gland benzeri, Ostrojen,
progesteron ve inhibin salgilayan tim bu yapiya korpus liteum denir (Sekil 2.3).
Korpus liteum yaklagik 10 gun icinde maksimum gelisime ulasir ve sonra tuba
uterinaya atilmis olan oosit dollenmezse hizla dejenere olur. Menstriiasyona ve yeni bir
menstriiel siklusun baslamasina, korpus luteum fonksiyonunun kaybi yol acar **%°.

Boylece, over fonksiyonu yoninden menstriiel siklus, suresi yaklasik esit olan
ve oviilasyonla ayrilan iki evreye bolinebilir:

1) Tek bir olgun foliktl ve sekonder oositin gelistigi folikiler evre;



2) Ovulasyondan sonra baslayan ve korpus luteumun kaybina kadar suren liiteal

evre >,

Graf Folilkiili

Selkonder Bazal

Folikiil Lamina

Bazal Teka  Graniiloza

lamina Hiicreleri fereleri
i

Sekil 2.3. Folikiiler gelisimindeki degisik asamalari ve ilgili yaptlarini, korpus liteumu gésteren
ovaryum yapilarinin sematik sunumu (Bern-Levy’den *).

2.3. Fare Modeli ve Onemi

Fare Ureme arastirmalarinda oosit elde etme, implantasyon 6ncesi embriyo
gelisimlerinin incelenmesinde en yaygin kullanilan modeldir. Bu c¢alismalar ile oosit
veya embriyolara potansiyel olarak toksik materyallerin etkisi, degisik (reme
tekniklerinin ve infertilite tedavi programlarinin test edilmesi mimkuin olabilmektedir.

Fare oositinin, gelisimi ve duzenleyici mekanizmalari insan oositi ile biyuk
benzerlikler gostermektedir **+***". Yavru farelerin ilk 21 giinliik gelisimi siirecinde
izlenen oositlerin buytume gelisme dénemi insandaki primer oositten sekonder oosite

28,38,39

kadar olan doneme benzerdir . Ayrica ovulasyon oncesi ve sonrasi donem



oositlerin  gelisim  6zelliklerinin %% hiicre ici pH diizenleyicileri gibi

mekanizmalarin aydinlatiimasi **%°%

in vitro insan oosit mattrasyon ¢alismalari igin
yol gosterici olmaktadir. Diger ilerlemeler ile birlikte bu bilgilerin 1s1ginda, son on yil
icinde yardimci Ureme teknikleri ile elde edilen basari yuzdesinde Onemli artiglar

saglanmistir.

2.4. Solusyonlar

In vitro oosit/embriyo kiltird igin kullantlan medyum igerikleri in vivo ortami
mimkin oldugunca yansitma esasina dayanmaktadir. Glntmuze kadar cok degisik
medyumlar tanimlanmisken hemen timindn iceriginde degisik oranlarda NaCl, KClI,
KH,PO4, MgSO,, CaCl,, NaHCOs, laktat, pirivat, glukoz, glutamin, EDTA, sigir serum
albumini (BSA) ve antibiyotikler bulunmaktadir. Medyumlardaki belirtilen iceriklerden
NaCl, KCI, CaCl,, MgSO, elektrolit ve osmotik dengeyi saglarken, KH,PO, NaHCO3
tampon olarak kullaniimaktadir. Laktat, pirtivat, glukoz enerji substratlari, glutamin ise
organik osmolit olarak islev goérmektedir. EDTA agir metal kontaminasyonuna Karsl,
BSA ise oosit/embriyolarin zemine veya birbirlerine yapismalarini 6nlemek icin
medyumlara eklenmektedir. Bu medyum olusturma prensipleri gergevesinde bir ¢ok
medyum tanimlanmistir: CZB, M16, MTF, START, BMOC, SOM ve KSOM gibi.
Gunimizde yaygin olarak kullanilan medyumlardan biri, NaCl ve KCI
konsantrasyonlari biraz daha yiilksek olarak olusturulmus “K* simplex optimized
medium” (KSOM) dur ***2.

KSOM medyumu, esas olarak HCO;  tamponu igerdigi igin, oosit/embriyo
gelisimi igin yiiksek CO, konsantrasyonlu (%5) ortamlar gerekmektedir. Dolayisi ile
CO’li inkubatorler kiltir calismalari icin uygundur. Bu medyum kullanilarak yapilan
embriyo kultir calismalarinda (%5 CO,;, 37 °C’de) %70’i trofoblast asamasina
gelebilmektedir. Ancak bu medyum, normal atmosfer ortaminda yapilacak uzun sireli
calismalar icin uygun degildir. In vitro ortamda oosit/embriyo toplama isleminde,
normal atmosfer sartlarinda pH’1 stabil kalabilen bir medium gerekmektedir. HEPES
tamponu eklenmesi ve buna karsilik HCO3”In azaltilmasi ile KSOM medyumunun bir
modifikasyonu olan “flash and holding medium” (KFHM) olusturulmustur **. HEPES
canli sistemlerin kullandigi tampon sistemlerinden olmadig! igin, uzun sureli kulttrlerde

KFHM kullaniimasi uygun degildir.



Oosit/embriyo  toplama ve kaltur calismalarinda belirtilen  soliisyonlar
kullanilabilirken, calismamizda yaptigimiz pH; kayitlari icin  de KSOM esasli
solisyonlar olusturuldu. H'/laktat degistiricisinin pHi’a etkisini azaltmak icin laktati
azaltilmis soliisyonlar olusturulabilmekte % ve bu kullanim amaci nedeniyle pHKSOM
olarak tanimlanmaktadir *°.

Alkaloz indiiksiyonu icin pHKSOM soliisyonuna NH;" eklenmektedir. NH,",
soliisyonda NHs + H* olarak ayrismakta, NH; hiicre zarlarini kolaylikla gegerek hiicre
icine girmektedir. Hiicre icine giren NHz hicre icindeki H* iyonlarini baglayarak
alkaloz olusturmaktadir. Boylece indiklenen alkalozu iyilestirmek icin gerekli savunma

sistemleri incelenebilmektedir *°.

2.5. Hiicre ici Tyon Olgiim Yontemleri

Hiicre ici iyon 6lcuimii icin belli bagh 2 yontem bulunmakta olup bunlar: 1. iyon
sensitif mikroelektrodlar ile potansiyometrik, 2. Floresan indikatorleri ile kimyasal
Olcim (Spektrofluorometrik) yontemleridir. Uygulanabilirliginin kolayligi, duyarliginin
yuksek olmasi, hizli cevap verebilirligi, cok kigik capta ve degisik hicrelerde
Olctimlerin gercgeklestirilebilirligi, floresan indikator yontemini 6n plana ¢ikarmaktadir.
Bu yontem ile kullanilan floresan indikatére gore hiicre ici degisik iyon (H*, Ca**, Na*,
K*, CI, Mg, Zn*") konsantrasyonlarinin saptanmasi miimkiin olmaktadir. Bunun yani
sira mikroelektrodlar ile potansiyometrik olcim yonteminde de hiicre igi iyonlarin
Olcimi mimkin ise de yavas ve yerel degisimlere yanit verebilmesi, ancak blyuk
boyuttaki hicrelerde kullanilabilirligi, kalibrasyonunun gucligl nedeniyle bu yontem

kisith modellerde kullanilabilmektedir.

2.5.1. Spektrofluorometrik Yontem ile Hiicre ici Tyon Olgiimii

Hedeflenen hicre ici iyon icin 6zgin bir floresan prob ile spektrofluorometrik
olarak htcre ici iyon seviyeleri Olgulebilmektedir. Bu yontem ile en siklikla hicre igi
Ca’* ve pH olculmektedir. iki tip 6lcim yapilabilmektedir: 1. Hiicre ici iyon
seviyelerinin statik Olcimu; kuvet tipi spektrofluorometre bu amac¢ igin yeterli

olmaktadir. 2. Hucre i¢i dinamik iyon degisimleri, bilgisayar kontrolli ve mikroskoba



adapte edilebilen spektrofluorometre (mikrospekrofluorometrik yontem) gerekmektedir.
Amagclanan ister statik ister dinamik hticre igi iyon seviyelerinin arastiriimasi olsun,

hicrelere iyona hassas floresan 0zellikte bir prob (florofor) yuklenmesi gerekmektedir.

2.5.1.1. Floroforlar ve Ozellikleri

Floroforlar, 6zgin olduklari iyona baglandiklarinda floresan 6zelliklerinde
degisiklik olan maddelerdir. Bu degisen floresan Ozelliklerine gore floroforlar da
siniflara ayrilmaktadir:

1. Orantisal olmayan (non-ratiometric) floroforlar: Ozgin iyona
baglandiklarinda baglanma dizeyine gore floresan igiginda artma veya azalma olan
floroforlardir. Dezavantajlari, hiicre i¢i floroforun hiicre digina sizmasi, optik yol ile
hlcreler arasina bir engelin girmesi durumlarinda ortaya ¢ikan artifisyel degisimler
yapilan Ol¢timlerin dogrulugunu olumsuz olarak etkilemesidir. Bu tip floroforlara 6rnek

olarak, Ca**"

a hassas olan Fluo-3 verilebilir (Sekil 2.4).

2. Orantisal (ratiometric) floroforlar: Bu tip floroforlar 06zgiin iyona
baglandiklarinda eksitasyon veya emisyon spektrumunda kayma gerceklesir. Serbest ve
spesifik iyona bagli florofor formlari emisyon isimalarinin, pik yaptigi dalga boylari
birbirine oranlanarak iyon seviyeleri hakkinda bilgi elde edilir. Bu yaklasim ile orantisal
olmayan floroforlardaki dezavantajlar ortadan kaldirilmakta, dolayisi ile daha guvenilir
kayitlar yapilmasi olanakli olmaktadir. Bu siniftaki floroforlara 6rnek olarak, Ca®*
hassas Fura-2 (Sekil 2.5), pH’a hassas SNARF-1 verilebilir.
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serbest Ca* ( pM) EKs. = 488 nm

398

Floresan emisyonu

Dalga boyu (nm)

Sekil 2.4. Orantisal olmayan florofor Fluo-3’tn 488 nm dalga boyunda uyarilmasi ile kayitlanan
emisyon spektrumu.

Serbest Ca®( pM ) Em =510 nm
39.8
-
1=TH
£
]a'
)
o
=
=
o
ol
5
=y
250 300 350 400 450

Dalga Boyu (1un)

Sekil 2.5. Ca?*"a hassas Fura-2 floroforunun 510 nm dalga boyunda toplanan floresan kayitlarinin
eksitasyon spektrumu.
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2.5.1.2. Hucrelere Florofor Yikleme Yontemleri

Hicre i¢i iyon olgtimuntn yapilabilmesi icin kullanilacak floroforun hicre igine
yuklenmesi gerekmektedir. Bu amagcla cesit yontemler gelistirilmekle birlikte siklikla
kullanilanlar mikroinjeksiyon ile direkt yikleme ve floroforun asetometil ester formu
(AM formu) ile basit sekilde inkiibe etmedir *°.

Mikroinjeksiyon yontemi: Bu yontemde her bir hicreye mikropipetler ile
girilerek uygun dozda florofor yuklemesi yapilmaktadir. Bu ybntem igin
mikro/nanoinjektorler, uygun caplarda hazirlanmig mikropipetler ve tecrube
gerekmektedir. Ayni zamanda her bir hiicre igin islemin ayri ayri yapilmasi gerektigi
icin uzun zaman alabilmektedir. Diger bir dezavantaji ise invaziv bir yontem oldugu
icin hucreyi zedeleme ihtimalidir. Ancak bazi durumlarda (folikul igindeki oositin
yuklenmesi, vitellin zar ile ¢evrili kurbaga yumurtasinin yiuklenmesi gibi) tek yikleme
yolu olmaktadir.

AM metodu: Hemen tum floroforlarin, molekdillerinin iginde bazi hidrofilik
gruplar, karboksilatlar vardir. Dolayisi ile floforlarin yiksek su ¢ozunirlugi, hicre
zarlarindan ge¢mesi igin uygun degildir, c¢lnkl lipid hiucre zari hidrofobiktir. AM
metodu ile bu floroforlarin hidrofilik gruplari maskelenmekte, lipofilik hale
donusturulerek htcre icine girmeleri saglanmaktadir. Hicre icine giren floroforlarin
asetometil esterleri, hiicre iginde bulunan 6zgiin olmayan esterazlar ile hidroliz edilir.
Boylece tekrar hidrofilik hale gelen florofor, hiicre icine hapsolur (Sekil 2.6). Bu
yontem ile floroforlar hiicreler ile basit sekilde inkibe edilerek hiicre i¢inde birikmeleri
saglanir. Dolayisi ile bu yontem invaziv olmayan, 0zel cihaz gerektirmeyen, pratik bir
yontemdir. Calismamizda fare oosit/zigotlarina florofor yiklenmesi bu yontem ile
gerceklestirilmistir.

Sik olarak kullanilan floroforlar hiicre ici Ca®* ve pH dlcimii icin
kullaniimaktadir. Ancak g¢alismamiz pH; kaydi Uzerine oldugundan sadece pH’a hassas
floroforlarin 6zellikleri ayrintili olarak verilecektir.
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SNARF-1-AM

Esterazlar

SNARF-1
A ax =333 nm

Aeam =640 nm
Aem = 600 nm

Sekil 2. 6. SNARF-1-AM formundaki floroforun AM metodu ile hiicreye yiklenmesi.

2.5.1.3. pH’a Hassas Floroforlar

Fizyolojik arahkta pH degisikliklerine duyarli ¢cok sayida floresan indikatorler

mevcuttur. Bunlardan baslicalari sunlardir.

a) BCECF (2,7 bis Karboksietil 5-6 karboksi florosin)

pH 7.0 civarindaki pH degisimlerine hassas olarak gelistirilen ilk florofordur.
BCECF, 530 nm’de sabit emisyon kaydi yapilirken, 450 nm’de uyarildiginda pH’a
hassas olmayan yanit verir; 500 nm’de uyarildiginda ise artan pH’ya bagh olarak
emisyon Isiginda artis olur (Sekil 2.7). Dolayisi ile 450/500 nm’lerde uyarilmasi ile
elde edilen emisyon yanitlarinin orani, pH’ya orantili olarak degismektedir. Sekil 2.7°de
da gorulebilecegi gibi, BCECF asit sinirlardaki ¢alismalar igin tercih edilmesi gereken

florofordur.
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Dalga Boyu (nn)

Sekil 2.7. BCECF’in 535 nm dalga boyunda emisyonu toplanmis eksitasyon spektrumu.

b) Karboksi SNARF-1 (karboxy-seminaphthorhodafluor-1)

Karboksi SNARF-1, 535 nm’de uyarildiginda, emisyonlari 600 ve 640 nm
olmak (zere ¢ift dalga boyunda toplanmaktadir. Bu durumda 600 nm pH’a hassas
olmayan, 640 nm ise pH’a hassas dalga boyudur (Sekil 2.8). Dolayisi ile 640/600 orani,
pH artikca artan bir degisim gostermektedir. SNARF-1 ise alkali sinirlardaki ¢alismalar
icin tercih edilmesi gereken florofordur.

pH9.0  Eks=534 nm

B.O
7.6

7.2

6.8
6.0

Floresan Emisvonu

T T
550 600 650 700 750
Dalga Boyu (nm)
Sekil 2.8. SNARF-1’in 534 nm’de uyarilmasi ile kayitlanan emisyon spektrumu.
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2.5.2. Mikrospektrofluorometrik Hiicre ici iyon Olgiim Yéntemi

Dinamik hiicre i¢i iyon o6lgumleri igin mikrospektrofluorometrik yontem
kullaniimaktadir. Bu yontemde Xenon lamba ile saglanan uyarici isik, bir fiber optik
kablo ile wuygun filtrelerden gecirilerek mikroskoptaki biyolojik materyale
aktariimaktadir. Uyarilan materyalden toplanan emisyon igsimalari ise 1sik saptayici
sistemleri ile saptanmaktadir. Bu 1sik saptayicilari sunlardir:

Isik Cogaltici Tup (Photo Multiplier Tube, PMT), genis spektrumlu olan
PMT’ler oldukca dislk 1sik seviyelerine dahi hassastir. PMT, genis bir dinamik sinira
sahiptir, boylece Is1gin yuksek seviyelerini de 6lgebilir. Ayrica PMT’ler oldukca
hizhdir, dolayisi ile hizli spektral olaylar givenli bir bigcimde kayitlanabilir. Ancak
uzaysal cozimlemesi olmamasi gibi bir dezavantaji da vardir.

Kamera (Imaging, goruntileme sistemi), piksellerden meydana gelen isik
algilayicilarindan olusmaktadir. Daha yiksek 1sik siddeti gerektirmesi, yavas olmasi,
nispeten dar spektruma hassas olmasi dezavantajlari iken uzaysal ¢6ziimlemesi 6nemli
bir avantajidir.

Cahsmamizda kullanilan PMT’li mikrospektrofluorometrik teknigin sematik
sunumu Sekil 2.9’da verilmistir. Xenon lamba ile uyarici 1sik olusturulmakta, bu isigin
oniindeki monokromatér ile 1sik istenen dalga boyunda fiber optik kablo ile
mikroskobun kayit odacigindaki biyolojik materyale aktarilmaktadir. Materyalden gelen
emisyon 1s1g1 dikroik bir kip araciligi ile 6rnegin 600 nm’deki 1sig1t PMT 1’e, 640
nm’deki 1s1g1 ise PMT 2’ye yonlendirilmektedir.

Boylece PMT ler sayesinde 640 ve 600 nm’lerde toplanan emisyon isiklari bir
kontrol kutusu aracthgi ile bilgisayara aktarilmaktadir. Toplanan bu bilgiler 6zel

tasarlanmis bir software ile islenmektedir.
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Sekil 2.9. pH; kayitlarinin alindigi ve emisyon 1siginin saptayicisi olarak PMT’nin kullanildigi
mikrospektrofluorometrik kayit sisteminin semasi.

2.6. Mikrospektrofluorometre ile Hucre ici pH Kaydi

pH; ve bunun dizenlenmesi en temel homeostatik hticresel mekanizmalardan
biridir. Dolayisi ile bu parametrenin incelenmesi, temel hicresel dizenleyici
mekanizmalar icin 6nemli bilgiler verebilmektedir. Ozellikle oosit/embriyo gibi
modellerde gelisimsel degisimleri 6Gnemli bir arastirma alani olmaktadir.

pH; kaydi icin, oncelikle 6ngorulen pH araliklarina uygun pH’a hassas bir
florofor secilmelidir. Alkali sinirlarda ¢aligilacaksa belirtildigi gibi SNARF-1 daha
uygun bir secenektir. Biyolojik materyale uygun sekilde yiklenen florofor,
mikroskopdaki kayit odacigina yerlestirilir ve eksitasyon isig1 biyolojik materyale
uygulanir. Bu SNARF-1 icin 535 nm’dir ve emisyon isiklar1 640 ve 600 nm’lerde ayri

16



ayri saptanir. Ve 640/600 nm orani hesaplanarak oransal bir kayit yapilir. Saptanan bu
oran pH degerlerine nigerisin / yilksek K* ve valinomisin metoduna gore in situ olarak
cevrilebilir. Bu metod, K'/H" degistiricisinin nigerisin etkisi ile plazma membraninin iki
tarafindaki bu iki iyon gradiyentini esitlemesi ilkesine dayanmaktadir. Bu degistirici
etkisi ile hiicre ici ve disi K™ yogunluklari esitlendigi zaman pH;, dis ortam pH’1 ile ayni
degere ulasacaktir. K* gradiyentinin ortadan kaldiriimasi icin hiicre icindeki gibi dis
ortamda da yilksek K* yogunlugu olusturulur. Embriyolarda belirlenmis ortalama hiicre
ici K™ yogunlugu yaklasik 100-125 mM’diir. Dolayis! ile dis ortam soliisyonunda da bu
degerler uygun olmaktadir. K* gradiyentinin tamamen ortadan kalktigindan emin olmak
icin de secici K* ionoforu valinomisin, nigerisin/yiiksek K*'a ek olarak kullaniimaktadir
15

Belirtilen nigerisin/yilksek K* ve valinomisin metodu ile oranlarin pH’ya
cevrilmesi igin oncelikle kalibrasyon sollsyonlari olusturulmaktadir. Bu soltisyonlar
100 mM KCI, 25 mM NaCl ve 21 mM HEPES icermekte ve pH’lari ise NaOH ile 37
°C’de calisilacak pH araliklarina uygun olarak (6rnegin pH 6,8-8,0) ayarlanir.
Soliisyona osmotik denge icin 75 mM sukroz da eklenir. Rutin olarak uygulanan
valinomisin dozu 5 pg/ml, nigerisin dozu ise 10 pg/ml.dir. Genellikle ayarlanan 4 pH
degerinde in Situ olarak elde edilen oranlar kalibrasyon egrisi olusturularak pH
degerlerine cevrilebilmektedir. SNARF-1 ve BCECF icin bu kalibrasyon egrilerine
ornekler Sekil 2.10°da verilmistir.

BCECF SNARF -1
4
1.5 4 ]
] a.]
Z 1
%104 _
< i 2
- |
0.5' .
e 1 S
6.5 7.0 7.5 7.0 75 8.0

Sekil 2.10. BCECF ve SNARF-1’in in situ kalibrasyonu ile cizilmis kalibrasyon egrileri (Baltz JM ve
Phillips KP’den ).
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2.7. Oositlerde pH; Duizenlenmesi

Oositin degisen cevre kosullarindan korunmak icin gelistirdigi pH; diizenlemesi
gibi bircok mekanizmasi vardir. Hucre igin hayati O6neme sahip olan pH;
dizenlenmesinde, pH’yi1 dusturen HCO3/CI" degistiricileri (anyon degistiricileri, AE), ve
pH; arttiran Na'/H" ile Na®, HCO3/CI" degistiricileri (sirasiyla, NHE ve NBCE) rol
oynamaktadir. AE, zayif bir baz HCOs;”1 CI ile degistirir, bOylece alkalozun
duzeltilmesini saglar. NHE, H”’i Na" ile degistirmek Uzere hiicre disina verir, boylece
asidozun duzeltilmesini saglar. NBCE ise Na* ve HCO;™ 1 hiicre igine alirken CI” u
disari atar, boylece hucre ici HCO3™ artiginin sonucu pH; arttirthr. Bu pH; dizenleme
mekanizmalari hiicre i¢i pH degisimlerine hassas olup, pHi degisimleri ile aktif hale
gelirler.

2.8. AE Aktivitesi ve Hesabi

AE, pHi’nin belli bir degerin tzerine ¢ikmasi ile aktive olmaktadir. Bu ayar
noktast  pHi’in 7,10-7,30 oldugu degerlerdir. Ayar noktasi hicrenin metabolik
degisimleri ile degisebilmektedir *'. AE aktivitesi DIDS gibi ilaglarla inhibe
edilmektedir. Dolayisi ile DIDS, AE varligl veya fonksiyonunun teyidi i¢in 6zgin bir
inhibitor olarak yaygin olarak kullaniimaktadir.

AE aktivitesi i¢in hicre icinde HCOg3', hiicre disinda ise CI" konsantrasyon
farkinin olmasi gereklidir. Hucre disinda yeterince CI" olmadigi zaman degistirici ters
yonde calisabilmekte, yani HCOs1 hiicre igine alirken, CI”’u hiicre disina tagimaktadir.
Boylece AE aktivitesi ile hiicre iginde alkaloz gelismektedir. Alkalozun olusum hizi da
AE aktivitesi hakkinda bilgi vermektedir *°. Alkalozun olusum hizinin linear regresyon
egrisi ile bu aktivite hesaplanabilmektedir (Sekil 2.11).
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0 Cl-

Sekil 2.11. AE’in hicre modelinde ¢alisma prensibi ve sonug olarak gelisebilecek hiicre ici alkalozu
iyilestirmesi (listte). Dis ortamdan Cl*un uzaklastirilarak AE’In ters yonde calismasi sonucu hiicre igi
alkalizasyon olusturulabilir ve bu olusma hizindan linear regresyon araciligiyla AE aktivite hesabi

yapilabilir (altta).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismada, Fizyoloji Anabilim Dali’nda yetistirilmis 104 adet Balb/c (6-8
haftalik) soyu disi fare kullanildi (Sekil 3.1) ve bu farelerden superoviilasyon protokoli
ile elde edilen 881 oositten kayit alindi. Fareler yetistirildikleri laboratuvarda 12 saat
aydinlik ve karanlik (18:00-06:00) dongtide tutuldu. Ortamin sicakhgi (21+1 °C) ve
nemi (% 40-60) devamli kontrol altinda tutuldu. Farelerin yetistirildigi Fizyoloji
Anabilim Dali hayvan laboratuvari Resim 3.2°de gosterilmistir. Ttm islemler, C.U.
Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi Etik Kurul kararlarina uygun

olarak yapildi.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan Balb/c soyu disi farelerden biri.
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Sekil 3.2. Fizyoloji Anabilim Dali Fare Laboratuvari’nda deneyde kullanilan farelerin yetistirildigi ortam.

3.1. Solisyonlar

Cahsmada kullanilan tum solusyonlar KSOM esash olarak hazirlandi. Bu
solusyonun igerigi Tablo 3.1’de verilmistir. Oosit/zigot kiltiri bu soliisyonda
yapilirken oosit eldesi islemlerinde Hepes-KSOM (KFHM) kullanildi; bu soliisyonda 21
mM HEPES bulunurken NaHCO3;™ bu miktarda azaltildi ve soliisyon pH’I NaOH ile
7.40’a ayarlandi. Florofor yikleme ve pH; Olgumleri icin kullanilan soliisyonlarda
H*/laktat degistiricisinin etkisini azaltmak icin %’ Na laktat 9 mM azaltildi (Na laktat 1
mM’dustrulirken NaCl 104 mM’e ¢ikarildi) (Tablo 3.1). Ayrica BSA bu solusyonlara
eklenmedi. Boylece florofor yiikleme solisyonu pHKFHM, dinlenim-kontrol pH;’lari
kaydedilen solisyon ise pHKSOM olarak tanimlandi. 0 CI" iceren pHKSOM
solisyonunda tum CI tuzlari yerine glukonat tuzlari kullanildi. Alkaloz indlksiyonu
icin ise pHKSOM soliisyonuna 35 mM NH4CI eklendi (NaCl yogunlugu 35 mM
azaltilarak) ve solusyon NH;Cl-pHKSOM olarak tanimlandi. Calismada kullanilan tiim

solusyonlarin ayrintili icerigi Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan soliisyonlarin ayrintili igerigi.

KSOM+BSA KFHM+BSA pHIFHM PHESOM O CTpHESOM  NH,ClpHICSOM
{(IhI) {talM) () {tal) {al) {1}

Natl 85 85 1M 1M 69
KC1 15 15 13 15 15
KH,POy 0.3 035 035 035 035 035
MeS0y.7TH,0 02 0.2 0z 0z 0.1 01
Na Ilctat 10 10 1 | 1 |
Glulkez 01 02 0.2 0z 02 0z
Na piriivat 0.2 02 0.2 032 0.2 032
NaHCOy i) 4 4 25 25 5
Hepes )| A
Cack 17 17 17 L7 17
Glutamnine 1 l 1 l 1 1
EDT A (tetra Na) 0.01 0.0l 0.0t 0.01 0.0 0.01
K penssilin G 0.16 016 0.16 0.16 0.16 0.16
Streptonaisin SOy 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
NH,(1 35
Na gulonat 104
K glulonat 25
Ca (ghudconat), 5.8
BSA 1 mgfnl 1 mgiml

3.2. Kimyasal Maddeler

Solusyonlarin hazirlanmasinda gerekli tum kimyasallar maddeler Sigma’dan
(SNARF-1-AM,
Molekiiler Probes C-1271), Valinomisin (Sigma V-0627) dimetil sulfoksidde, 4,4 -
Diisocyanbatostilbene-2,2 -disulfonik asit disodyum tuzu (DIDS, Sigma D-3514) stok
solusyonu 0.1 M KHCOs’da, dibutiriladenozin 3,5-siklik monofosfat (db cAMP, Sigma
D-0627) stok soliisyonu suda hazirlandi. Nigerisin ise (Sigma N-7143) etanol iginde

saglandi.

¢ozalda.
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3.3. Oosit ve Zigot Eldesi

a. GV Asamasindaki Oosit Eldesi

Deney saatinden 48 saat 6nce disi farelere 5 1U intraperitoneal (IP) olarak gebe
kisrak serum gonadotropin (PMSG, Sigma G-4877) injeksiyonu yapildi. Servikal
dislokasyon yontemi ile 6ldirtlen deney hayvani diseke edilerek ovaryumlari ¢ikarildi.
KFHM + BSA ortaminda bistlri kullanilarak ovaryumlar kiyildi. Mikroskop altinda
kriterlere uygun GV asamasindaki oositler (Sekil 2.1) toplandi. GV oositlerin
cevresindeki gevsek grantloza hucreleri dar ¢apli pastor pipetler kullanilarak mekanik
olarak uzaklastirildi. Bu sekilde elde edilmis 6rnek GV oosit Sekil 3.3A’de verilmistir.
GV calismalarinin tim asamalarinda mayotik arrestin devamini saglamak igin ortama
100 uM db cAMP eklendi.

b. MI ve MII Asamalarindaki Oosit Eldesi

Disi farelere, PMSG injeksiyonundan 48 saat sonra IP olarak 5 IU insan
koryonik gonadotropin (hCG, Sigma CG-5) verildi. hCG injeksiyonunda 18-20 saat
sonra MI ve MII asamasindaki oositler ampulladan toplandi. Oositlerin gevresindeki
kumulus htcreleri 75 pg/ml hiyalorinidaz (Sigma H-3506) ile uzaklastirildi. Ardindan
oositler KFHM+BSA ile 3 defa yikandi. Uygun MI ve MII oositler secilerek (Sekil 3.3B
ve C) deneye alind1.

c. PN Zigotun Eldesi

PMSG injeksiyonundan 48 saat sonra hCG induksiyonu yapilan disi, erkek fare
ile ayni kafese konularak ciftlesmeleri saglandi. Ertesi sabah kopulasyon plagi pozitif
olan disinin (Sekil 3.4), hCG injeksiyonundan 22 saat sonra ampullari cikarildi. 75
ug/ml hiyalorinidaz ile kumulus hicreleri uzaklastirilan zigotlar yine 3 defa
KFHM+BSA ile yikandi. Mikroskop altinda PN’lari net olarak goriinen zigotlar (Sekil
3.3D) secilerek deneye alind.
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Sekil 3.3. Superovilasyon protokolil ile ovaryumdan izole edilmis GV oosit (A), ampulladan izole edilen
Ml (B) ve MII (C) oositler ile PN asamadaki zigotun (D) 6rnek resimleri.

Sekil 3.4. Superoviilasyon protokoli ile indiiklenmis ve giftlestirilmis disi farede koptlasyon plagi.

3.4. pH; Kaydi

Elde edilen GV, MI, MII oositler ve PN zigotlar, 5 pM SNARF-1-AM iceren
pHKFHM’de 37 °C’de 30 dk inkdbe edilerek yiklendi. Uygun yuklenen oosit/zigotlarin
sitoplazmalari mikroskop altinda pembesi renk almaktadir. Yikleme soliisyonu

pHKFHM oldugu ve BSA igermedigi igin yulklemeler, oosit/zigotlarin zemine
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yapismalarini dnlemek igin %21 jelatin ile kaplanmig saat camlarinda gercgeklestirildi.
Dis ortamdaki SNARF-1’in ortamdan tamamen uzaklastiriimasi i¢cin pHKFHM ile 3 kez
yikandi. Yuklenmis ve yikanmis oosit/zigotlar zemini lamel ile kaplanmis kayit
odacigina aktarildi. Ortamda BSA olmadigi icin oosit/zigotlar lamele yapisarak stabil
hale geldi. Kayit odacigi invert floresan mikroskoba (Nikon TE 2000-U) yerlestirildi.
Kayit odacigina, soliisyonu degistirmek icin perflizyon, %5 CO- - %95 hava karigimi ile
gazlanmasini saglayacak havalandirma diizenegi yerlestirildi. Kayit odacigl, sollisyon
37 °C’de sabit olacak sekilde sicaklik kontrol tinitesi (PTC-20) ile kontrol edildi.

Kayit odacigina yerlestirilen SNARF-1-AM ile yiklenmis oosit/zigotlarin
bulundugu solusyon pHKSOM ile degistirildikten sonra stabilizasyon igin 10 dk
beklendi ve 535 nm dalga boyundaki eksitasyon 1sigi ile uyarildi. 640 nm ve 600 nm
dalga boylarindaki emisyonlart PMT’ler kullanilarak saptandi. pH’ya hassas olan 640
nm emisyon yaniti ve pH’ya hassas olmayan 600 nm emisyon yaniti Felix programi ile
kayitlandi. Zemin degerleri c¢ikarildiktan sonra 640/600 orani pH; degisimlerinin takibi
icin hesaplandi. Tim kayitlar 37 °C’de %5 CO; - % 95 hava karisimi ile gazlandirilarak
yapildi. Kayitlar 25 sn’de bir (0.04 Hz) alindi. Calismada pH; kayitlari, C.U Tibbi
Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi (TIBDAM) laboratuvarindaki

mikrospektrofluorometre sistemi ile gerceklestirildi (Sekil 3.5)

Sekil 3.5. Kayitlarin alindigi TIBDAM laboratuvarindaki mikrospektrofluorometre sistemi.
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SNARF-1-AM ile orantisal olarak yapilan kayit pH degerlerine, K* gradiyentini
ortadan kaldirmak icin Valinomisin eklenmis Nigerisin/yilksek K* metoduna gore
cevrildi. Bu c¢evrimde kullanilan 0Ornek bir kalibrasyon egrisi Sekil 3.6’de
gorulmektedir. Dinlenim pH; degerleri su sekilde saptandi: Oosit/zigotlarin pHKSOM’a
aktarilmasinin ardindan stabilizasyon igin 10 dk beklendi, daha sonra alinan kontrol
kayitlarinin 5.-10. dakikalar arasindaki degerlerin ortalamasi dinlenim pH; degeri olarak
belirlendi.

A

E 85422770
0, 8345383558
n=17

TE A

T A

TE A

T5 A

T4 A

pH

TA

T2

.14

0 A

A

B35 -

T T T T T T T T T
187 0.8 1.0 1,2 1.4 1.6 18 20 2.2 24

Oran

Sekil 3.6. SNARF-1 ile yiklenmis MI ve MIl oositler (n=17) kullanilarak in situ olarak
Nigerisin/Y iksek K" metodu ile alinmis pH; kalibrasyon egrisi.

3.5. CI' Uzaklastirma Yontemi ve AE Aktivite Hesabi

Oosit/zigotlar’dan pHKSOM ile 10 dk istirahat pH;’1 alindiktan sonra soliisyon
0 CI'pHKSOM ile degistirilerek ortamdan CI" uzaklastirildi. Bu durumda AE ters yonde
calismaya baslamakta, hicre igindeki CI” disari ¢ikarken dig ortamdan HCO;™ hiicre
icine alinmakta ve boylece hiicrede alkaloz gelismektedir. Alkalozun baslangi¢ olusma
hizi linear regresyon analizi ile AE aktivite hesabi icin kullanildi %% (Sekil 2.11). AE
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aktivitesi pHi’nin dakikadaki degisimi (pHU/dK) olarak verildi. 0 CI' pHKSOM
solusyonunda oosit/zigotlardan 20 dk pH; kaydi alind.

CI" uzaklastirma yontemi ile olusan hucre i¢i alkalozun AE aktivitesi sonucu
gelistigini teyit etmek icin AE inhibitori olan DIDS (500 uM) kullanildi. DIDS
eklenmis 0 CI' pHKSOM ortaminda anlamli bir hiicre igi alkaloz gelismedi.

3.6. Alkaloz indiiksiyonu ve AE Fonksiyonunun Arastiriimasi

Oosit/zigolarda alkaloz indiiksiyonu icin 35 mM NH," kullanildi. Bu
konsantrasyonda kullanilan NH;" oosit/embriyolarda 0,5-0,6 pH birimi kadar alkaloz
gelistirebilmektedir *°. Oosit/zigotlarda indiiklenen bu alkalozdan AE aktivitesi ile
iyilesme derecesi, 20 dk sonunda pH;’in donebildigi deger (pHif) olarak ifade edildi.
pHir degeri, iyilesme egrisinden nonlinear regresyon (birinci dereceden eksponensiyel)
testi ile hesaplandi. Iyilesme sonucu donebildigi pHis degeri ile dinlenim pH; (pHig)
degerleri arasindaki fark AE aktivitesi ve dolayisi ile fonksiyonel olup olmadigi
konusunda bilgiler vermektedir %.

Oosit/zigotlarin indiklenen alkalozdan iyilesmelerinin AE aktivitesi sayesinde
oldugunun teyidi yine 500 uM DIDS ile yapildi. NH,Cl pHKSOM ortamina eklenen
DIDS ile gercgeklesen pHis, kontrol kayitlarinin degerleri ile karsilastirildi.

3.7. istatistik

Cahsmada 0 CI' , O CI'+DIDS, NH,Cl pHKSOM, NH4,Cl pHKSOM+DIDS
uygulama gruplarinda oosit/zigotlarin verdikleri yanitlar tek yollu ANOVA ile
karsilastirildi. Post hoc olarak Tukey testi uygulandi. Ayni asamadaki oosit/zigotlarin
uygulama gruplari arasindaki karstlastirmalar icin t-testi, NH,Cl pHKSOM ve NH,CI
pHKSOM+DIDS gruplarinin  kendi icindeki pHiq ve pHis degerleri arasindaki
Karsilastirmalar icin ise eslestirilmis t-testi kullanildi. Istatistiksel analizler SPSS 13.0
paket programi kullanilarak yapildi. Grafikler ise Sigma Plot 8.0 programi kullanilarak
cizildi, linear regresyon ve nonlinear regresyon analizleri ise bu program kullanilarak
hesaplandi. Tum degerler ortalama = SEM olarak verildi. Anlamhilik diizeyi p<0,05
olarak alind.
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4. BULGULAR

4.1. pH; Kaydi ve Oosit/Zigotlardaki pHig Degerleri

0 CI' uygulama grubunun GV asamasindaki oosit pHiq degeri hari¢, tim
uygulama gruplarinin (O CI, O CI+DIDS, NH4CIl, NH4CI+DIDS) pHKSOM
solusyonunda alinan pHiq degerleri oosit/zigotlar arasinda anlamh bir fark gostermedi
(Tablo 4.1). Ayni sekilde, farkl uygulama gruplarinin ayni asamadaki oositler ve

zigotlar arasinda da anlamh farklilik saptanmadi.

4.2. AE Aktivitesinin Saptanmasi

Oosit/zigotlardaki AE aktivitesi, ortamdan CI” uzaklastirilarak saptandi. Bu
yontem ile ters yonde ¢alisan AE aktivitesi, hicre i¢i alkalinizasyona neden olmaktadir.
GV, MI , MIl oositler ve PN zigotlarda bu yontem ile yapilimis Ornek kayitlar
karsilastirmah olarak Sekil 4.1A’da sunulmustur. AE aktivitesinin saptanmasinda
gelisen hiicre i¢i alkalozun baslangic egiminin linear regresyonu alindi. Ortalama
degerler ile cizilen ve AE aktivite hesabinda kullanilan grafik Sekil 4.2°de, bu sekilde
hesaplanan degerler ise Tablo 4.2°de verilmistir. GV asamasindaki oosit AE aktivitesi,
MI ve MII asamalarindaki oositlerin AE aktivitesinden anlamli olarak yiiksek saptandi
(p<0,05). Buna Kkarsilik GV oosit ile PN zigot AE aktiviteleri anlaml farklilik
gostermedi (p>0,05).

DIDS inhibisyonu altinda kaydedilen AE aktivite 6rnek kayitlari karsilagtirmali
olarak Sekil 4.1B’de verilmistir. Tim oosit asamalarinda ve zigotta kayitlanan AE
aktivitesi, inhibitori olan DIDS ile, anlamli olarak baskilandi (p<0,05, Tablo 4.2, Sekil
4.3). DIDS inhibisyonu altinda saptanan AE aktivitesi, cahlisilan tim asamalar arasinda
anlamli farklilik gostermedi. AE aktivitesinin ve DIDS inhibisyonu sonucu degisimin

gosterildigi toplu karsilastirmalar ise Sekil 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. O CI', O CI'+DIDS, NH,CI, NH,CI+DIDS gruplarina ait oosit/zigotlarin pHKSOM ortaminda
kayitlanan pHjy degerleri (Ort. £ SEM).

ocr O CI+DIDS NH,CI NH,CI+DIDS

GV 7,24+0,013" 7,180,017 7,200,017 7,190,006
(N=8, n=52) (N=7, n=51) (N=6, n=106) (N=6, n=89)

Ml 7,210,020 7,190,019 7,180,008 7,180,012
(N=8, n=61) (N=7, n=61) (N=7, n=51) (N=5, n=33)

MII 7,19+0,012 7,190,019 7,220,024 7,190,013
(N=7, n=44) (N=7, n=61) (N=6, n=38) (N=5, n=53)

PN 7.17%0,016 7,190,010 7,160,015 7,200,015
(N=7, n=35) (N=6, n=47) (N=6, n=47) (N=5, n=53)

*, ayni uygulama grubu PN zigot degerine gére anlamli farkhlik (p<0,05).
N, kullanilan fare sayisi; n, kayit alinan oosit/zigot sayisl.

Tablo 4.2. GV, MI, MII oositlerde ve PN zigotta kayitlanan AE aktiviteleri ve DIDS uygulamasinin bu
aktivitelere etkisi (Ort. £ SEM).

0 CI' ortaminda 0 CI' + DIDS ortaminda
AE Aktivitesi (pHU/dK) AE Aktivitesi (pHU/dK)
GV 0,056+0,008 0,001+0,000
(N=8, n=52) (N=7, n=51)
MI 0,024+0,006" 0,002+0,001"
(N=8, n=61) (N=7, n=61)
MII 0,030+0,004" 0,003+0,001"
(N=7, n=44) (N=6, n=57)
PN 0,040+0,004 0,002+0,001"
(N=7, n=35) (N=6, n=47)

*,0 CI' GV oosit degerine gore anlamli farklilik (p<0,05),
** Ayni asama oosit/zigot 0 CI” degerlerine gdore anlamh farklilik (p<0,05).
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Sekil 4.1. GV, MI, Ml oositlerde ve PN zigotta CI” uzaklastirma yontemi ile yapilan pH; kayit drnekleri
(A) ve bu soliisyona DIDS eklenmesi sonucu elde edilen pH; érnek kayitlari (B).

30



pH.

| pHKsoM | 0 CI' pHKSOM

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dk)

Sekil 4.2. CI" uzaklastirma yontemi ile GV, MI, MII oositler ve PN zigot asama kayitlari ortalama
degerleri ile cizilmis pH; degisimleri.
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Sekil 4.3. GV, MI, Ml oositlerinde ve PN zigotlarda CI" uzaklastirma yéntemi ile saptanan AE aktivitesi
ve bu aktiviteye DIDS uygulamasinin etkisi (*, GV oosite gore; **, ayni asama O CI" degerine gore
anlamh farkhhk, p<0,05)
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4.3. indiiklenmis Alkalozdan Iyilesme

Oosit ve zigotlarda hiicre ici alkalozu indiiklemek icin 35 mM NH," kullanild.
NH4Cl pHKSOM ortaminda indiiklenen bu alkaloza verdikleri iyilesme yanitlarinin
ornek kayitlari Sekil 4.4A’da, ortalama degerler ile cizilen grafigi ise Sekil 4.5A’da
verilmistir. Dinlenim pHiq degerleri ve alkalozdan iyilesme sonucu gelebildikleri yeni
hicre ici pH (pHir) degerleri Tablo 4.3’de sunulmustur. GV oosit ve PN zigot iyilesme
yanitlar1 diger oositlerden anlamh olarak daha iyi iken yine de pHis degerleri pHiq
degerlerine gore anlamli olarak ylksek kaldi. DIDS inhibisyonu altinda alkalozdan
iyilesme yanitlari MII disindaki oosit asamalarinda ve zigotta anlamli olarak farkl idi;
pHir degerleri yuksek seviyelerde kaldi. DIDS etkisi altinda iyilesme yanitlarinin 6rnek
kayitlari Sekil 4.4B’de, ortalama degerler ile c¢izilmis grafigi ise Sekil 4.5B’de
verilmistir.

Oosit/zigotlarin NH4Cl ve NHCI pHKSOM + DIDS gruplarinda pHis degerleri
ile pHiq arasindaki farklar ile cizilmis grafigi Sekil 4.6’da gorulmektedir. Bu grafikte,
indiklenen alkalozdan GV oositin ve PN zigotun pHig degerlerine yakin degerlere
donebildigi, MI ve MII ositlerde ise bunun sinirli kaldigr gorilmektedir. Tim
asamalarda DIDS bu degerleri anlamli olarak baskilamistir.

Tablo 4.3. GV, MI, Ml oositlerin ve PN zigotlarin dinlenim (pHi4) ve NH," ile indiiklenen alkalozis’e

verdikleri iyilesme yanitlari sonucu olusan pH; (pHir) degerleri ve DIDS uygulamasinin bu degerlere
etkisi (Ort £ SEM).

NH.CI NH,CI + DIDS
pHig pHis pHig pHis
GV 7.20+0,017 7.27+0,029" 7,19+0,006 7.4340,044"
(N=6, n=106) (N=6, n=89)
MI 7.18+0,008 7.45+0,041" 7,18+0,012 7,66+0,053"
(N=7, n=51) (N=5, n=33)
MII 7.22+0,002 7.43+0,040" 7,19+0,013 7,540,056
(N=6, n=38) (N=5, n=53)
PN 7,160,015 7,29+0,035 7,20+0,015 7,52+0,032"
(N=7, n=50) (N=5, n=53)

*, NH,Cl uygulamasindaki ayni asamada oosit/zigot pHiq degerine gore anlamli farklilik (p<0.05),
** NH,Cl uygulamasindaki ayni asama oosit/zigot pH;s degerine gore anlamh farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.4. induklenmis hiicre ici alkaloza GV, MI, MII oosit ve PN zigotlarin verdikleri iyilesme 6rnek
kayitlari (A) ve bu yanitlara DIDS uygulamasinin etkileri (B).
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Sekil 4.5. indiklenmis hiicre ici alkaloza GV, MI, MII oosit ve PN zigotlarin verdikleri iyilesme
yanitlarinin ortalama degerler ile ¢izilmis grafigi (A). Bu ortalama yanitlarin DIDS etkisiyle degisimi (B).
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Sekil 4.6. GV, MI, MII oositler ve PN zigotlarda indiklenen alkaloz sonucu gelisen pHi

degerleri ile pHiq degerleri arasindaki fark (ApH) ve DIDS uygulamasinin etkisi (*, ayni asama NH,Cl
degerine gore anlamh farklilik, p<0,05).
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5. TARTISMA

Bu calismanin en 6nemli bulgusu, Germinal Vezikil asamasindaki oositte
yuksek HCO3/CI™ degistirici aktivitesi saptanirken bu aktivite Mayotik Metafaz | ve
Metafaz Il oosit asamalarinda anlamli olarak baskilanmis, proniklear asamaya gelmis
zigotta ise, GV oositteki kadar olmasa da, tekrar yikselmis oldugudur. AE
aktivitesindeki bu degisimlere paralel olarak indiklenen alkalozdan iyilesme, GV
oositlerde ve PN zigotta hemen hemen tam olmasina karsin, MI ve MII asamalarindaki
oositlerde iyilesme tam olarak gerceklesmedi. Bodylece mayotik matirasyon
asamalarindan gecen oositlerde AE aktivitesinde bir baskilanma gerceklesmekte ve
baskilanma fertilizasyon ile, mayotik matlrasyonun tamamlanmasi sonucu, PN
asamasinda ortadan kalkma egilimi géstermektedir.

pH; degerleri kayit alinan oosit ve zigotlarda anlamli bir farklhilik géstermemis
olup 7,20 civarinda idi. Benzer pH; degerleri insan embriyosunda ¥ matir GV

%, hamster oosit ve 2 hiicreli embriyosunda ** da

18,44

asamasindaki fare oositinde
kayitlanmistir. Philips ve Baltz insan ve fare GV oosit, oviile fertilize olmamis Ml
oosit ve fertilize zigotlardan kayitladiklari pH; degerleri arasinda, bizim galismamizda
oldugu gibi, anlamli bir fark olmadigini rapor etmislerdir. Bu bilgiler 1siginda ¢alismada
yapilan pH kayitlarinin, oosit/zigot pH; degerlerini dogru olarak yansittigl net olarak
sOylenebilir.

GV asamasindaki oositler ovaryumlardan elde edildi. Bu oositlerin
cevrelerindeki granilloza hicreleriyle yarikli baglanti iligkileri olmayinca birinci
mayozun profaz evresindeki duraksatilmasinin sonlandigi ve germinal vezikulin
yikilarak M1 asamasina ilerledigi bilinmektedir. Mayotik duraksatilmanin devami igin
cevre granilloza hucrelerinden saglanan cAMP seviyesinin yuksek olmasi gerektigi
bildirilmistir ““*>*®. Bu nedenle GV asamasindaki oosit eldesi ve kayd! icin kullanilan
tim ortamlara cAMP’nin membrandan gecen dibutiril formu (db cAMP) 03!
eklenmistir. Ayni sekilde MI asamasindaki oositlerin de MII asamalarina gegmesinin
onlenmesi icin solusyona db cAMP eklenmistir. MII oosit fertilize olmadan mayotik
matlrasyonunu tamamlamayacagindan ve PN zigot mayotik mattirasyonunu

tamamlamis oldugundan bu asamalarin elde ve kayit solusyonlarina ise db cAMP
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eklenmemistir. Ortamda bulunan db cAMP’nin AE aktivitesine etkisi olmadiginin
gosterilmesi *” GV, MI, MII oositlerin ve PN zigot AE aktivitelerinin karsilastiriimasi
mumkin olabilmektedir.

Buyuyen-gelisen ¢iplak oositlerde pH; diizenleyici sistemlerin mayotik yeterlilik

28

ile kazanildigi <°, bu gelisme sureci boyunca oositlerin bu dizenleyici sistemler

acisindan folikiiler yaprya bagimli olduklari gosterilmistir ?°. Ancak bu bagimlilik matiir

GV asamaya ulasmasi ile ortadan kalmaktadir 2223

. Sunulan calismada da GV
asamadaki oositlerde ylksek AE aktivitesi saptanmistir. Nitekim GV asamasindaki bu
yuksek aktivitenin AE ile birlikte NHE aktivitesi igin de gegerli oldugu rapor edilmistir
303132 - Ancak, mayotik matiirasyon asamalarinda oositlerin pH agisindan dis ortam

etkilerine acik oldugunun bildirilmesi ****

sasirtict olmustur. Benzer sekilde, sunulan
calismada MI ve MII asamalarindaki oositlerde AE aktivitesinin dislk olarak
saptanmasi ve alkali soklara karsi dinlenim pH degerlerine geri donememeleri bu
sasirtici bulgulari desteklemektedir.

AE aktivitesinin baskilanan embriyolarda ooplazmik alkalozun gelisimi olumsuz
yonde etkileyebilecegi bildirilmistir . Ayni sekilde asidoza karsi savunmasiz olan
embriyolarin da zarar gordigi rapor edilmistir 22 By sonuclar ortada iken, 6zellikle
fertilizasyon icin hazir olan MII asamasindaki oositlerde AE aktivite baskilanmasinin
fizyolojik 6nemi henliz ortaya konamamistir. Ancak deniz kestanesi, kurbaga gibi
canhlarda fertilizasyon ile 0,3-0,5 pH birimlik artislarin oldugu belirlenmistir 84901,
Fertilizasyon ile gelisen bu alkalinizasyon protein sentezinin ve metabolik aktivasyonun

31,51,52

artisi icin kolaylastirici etki gosterdigi bildirilmistir . Ancak sican ve fare

oositlerinde yapilan calismalarda fertilizasyon ile boyle bir alkalinizasyonun

memelilerde olmadigi bulgularina ulastimistir *4°3

. Bununla birlikte fertilizasyonu
bekleyen olgun MII oositte inhibe edilen AE aktivitesinin fizyolojik 6nemi, enerji
korunumu, fertilizasyona kadar oviile oositin zar (zerindeki iyonik farklanmanin

devami veya metabolik aktivasyon ile ilgili olabilecegi ifade edilmistir **.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

GV oositlerde HCO3/CI™ degistiricisi oldukga aktif iken germinal vezikullin
yikilmasi ile birinci mayozun metafaz | asamasinda ve birinci mayoz bdlinmesini
tamamlayan fertilizasyon icin hazir hale gelen olgun MII oositlerde bu aktivite
dismektedir. Bu mayotik matirasyon sireci icinde oositler alkali soklara Kkarsi
savunmasiz haldedirler. Proniiklear asamasina geldiginde zigotta tekrar yukselen AE
aktivitesi sayesinde alkaloza kars! direncli hale gelebilmektedir.

In vitro oosit/embriyo kiltirlerinin basar1 yuzdesinin yiksek olabilmesi icin
oositlerinfembriyolarin homeostatik duzenleme mekanizmalarinin ayrintili bilinmesi
gerekmektedir. Dolayisi ile 6rnegin, in vitro fertilizasyon i¢in toplanan olgun MIl asama
oositlerin kultdr sartlari, pH savunma sistemi baskilanmis oldugundan, ¢ok daha buyuk
onem kazanmaktadir. Bu anlamda elde edilen tim bilgiler oosit/embriyolarin elde
edilme zamanlarinin saptanmasi, soliisyon iceriklerinin ve dolayisi ile kiltir sartlarinin
optimize edilmesi igin 1s1k tutmaktadir. Fare oositlerinin, en azindan pH; diizenleme gibi
homeostatik diizenleme mekanizmalari insan oositleri ile buytk benzerlikler gostermesi,
elde edilen bilgilerin pratik degerini daha da arttirmaktadir. Son yillarda yardimci treme
tekniklerindeki basari yuzdesinin artis nedenlerinden biri de, bu yapilan calismalar
sonucu oositlerin/embriyolarin in vitro sartlarda daha ylksek kalitede yasatilmasi, daha

uzun kaltur sartlarinin saglanabilmesidir.
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