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KISALTMALAR

¢-ADPR: Siklik ADP-riboz

C_: Yariklanma ddéngtist

C.: Yariklanma zamani

CP,: Yariklanma pik potansiyeli

EGTA: Etilen glikol-bis (B8-Aminoetil eter) N,N,N’,N’-tetraasetik
asit

E;: X iyonu ig¢in denge potansiyeli

F,.: Fertilizasyon zamani

FP: Fertilizasyon potansiyeli

FP,: Fertilizasyon potansiyel suresi

FP,: Pik fertilizasyon potansiyeli

MP.: Fertilize yumurtanin zar potansiyeli

MP Birinci yariklanma sonrasi zar potansiyeli

P°:
RMP: Dinlenim zar potansiyeli

SITS: 4-asetamido-4’'-isotiosiyanostilben-2,2’-distlfonik asit
TEA: Tetraetilamonyum

ZP: Zona pellusida



1. GIRrIS

Tim canlilarain ortaya koyduklari davraniglarin temel amaci,
varligini korumak ve tlrinlin devamini saglamak ig¢in Uremektir.
Diginin yumurtayi hazirlamasi, erkedin sperm dUreterek yumurtanin
mimkin oldudu kadar yakinina birakmasi, yumurtanin bagarili olarak
fertilize edilmesi igin yeterli olmamaktadir. internal
fertilizasyonun s6z konusu oldugu canlilarda (memelilerde)
yumurtanin yakinina az sayida sperm wulasgsabilirken, eksternal
fertilizasyon durumunda yumurtanin lGzerine ¢ok fazla sayida sperm
birakilarak, yumurta bir anda gok sayida sperm ile
kargilasmaktadir. Turlerin bir g¢oJunda embriyonun hayatiyeti,
yumurtanin yalnizca tek bir sperm tarafindan fertilizasyonuna
baglidir. Bunun ig¢in de yumurtada polispermiye karsi olusturulan
cesitli blok mekanizmalari s6z konusudur. Bunlardan ilk asamada
geligeni, fertilizasyon potansiyeli ile saglanan gec¢ici elektriksel
bloktur.

Bir ¢ok canlida g¢aligilmig olan fertilizasyon potansiyelinin
fonksiyonu genelde ayni olmakla beraber, iyonik temeli tirlere goére
farklilik gostermektedir. Amfibilerde, 6zellikle de kurbagalarda
fertilizasyon potansiyeline ait O6zellikler c¢aligilmig, ancak
fertilizasyondan birinci yariklanmaya kadar olan evredeki membran
potansiyel deJisimlerinin iyonik temeli incelenmemistir. Ulkemizde
ise bu tlr bir galismaya hi¢ rastlanamamistir.

Bu galismada, Gukurova BOlgesinde yaygin olarak bulunan Rana
cameranoi tirld kurbada yumurtasindaki fertilizasyon potansiyeli ile
birinci yariklanmaya kadar olan evrede geligsen membran potansiyel

dedigimlerine ait iyonik temellerin incelenmesi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2-A-AMFIBILER

Tirkiye’de bulunan amfibiler Urodela ve Anura takimlarina ait
olup, iki takimi birbirinden ayiran bagslica 6zellikler su sekilde
siralanabilir; Urodelada 6n ve arka ayaklar hemen hemen ayna
uzunlukta ve kuyruk mevcut iken, Anurada arka bacaklar oéndekilere
gbre daha uzun ve bu nedenle de sig¢ramaya elveriglidir ve kuyruk
bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda kullanilan Rana cameranoi
tirintin sistematidgi gdéyledir (1) ;

Klassis Amfibia
Takim Anura
Familya Ranidae
Cins Rana

Tar cameranoi

2-B-KURBAGA YUMURTASI

Kurbadalarda ovaryumlar, yaz mevsiminin sonlarindan Ureme
mevsimi olan ilkbahara kadar vicut boslugunu doldururlar.
Ovaryumlarda bulunabilecek yumurta sayisi yaklasik olarak Rana
pipiens ig¢in 2.000, Rana catesbiana i¢in ise 20.000 kadardir. Her
bir yumurtanin gapi 1.75 mm kadar olup olgun yumurtalarin animal
kutup ylzeyi melanin pigmenti igerdiginden siyah gdérintimdedir.
Yumurtanin vegetal ve animal hemisferlerini belirleyen beyaz yolk
ve siyah pigment nedeniyle, ovaryum benekli bir gérintme sahiptir
(26) .

Kurbaga yumurtasi, vegetal kutupta toplanmigs olan buytk
grantlli, genig bir yolk kesesidir. Animal hemisferde yoJunlasmig
olan ve germinal vezikll yada olgunlasmamig nukleusa yakin bulunan
sitoplazmanin ince bir dis tabakasi vardir. Butin yumurtayzi
cevreleyen cansiz yUzey tabaka pigment igerir. Bu tabaka yumurtanin
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gseklini kaybetmemesi ig¢in ve yariklanma ile gastrulasyonun
morfogenetik slireci ag¢isindan gereklidir. Gelisme sirasinda ortaya
¢ikan egitsiz pigment, yolk ve sitoplazma dagilimlari yumurtadaki
polaritenin ilk gdstergeleridir. Polaritenin tam gelistiéi
yumurtada sitoplazma, ylizeyel melanin pigmenti ve nlkleus animal
kutupta; agik renkli yolk ise vegetal kutupta ¢ok daha yodun olarak
bulunur. Telolechital olarak tanimlanan bu gdrinimdeki yumurtada
bir kutupta biylGk miktarda toplanmis olan yolk ile karsgi kutupta
sitoplazma yodunlasmasi ve nlkleus lokalizasyonu sz konusudur.
Amfibi yumurtasi hayvanlar alemi ig¢inde en buaylk yumurta olup,
kurbada yumurta nikleusu ¢iplak gbzle gdrllebilecek kadar buyltktur
(26) .

Her olgun yumurta cansiz, transparan bir wvitellin membrani
tarafindan sikica g¢evrilmigtir. Olgunlasma slrecinde beliren bu
membran erken oogonyum evresinde bulunmamaktadir. Yumurta fertilize
olduktan sonra, vitellin membrani ile yumurta arasina sivi dolarak,
perivitellin araligi geligir (26).

2-C-KURBAGA YUMURTASININ OLGUNLASMASI VE OVULASYON

Ovulasyon, ©on hipofiz bezinden seks wuyarici hormonun
salgilanmasi ile gergeklesir. Ureme mevsimi olan ilkbahar sliresince
veya hemen énce 6n hipofiz asidofilik hlicrelerinin sayisi, gdreceli
olarak artar; bu kurbagadaki cinsel davranislarin nedenidir. Erkek
kurbadgalarin ampleksus (lUreme igin cinsel davranig) yapmak ig¢in
girigimi, cinsel olarak uyarilmamis digi tarafindan reddedilir.
Ancak bagka bir kurbagadan hipofiz bezi alinarak, bu digiye enjekte
edilirse erkek kurbadanin ampleksus istedini kabul eder hale
getirilebilir. Hibernasyondaki (k1ig uykusu) kurbagalarin
hipofizleri seks uyarici hormon igerebilir; hormon diizeyleri, lreme
mevsimi yaklagtikga artar. Cinsel olgunluda erismis disi
kurbagalardan alinan 6 hipofiz bezinin enjeksiyonu, normal Ureme
periyodundan 8 ay oénce gibi erken bir zamanda (Agustos’un son
haftasi) R.pipiens’te ovulasyona neden olabilir. Bir veya iki
hipofiz bezinin Nisan ayi baglarindaki enjeksiyonu ile de ayni
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sonuca ulasilabilir. Hibernmasyonu takiben ilkbahar baslarainda
kurbagalarin bataklida ulagmalari ve devreye giren 1s1i, 181k,
yiyecek gibi cevresel faktdrler, endokrin sistem araciligayla,
kurbagalarin lireme ig¢in hazir hale gelmesine etki edebilir. Ayrica,
ovaryumlarin ¢egitli uyaranlara olan duyarliliga Ureme mevsimi
yaklasirken artmaktadir (26).

Artan hormon dizeyleri, ovulasyona neden olur; bu sirada
diginin vicut bogludunun hemen tamami, silyalar ile o6rtilmistir.
Yumurtanin ostiyumlardan birine dodru tasinmasini saglayan ve
kurbadaya ait sekonder seks 6zelliklerinden olan silyalar, ovaryum
kaynakli hormonlara yanit olarak yapilairlar. Ovulasyon sirasinda
batin ig¢ine atilan yumurtalar, ovaryumdan ayrildiklarinda
transparan vitellin membrani disanda g¢iplaktirlar. Bu yapidaki
vicut kavite yumurtalarinin fertilize olarak geligebilmesi
imkansizdir. Bu yumurtalar, batin i¢indeki silyalarin aktif itme
hareketleri ile yaklasgik 2 saat ic¢cinde ostiuma ulasirlar. Oviduktun
batin bogluguna acgilan agzi olan ostiumdan ovidukta gegen
yumurtalar, albumindz bir jel tabakasi ile ¢evrilmeye basglar;
yumurtalarin ddéllenebilmesi ig¢in bu jel tabaka sarttir. Ovidukt
boyunca silyer akimlar ile tasindiklari stre¢ ig¢inde yumurtalar
tamamen jel ile c¢evrili hale gelirler. Baglangig¢ta ilk ince tabaka
yumurtayl sikica c¢evirir; bunu takiben geligen 2 ayri jel
tabakasindan en digtaki, oldukga kalin ve daha az viskdzdir.
Ovidukt ig¢inde geligen bu U¢ katli jel tabakasi vitellin membranin
hemen diginda, transparan bir kilif olarak gdzlenir. Su ile temas
eder etmez gismeye baglayan jel tabaka, yumurtanin g¢apindan daha
fazla bir kalinlilida erisir (Sekil 1).

Jelin fonksiyonu yaralanmaya, daha blylk mikroorganizmalarca
sindirilmeye, mantar ve didger infenksiyonlara karsi yumurtayi
korumaktir. Jelin dider  Onemli bir fonksiyonu  yumurta
metabolizmasinin sicaklaik degigikliklerinden etkilenmesini
énlemektir. Tamamen karanlik bir gevrede bile, yumurtanin sicakliga
ortamdakinden daha ylUksektir. Béylece jel, yumurtadaki 1si kaybini
engelleyerek ddllenmeyi kolaylagtirmaktadir (26).

Normal bir sicaklikta yumurtanin uteruslara erigmesi 2 ile 4
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saatte gergeklegsir. Her uterusun kloakaya ayri bir agilimi vardir
ve ovile olan yumurtalar, ampleksusa kadar bu keselerin (uterus)
i¢inde kalirlar. Ampleksus sliresince suyun ig¢ine atilan yumurtalar,
erkek tarafindan fertilize edilirler. Genellikle yumurtalar bir
ginden fazla uterus ig¢inde kalmazlar (26).

.
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Sekil 1: Olgunlagma stresince yumurtayl ¢eviren
jel tabakasi (su ¢ekerek gigmig); (A) oviduktun
baslangi¢ kismaindan, (B) oviduktun orta kismindan,
(C}) abdominal bogluktan, jel tabakasi olugmamig
(olgunlagmamig), (D) uterustan alinmig yumurtalar
(Rugh‘dan) .

Yumurtanin olgunlasmasai, spermle aktive edilinceye kadar
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tamamlanmaz; uterusa ulagsan her yumurta ikinci olgunlagma
bdélinmesinin metafazinda olup, ikinci polar cismin eliminasyonunu
tamamlamak i¢in aktivasyon uyarisini bekler (26).

2-D-KURBAGA YUMURTASININ FERTILIZASYONU VE BIRINCI YARIKLANMA

Fertilizasyon genel olarak, iki asamali bir slre¢tir. Ilk
asama yumurtanin aktivasyonudur ve bu sperm veya ¢esitli
partenogenetik ajanlar tarafindan basarilabilir. fkinci agama olan
amfimiksis slGrecinde, nlkleer materyellerin karigimi s6z konusudur
(26) .

Digi kurbaga yumurtayi suyun ig¢ine bairakirken, amplektik
durumdaki  erkek, spermatozoayi yumurtanin 1Uzerine birakair
(eksternal fertilizasyon). Bundan hemen sonra jel tabakasi gigerek
¢ok sayida spermin girisi kismen engellenir. Kuglarda oldudu gibi
bazi telolesital yumurtalarda, polispermi dogal olarak geligebilir.
Urodel yumurtalarinda da yaygin olan polispermi, Anuranlarda sbz
konusu dedildir (6rnedin kurbaga). Bunlarda, her kosulda sadece tek
bir spermatozoonun nlikleusu, yumurta nlkleusu ile kaynasir
(monospermi) . Spermatozoon yumurtaya daima animal hemisferden girer
(26) .

inseminasyon sirasinda yumurta niikleusu ikinci olgunlagma
bélinmesinin metafazindadir. Yumurtanin spermatozoon tarafindan
aktivasyonu olgunlagma suUrecini yeniden baslatir; bdylece mayoz
tamamlanarak, ikinci polar cisimecik perivitellin aralida atilar
($ekil 2). Aktivasyonun en iyi gbstergesi, vitellin membraninin
disa dogru ylkselmesidir. Daha sonra vitellin membraninin
transformasyonu ile fertilizasyon membrani olusur. Fertilizasyon
membranina déntugen vitellin membrani ile yumurta ylzeyi arasindaki
suyla dolu olan aralik, Perivitellin mesafedir; bu mesafe,
yumurtanin serbestge doénebilmesini sadlar. Olgun yumurtadaki
belirgin yolk-sitoplazmik gradiyent nedeniyle; siyah pigmentli
animal hemisfer Uste, daha adir olan ve yolk ig¢eren vegetal
hemisfer ise alta gelene dek, yergekiminin etkisiyle yumurta
fertilizasyon membraninin ig¢inde yavasca ddéner (rotasyon). Yumurta
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laboratuvar kogullarinda kurbaga spermi ile artifisyel olarak
insemine edildiginde, inseminasyonu takiben bir saat iginde
rotasyon tamamlanir; bu durumda, yumurta kitlesinin Gstten gdrinimi

uniform olarak siyahtir (26).

Polar cisimeikler

- Animal kulup

Gri hilal
Vegelal kutup

Jel tabakalari(3 adel)

Sekil 2: Fertilize yumurtanin gematik gOrinimd.
Polar cisimcik, vitellin membran ve sigmig jel
tabakalari gbrtlmektedir (Rugh’dan).

Kurbaga yumurtasinda ilk yariklanmalar holoblastiktir (total) ;
esit olmayan yariklanmalar, ikinci yariklanmadan sonra gergeklesir.
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Yumurta fertilize olduktan yaklasik 2.5 saat sonra (25 °C’de; 18
°c’de 3.5 saat), pigmentli merkezin yakininda ¢ok kisa bir ige
¢Okme gbérllir ve animal hemisfer korteksi hafifge deprese olur. Bu
girintinin her iki yéne dodru uzamasiyla, pigmentli ylzeyel kilifta
derinlesen birinci yariklanma izi belirir (Sekil 3). Basglangigta
¢ok yiizeyel olan yariklanma, animal hemisferin merkezinden vegetal
hemisfere doru yumurtayi cevreler. Yariklanmanin derinligi, ilk
gbérildigi yer olan animal hemisferde en fazladir. Fertilizasyonu
takiben 3 saat ig¢inde birinci yariklanma tamamlanarak, tdm yumurta

vertikal bir izle c¢evrilir (26).

Sekil 3: Birinci yariklanma (Rugh’dan) .



2-E-YUMURTADA GELISEN POLISPERMIYE KARSI BLOK

Embriyonun hayatiyeti ig¢in, yumurtanin sadece tek bir
spermatozoon tarafindan fertilize edilmesi garttir; bu durum iki
veya li¢ agamada gerceklesen polispermiye kargi blok ile sadlanair.
Bunlardan birincisi, internal fertilizasyonun sbéz konusu oldudu
canlilarda (memeliler), fertilizasyon sirasinda yalnizca birkag
spermin yumurtanin ¢ok yakininda bulunabilmesidir; bu olgu,
yumurta:sperm oraninin siklikla 1:1 olmasiyla sonug¢lanir; yani iki
veya daha fazla spermin bir yumurtayi fertilize etmesi, sayisal
nedenlerle engellenmektedir. Invitro fertilizasyonda siklakla
gbzlenen polispermi, bu oranin ne denli ¢énemli oldudunun
gbstergesidir (22).

Bloktan sorumlu olan ikinci mekanizma, fertilizasyonu takiben
oosit membraninin depolarize olmasidir (fertilizasyon potansiyeli) .
Memelilerde genellikle hipotetik olan bu blok, ilk oOnce
omurgasizlarda gdsterilmistir. Ornedin, deniz kestanesinde sperm-
oosit flizyonu, oosit membranini yaklasik bir dakika iginde
depolarize eder; bu depolarizasyon, bir diJer spermin yumurta ile
flizyonunu engeller. Bazi cinslerde, depolarizasyon bir saatten
fazla devam edebilir. Depolarizasyonun memeli yumurtasinda da
gerceklesebilecedini destekleyen bulgular olmakla beraber, bu olay
halen tartigmalidir (22).

Bloktan sorumlu olan son mekanizma ise, flzyon sirasinda
oositten kortikal granlllerin salinmasidir. Bu olay Ca** ile
uyarilan tipik bir ekzositozdur. Bu streg¢de, Zona Pellusida (ZP)
uzerinde bulunan protein yapidaki sperm badglanma alanlarinin,
kortikal granul igerikleri tarafindan modifiye edilmesi
s6zkonusudur. Fare yumurtasinda yapilan c¢alismalarda, ZP 3'e ek
olarak ZP 2 proteininin de bu yolla dedigime udradidi; bdylece
akrozom reaksiyonu gecirmig fazla sayida spermin baglanmasinin da
engellendigi gbsterilmigtir. 5-10 dakika gibi uzun bir sirede
gerceklesen bu yavas blok, sperm yodunludunun g¢ok diasik oldugu

kogullarda énem kazanmaktadir.
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2-F-BIYOELEKTRIK POTANSIYELLERIN FERTILIZASYONDAKI ONEMI

Yumurtaya ait dinlenim zar potansiyelinin ve polispermiye
kargi blok mekanizmlarindan biri olan fertilizasyon potansiyelinin
omurgasizlar ve amfibilerdeki O&énemi, yapilan birgok ¢aligmada
kesinlik kazanmigtir (3,8,9,10,11,12,13,14,15,19,29,30).

2-F.l-Dinlenim Zar Potansiyeli (RMP)

Hayvan hiicrelerinin c¢odunda hlcre zari Ulzerinde elektriksel
bir potansiyel farki (voltaj farki) bulunmakta olup, bu hlcrelerin
sitoplazmalari ekstrasellliler siviya gbre elektriksel olarak daha
negatifdir. Dinlenim halindeki bir hlcrede, zar uUzerindeki bu
elektriksel potansiyel farkina Dinlenim Zar Potansiyeli ada
verilir. Dinlenim zar potansiyeli sinir ve kas hilcrelerinin
eksitabilitesi ile dider bazi hilicre yanitlarinin eldesinde merkezi
bir rol oynar (2).

Dedisik tirlerdeki hiicrelere ait RMP’lerden bazilari gbyledir:
X.laevis yumurtasinda yaklagik -19 mV (29),

R.pipiens yumurtasinda yaklasik -30 mVv (11,12),

R.esculenta ve R.temporaria yumurtalarinda yaklasik -24 mV (24),
Deniz yildizi yumurtasinda yaklasik -70 mV (14),

Cerebratulus lacteus yumurtasinda yaklasik -66 mV (15),

Fucoid alglerinin bitlin tlrlerine ait yumurtalarda yaklagsik -60 mV
(3),

Medeka (Oryzias latipes) yumurtasinda yaklagik -47 mV (21),
Kurbaga kas hiicresinde -90 mvV (2),

Memeli spinal motor ndéronlarinda yaklagsik -70 mV (7).

2-F.2-Nernst Denge Potansiyeli

Hlcre zari lzerinde iyonlarin dagilimlarini etkileyen gig¢ler
konsantrasyon gradiyenti ile elektriksel gradiyenttir. Ornegdin
kurbaa kas hilicresinde klorir iyonlara hiicre ig¢ine gbre
ekstraselliiler sivaida daha ylGksek konsantrasyonda bulunur ve C1°
konsantrasyon gradiyenti boyunca hlicre igine diflize olma edilimi
gbsterirken, hlicrenin i¢i disina gbére daha negatif oldudundan
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elektriksel gradiyent boyunca hiicre digina itilir. Sonugta, her iki
gradiyent boyunca hlcre ig¢i wve disina olan Cl° akislarinin
egitlendidi bir dengeye wulagilir. Bu elektrokimyasal denge
sirasindaki zar potansiyeline, Denge Potansiyeli adi verilir. Denge
potansiyelinin niceligi Nernst egitligi ile belirlenir (7):

RT [c1-],

E _:
< FZCl [c1-] i

E,-; C1l7 igin denge potansiyeli,

R; Gaz sabitesi,

T; Mutlak sicaklik,

F; Faraday (yukin moll bagina coulomb sayisi),
Ze; Cl™ degerligi,

[C1°],; HGcre disindaki Cl- konsantrasyonu,
[C17],; HGcre igindeki Cl- konsantrasyonu.

Nernst egitligi iyonlarin akma edilimi gdsterdikleri yoénin
belirlenmesinde kullanilabilmektedir: ,

1. Belli bir iyon igin bir zar Gzerinden &6lgllen potansiyel
farki, o iyon ig¢in Nernst egitlidiyle hesaplanan potansiyel farkina
egitse bu iyon zar Gzerinde elektrokimyasal denge halindedir ve zar
Uzerinde bu iyona ait net bir akis gbrilmez.

2. Belli bir iyon ig¢in 6lgllen elektriksel potansiyel, Nernst
egitligi sayesinde hesaplanan deferle ayni isaret tasiyor fakat
daha blylk bir degere sahipse elektriksel kuvvet yoJunluk
kuvvetinden daha blylktlr ve bu iyon elektriksel kuvvet tarafindan
saptanan ydne net olarak akar.

3. Belli bir iyon ig¢in élgilen elektriksel potansiyel farki,
Nernst egitliginden hesaplanan dederle ayni isaretli fakat daha
kiiclik bir deferde ise yofunluk kuvveti elektriksel kuvvetten daha
blylktlir ve bu iyon yodunluk farki tarafindan belirlenen ydnde net
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bir akisa ugrayacaktir.

4. Belli bir iyon ig¢in zar Uzerinden O6lg¢llen elektriksel
potansiyel farki Nernst egitlijinden hesaplanan deJerle zit
igsaretliyse elektriksel ve yodunluk kuvvetleri ayni yoéndedir ve
simdi bu iyon denge halinde bulunamayacak ve hem elektriksel, hem
de yodunluk kuvvetleri tarafindan belirlenecek ydénde net akisa
ugrayacaktar.

Ornedin kurbaga kas hiicresinde (2);

HiGcre disi sivisi Sitoplazma Denge potansiyeli RMP
(mM) (M) (mv) (-90 mv)
[Na*] 120 9.2 +67
[K*] 2.5 140 -105
[C17] 120 3-4 (-89) - (-196)

Bu tabloda da gbrildigl tzere zar Uzerinde C1° dagilimini
incelemek ig¢in elektriksel ve kimyasal gradiyentlerin temsil ettigi
guglerin disinda bir baska gli¢ aramaya gerek yoktur. Zira kurbada
kas hilicresinde RMP, klor ig¢in denge potansiyeline yaklasgik egit
oldugundan bu hiicre zarindan klor serbest olarak gegebilmekte ve
denge durumunu saglayabilmekte, yani net klor akisi olmamaktadir.
Ancak olgun R.pipiens yumurtasi Uzerinde iyon = selektif
mikroelektrodlarla yapilan bir c¢alisma, yumurtalardaki iyonik
dengenin yukaridaki tablodan farkli oldudunu ortaya koymustur (12).
Bu galigmaya ait bulgular asagidaki gibidir:

Hicre digi sivisi HOcre i¢i sivisi Denge potansiyeli RMP
(mM) (mM) (mv) (-30 mv)
[K*] 0.19 140 -150

[c1-] 21.5 44 +18
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Burada Cl’‘a ait konsantrasyon gradiyentinin yéni daha az
yodgunlukta oldudgu hlicre disina dodru iken, elektriksel gradiyent de
ayni yoéndedir. Dolayisiyla klor elektrokimyasal gradiyentleri
boyunca hiicre disgina ¢ikmaya zorlanacaktir. Ancak bu hlGcrenin RMP
deJeri -30 mV oldugundan, klorun dinlenim durumunda hlicre disina
¢ikigsi sb6z konusu dedildir. Ayni olay kurbada kas hiicresinde Na*
igin gegerlidir. Bdylece R.pipiens olgun yumurtasinda hiicre ig¢inde
daha yogun bulunan Cl° pasif olarak hareket edememekte olup,
hareketleri aktif bir sistem (kapi/kanal) tarafindan
dizenlenmelidir.

Herhangi bir andaki zar potansiyeli Na*, K* ve Cl™ dagilimlari
ile zarin bu iyonlarin herbirine olan gegirgenligine badimli
olacaktir. Bu iliski, Goldman sabit-alan egitligi ile
tanimlanmaktadir (7):

V=£l11n PK[K+] O+PNa [Na+] o+Pc1 [Cl _] i
F P K*] ;+Py, [Na*] ;+P, [C17],

V; Membran potansiyeli,

R; Gaz sabitesi,

T; Mutlak sicaklik,

F; Faraday,

Py, Pyasr Po: Sirasiyla, membranin K*, Na*, Cl™ geg¢irgenligi,

Kdgeli parantezler konsantrasyonlari, o ve I harfleri ise sirasiyla
hlicre disini ve ig¢ini géstermektedir.

2-F.3-Fertilizasyon Potansiyeli (FP)

Olgun yumurta bir sperm tarafindan fertilize edildiginde
dinlenim membran potansiyeli, turlerin birg¢ogunda pozitif yonde
olmak lizere, ani bir kayma gdsterir. Membran potansiyelindeki bu
ani dedigime, Fertilizasyon Potansiyeli denir. Potansiyeldeki bu
dedisim, ikinci bir spermin yumurtaya girmesini O6nlemeye yodnelik,
hizli geligen fakat geg¢ici bir elektriksel blok olarak fonksiyon
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géren bir mekanizmadir. Yavag gelisen, kalici mekaniksel blok
olugturulana (kortikal reaksiyon) kadar bu mekanizma ile ikinci bir
spermin yumurtaya girigi &énlenir. Deniz kestanesinde, 90 dk kadar
yumurtayil polispermiye karsi koruyan mekanizmanin FP oldudu,
mekanik blodun ise ancak 90 dakikadan sonra geliserek iglev gdrdigu
gdsterilmistir (15). Yumurta membran potansiyelinde fertilizasyonla
ortaya g¢ikan ani dedigime benzer dedgigiklikler, artifisyel olarak
aktive olan yumurtalarda da gobrilebilmektedir. Bundan dolayi
yumurta zar  potansiyelinde meydana gelen ani degigimin
fertilizasyon mu yoksa aktivasyon sonucu mu oldudunu anlayabilmek
igin yumurtanin geligimi takip edilmelidir. Eder yumurtada ani
potansiyel degigsimine ek olarak kortikal reaksiyon, rotasyon ve
normal olarak birinci yariklanma da gbrillirse, potansiyeldeki bu
dedigim Fertilizasyon Potansiyelidir (12).

2-F.4-Aktivasyon Potansiyeli

Olgun bir yumurtanin ya igneyle iritasyonu gibi mekanik bir
travma ile, yada Ca*? ionoforu (Orn; A 23187) veya IP, gibi kimyasal
yollarla artifisyel olarak aktive edilmesiyle geligen membran
potansiyeli degigimidir. Potansiyeldeki bu deJigiklik,
fertilizasyon potansiyeline benzer. iyonik kondiktans
defigikliklerinin blylGklGgli ayni olmakla beraber, aktivasyon
potansiyeli daha kisa bir sGrede meydana gelir (12). Artifisyel
olarak aktive edilmig bir yumurtada kortikal reaksiyon ve rotasyon
gbriillirken, yariklanma parsiyeldir wve bir sonraki gin yumurta

sitolize udrar.

2-F.5-Fertilizasyon Potansiyelinin Polispermiyi Onleme Mekanizmasi

FP'nin yumurtaya ikinci bir sperm girigini 6nleme
mekanizmasini agiklayan model su sgekildedir (13); sperm-yumurta
birlesmesindeki voltaja bagimlilik, sperm membraninda bulunan yikld
bir flizyon moleklilinden dolayidir. Fizyon molekilinin bir parcasi
sperm plazma membrani ig¢ine gémill iken, ikinci pargasi membrandan
¢ikinti yapmig bir sekilde organizedir. Bu ikinci komponentin
yerlegimi, yumurta membranini invaze edecek pozisyondadir ($ekil
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4) . Eger bu komponent (+) ylUkld ise, spermin yumurtaya girebilmesi
yumurta membran potansiyeline bagdimli olacaktir. Zira bu komponent
yumurta membrani ic¢indeki elektrik alan ile karsilagacaktir. Bdyle
bir durumda, yumurta membran potansiyeli (-) dederde ise flizyon
gergeklegecek (Sekil 4-A); (+) degerde ise sperm yumurtaya
giremeyecektir (Sekil 4-B) . Bu konu da yapilan gapraz fertilizasyon
(10,14) ve voltaj klamp g¢alismalari (9,19), spermdeki yuklud
molekllin flzyonda anahtar rol oynadigini gbéstermigtir.

VA
n
FUZYON
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O

s .
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t+tty %

Sekil 4: Yumurta membran potansiyelinin, sperm-yumurta
birlesmesini (flizyon) dlizenleme mekanizmasi. Paralel ¢izgiler
sperm {s) ve yumurta (y) plazma membranlarini; solid gsekiller
ise fizyonda Onemli olan membran moleklllerini temsil
etmektedir. Yumurta membran potansiyeli negatif ise (a),
sperm komponentinin pozitif yikld kismi yumurta ig¢ine tam
olarak girebilecek ve flzyon gergeklegecek; pozitif ise (B),
sperm komponentinin pozitif y0kld kismi yumurta i¢ine tam
olarak giremeyecek ve flizyon &nlenecektir (Jaffe’den).
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Spermin yumurtaya girmesinden sonra yumurta = membran
potansiyelinde meydana gelen ani depolarizasyonun, spermde bulunan
ve yumurtaya flzyon sonucunda serbestleyerek ooplazmada eriyebilen
bir faktdérden kaynaklandigi diastnilmektedir (6). Bu eriyebilen
sperm fraksiyonu, £fertilizasyon kanallarinin aktivasyonunu ve
yumurta ylzey kontraksiyonunu baglatabilmektedir. Son zamanlarda bu
fakt6rin siklik ADP-riboz (c-ADPR) olabilecegdi fikri ortaya atilmig
(20), bu gbrus deniz kestanesi yumurtasinda yapilan galismalarla da
desteklenmigtir (18). Mekanizma kisaca su sgekildedir: sperm
tarafindan yumurtaya ya direkt c-ADPR molekiilli, yada bu molekiilin
olusumu ic¢in gerekli olan enzim sadlanmakta, c-ADPR ise endoplazmik
retikulum {zerinde bulunan reseptérlerine baglanarak Ca*?
serbestlenmesine neden olmaktadir. Artan sitoplazmik kalsiyum,
fertilizasyon potansiyelinin baglamasini saglayacak kapilarin
aktivasyonuna neden olabilmektedir (16) . Aktivasyon potansiyeli ile
fertilizasyonda ortaya ¢ikan membran potansiyel dedisiminin benzer
olmasi da, bu gdérisi desteklemektedir (12). Sonu¢ olarak
fertilizasyon potansiyeli, sperm ile yumurta arasinda olugan
etkilegim ile agilan kanallardan (fertilizasyon kanallari), iyonik
kondliktansin artisi sonucu meydana gelmektedir. Yani fertilizasyon
kanallari voltajdan bagimsiz, ancak spermdeki liganda badgimli
olarak fonksiyon gdrmektedir. '

2-F.6-Tirlere Gore Fertilizasyon Potansiyeli

FP tilrlere gbre dedgisen O6zellikler goéstermekle beraber,
fonksiyonu hepsinde aynidir. Ekinodermlerden deniz kestanesi ve
deniz yildizinda (8,13; Jaffe&Cross’a gdre, Jaffe ve Miyazaki’den),
Echiuranlardan Urechis’te (13; Jaffe&Cross’a gbre Somero’dan),
Amfibilerden Rana pipiens ve Xenopus laevis’te (11,12,29) membran
potansiyeli fertilizasyonu takiben pozitif degerlere; Artropodlarda
ise negatif degerlere kaymaktadir (15; Klein ve ark. gbre
Goudeau’dan). Salamenderlerle (polispermi gOrulir) teleostlardan
Oryzias latipes’te ise fertilizasyonda elektriksel blok
geligmemektedir (21,26). Elektriksel kaydi yapilan bitkilerden
deniz PFucoid Alglerinde gegici FP gbdzlenmis ve dereceli bir
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“hiperpolarizasyon kaydedilmigtir (3).

2-F.7-Tirlerde FP'ne Neden Olan Elektrolitler

FP calismasi vyapilan diger turlere ait O&rnekler gbyle
siralanabilir:

Deniz yildizinda yapilan cgaligmalarda FP’nin 10 dk kadar
devam ettigi ve bu potansiyelden sorumlu temel elektrolitlerin Na*
ve Ca*? oldudu bildirilmistir (8,13).

Urechisde yapilan caligmalarda FP’nin 10 dk kadar strdigt ve
esas olarak Na‘', daha az olmak lUzere Ca*?* kondiiktanslarinin arttigi
belirtilmigtir (13).

Fucoid Alglerde FP'nin temelde Na* kondiktansindaki artisa
badli oldugu bildirilmistir (3).

Amfibilerde FP’'nin temel olarak Cl- ve K* kondiktanslarindaki
artis sonucunda gelistigi bildirilmistir (11,12).
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3. GEREC ve YONTEM
3-A-GERE¢ ve YONTEM

Tir ayrimi Basoglu’na (1) gdére yapilarak Gukurova Bdlgesinden
toplanan erigskin Rana cameranoi tirld kurbadgalar, kullanilacaklari
zamana kadar +4 °C’de tutuldu. Az miktarda stok sollisyon igeren
plastik kaplarda, +4 °C’de, kurbagalar uzun sUre yiyeceksiz
kalabilmekte olup; Na*,K* Ca*> ve uygun antibiotikler igeren bu
solisyonlar (29) her hafta dizenli olarak dedistirildi.

3-A.1-Yumurta Eldesi

Calismalar Kasim ile Haziran aylari arasinda yapildi. Ayni
cins kurbadalardan c¢ikarilan hipofiz bezleri (25) homojenat haline
getirilerek cinsel olgunluga erismis digi kurbagalara
intraperitoneal (IP) yoldan 18 No.lu igne ile enjekte edildi.
Enjekte edilen digi hipofiz bezi sayisi Kasim-Ocak’ta 6, Ocak-
Subat’ta 4, Mart’ta 3 ve Nisan’da 2 adet olmak Uzere aylara gdre
ayarlandi (27).

Progesteron (Sigma P0130) bitkisel yadda hafifge isitilarak
eritildi ve elde edilen stok sollisyon (10 mg/ml) oda sicakllélnda
saklandi. Progesteron disi kurbadanin uyluk kasi igine enjekte
edildi. Hipofiz bezi ve progesteron enjeksiyonlari ardigik
uygulandi. Enjekte edilen progesteron dozlari da Kasim-Aralik’ta 4
mg, Ocak’ta 2 mg, Subat-Mart’ta 1 mg ve Nisan-Mayis’ta 0.5 mg olmak
lizere aylara gbre ayarlandi (11). Enjeksiyvon iglemi tamamlanan
hayvanlar 18°C’de 36 saat veya 25 ©°C’de 24-36 saat kadar
tutulduktan sonra, sagma yolu ile olgun yumurtalar elde edildi.
iki-tic glin boyunca olgun yumurta elde edilebilmesi ic¢in disi
kurbagalar daha sonra +4 °C’de tutuldu.

Olgunluk kriterlerini tasiyan vitellin membran ve jel
tabakalari ile gevrili yaklagik 1.75 mm ¢apindaki pigmentli animal
kutup ve grimsi-beyaz vegetal kutup i¢eren yumurtalar, ¢alisma
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kapsamina dahil edildi (26).

3-A.2-Sperm Eldesi

IP yoldan 300 IU human koriyonik gonadotropin (hCG, Sigma CG-
2) enjeksiyonu yapilan erkek kurbagalar, oda sicaklidginda 2-5 saat
bekletildi. Bu slire sonunda ¢ikarilan testisler etkisi
arastirilacak olan sollsyonlarda klig¢lik pargalara ayrilarak, sperm
sispansiyonlari elde edildi. Spermlerin aktivite kazanmalari igin
slispansiyon 5-10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi.
Spermler sekil ve hareketlilik ag¢isindan, mikroskop altinda X100
blylitmesinde incelendi.

3-A.3-Inseminasyon islemi ve Fertilizasyonun DeJerlendirilmesi

Ortalama 5-10 olgun yumurta kuru plastik petri kaba kondu ve
jel tabakasinin plastige doJal yapismasi sayesinde stabilite
saglandi. Fertilizasyon ig¢in, olgun yumurtalarin Uzerine etkisi
aragstirilacak sollisyondaki sperm slspansiyonundan (yaklasik
5x10°/ml) birkag¢ damla damlatilarak, 1 ile 2 dakika kadar beklendi.
Bu slrenin sonunda kayit sollsyonu kaba eklenerek, mikroelektrod
ile yumurtaya girildi. Fertilizasyon, inseminasyondan sonra
yaklagsik 5 dakikada gergeklegsti. Bu sekilde insemine edilen
yumurtalarin % 90’dan fazlasinda normal fertilizasyonun geligtigi
gdzlendi. Membran potansiyelinde depolarizasyon (yaklagik 5 dk
iginde), rotasyon (yaklagik 30 dk’da) ve normal birinci yariklanma
(yaklasik 2.5 saatte) normal fertilizasyon kriterleri olarak
dedgerlendirildi (12). Elde =edilen kayatlarin gegerliligi,
embriyolar noéral fold agamasina kadar takip edilerek kontrol
edildi. Membran potansiyel dedigsimine ek olarak rotasyon gdsteren,
fakat normal olarak birinci yariklanma geligmeyen veya ndral fold
agamasina gelmeyen yumurtalara ait kayitlar gegersiz sayildi. Tam
deneyler 21-25 °C arasinda gerceklestirildi.

3-A.4-Soliisyonlarin Hazirlanmasi
iyonlarin fertilizasyona iliskin biyoelektrik potansiyeller
uzerindeki etkisini incelemek igin, iyon igeriklerinin modifiye
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edildigi  sollisyonlarla, kanal Dblokeri igeren solisyonlar
kullanildi; bu solisyonlara ve kontrol kayitlarinda kullanilan
standart % 10’luk Ringer solisyonuna (12) ait igerikler, Tablo 1’de
verilmistir. Tuim sollsyonlarda fertilizasyon ve geligme normal
olarak meydan gelmigtir.

Tablo 1- SollUsyonlarin igerikleri (mM; P, 7.8).

NaCl, KCl cacl, Mas0, NaOH | _Hepes | _Ch.CI. KOH SITS TEA MgCl, | EGTA

Standart Sol.

0.5 [Na']
0.1 [Na']
0_[Na']
K Blokerli

€1~ Blokerli

0.5 [Ca?]

0 [Ca”®

Tabloda 0.5 [Na*], 0.1 [Na'], 0 [Na*] olarak belirtilen Na*
dederleri; sirasiyla Na* igeridinin standart solisyondakinin 0.5
ile 0.1 katina azaltildigi sollusyonlarla hi¢ Na* icermeyen
solisyonlari tanimlamaktadir. Ayni sekilde 0.5 [Ca*®] ve 0 [Ca+?]
olarak belirtilen Ca** dederleri; sirasiyla Ca*? igeriginin standart
solliisyondakinin 0.5 kati kadar azaltildiga soliisyonlarla, hig¢ Ca*?
igermeyen sollisyonlari tanimlamaktadir. 0 [Ca*?] modifiye
solisyonuna ayrica 5 mM Etilen Glikol-bis (B-Aminoetil eter)
N,N,N’,N’-Tetraasetik asit (EGTA, Sigma E-4378) eklendi. Modifiye
soliisyonlardaki azaltilan miktarlara uygun olarak ve tabloda
belirtildigi gibi Na* kolin klortir (Ch.Cl.) ile; Ca** ise Mg"™ ile
tamamlandi. K* kanal blokeri olarak 10 mM Tetraetilamonyum (TEA)
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(Sigma T-2265), Cl° kanal blokeri olarak ise 1 mM 4-asetamido-4’-
isotiosiyanostilben-2,2’'-disGlfonik asit (SITS) (Sigma A-0554)
kullanildi. Tim kimyasal maddeler Sigma’dan saglandi.

3-A.5-Elektrofizyolojik Kayitlar

Dig ¢capi 1.2 ila 1.5 mm olan filamentli cam pipetler (Intracel
Ltd.- Ingiltere) dikey mikroelektrod puller (Harward Microelecrode
Pullers, 50-2013) ile c¢ekilerek, u¢ g¢api 0.1-0.5 pum olan
mikroelektrodlar hazirlandi. Mikroelektrodlar 3 M KCl1 ile
dolduruldu. Bu gekilde elde edilen mikroelektrodlarin u¢ direngleri
(R,) 10-35 MQ, u¢ potansiyelleri ise 2-5 mV olarak saptandi. Bu
mikroelektrodlar ile membran potansiyel kayitlari banyo soliusyonuna
gbre agar referans elektrodu sayesinde yapildi. Stereomikroskop
(Olympus VMZ) altinda ve hidrolikli mikromanipllatér (Narishige,
MO-203) araciligi ile mikroelektrod yumurtanin animal kutbuna temas
ettirilerek, amplifierin (Nihon Kohden MEZ 7200) negatif
kapasitansinin geg¢ici olarak arttirilmasiyla sadlanan osilasyon
akimi sayesinde yumurtaya girildi. Bu sgekilde mikroelektrod ile
girilen yumurtaya ait membran potansiyelleri birinci yariklanmanin
sonuna kadar slrekli kaydedildi. Kayit slresince aralikli olarak R,
kontrol edildi. Membran potansiyeli amplifier araciligi ile, storaj
osiloskopta (Nihon Kohden VC 10) izlendi.

3-B-DENEY GRUPLARI ve DEGERLENDIRILEN PARAMETRELER

3-B.1l-Kontrol ve Deney Gruplari

Standart sollisyon olarak kullanilan %10 Ringer solisyonunda
alinan kayaitlar, kontrol grubunu olusturdu.
Deney Gruplari
Na‘, ; grubu: Standart solisyondakinin 0.5 kati kadar azaltilmig Na*
igeren modifiye solisyonlarda alinan kayitlar.
Na‘, , grubu: Standart sollsyondakinin 0.1 katina azaltilmis Na*
igeren modifiye sollsyonlarda alinan kayitlar.
Na*, grubu: Sodyum igermeyen modifiye %10 Ringer solisyonunda alinan
kayitlar.
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TEA grubu: Standart sollisyona K' kanal blokeri olan TEA eklenmig
solisyonlarda alinan kayitlar.

SITS grubu: Standart solisyona Cl- kanal blokeri olan SITS eklenmig
éolﬁsyonlarda alinan kayitlar.

Ca*?, ;, grubu: Standart sollisyondakinin 0.5 kati kadar azaltilmig Ca*?
igeren modifiye solisyonlarda alinan kayitlar.

Ca*’, grubu: Kalsiyum igermeyen modifiye %10 Ringer solisyonunda

alinan kayitlar.

3-B.2-Degerlendirilen Parametreler

Fertilize olmamig yumurtanin dinlenim zar potansiyeli (RMP; mV):
Olgun yumurtadan, fertilizasyondan once kayitlanan dinlenim zar
potansiyeli dederi.

Pik fertilizasyon potansiyeli (FP mv) : Fertilizasyon

Pi
potansiyelinin en ust degeri.

Fertilize yumurtanin membran potansiyeli (MP,; mV): Fertilize
olmug yumurtada zar potansiyelinin tekrar stabil duruma dénddgt
deger.

Fertilizasyon zamani (F.; dk): Yumurtanin insemine edildigi andan,
zar potansiyelinde meydana gelen anlamli ilk dedisim anina kadar
gegen sure.

Fertilizasyon potansiyel sliresi (FP,; dk) : Fertilizasyon
potansiyelinin basgladidi andan, fertilize yumurtanin stabil zar
potansiyeline déndigli zamana dek gegen slre.

Birinci yariklanmma zamani (C,; dk): FP’'nin bagladidi andan,
yariklanmanin elektriksel belirtisi olan hiperpolarizasyonun ilk
bagladigi ana kadar gegen stlire.

Birinci yariklanma pik potansiyeli (CP,; mV): Yariklanmaya bagli
olarak gelisen hiperpolarizasyonun en uUst degeri.

Yariklanma doéngilisii (C,; dk): Yariklanmanin gbéstergesi olan
hiperpolarizasyonun bagladidi andan, potansiyelin tekrar stabil
durumuna dénmesine kadar gegen slire. Bu dénglide hiperpolarizasyonun
pik dederine kadar gegen slre faz 1; pik hiperpolarizasyondan sonra
stabil membran potansiyelinin olugsumuna kadar geg¢en sire ise faz 2
olarak adlandirilmistair.
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Birinci yariklanma sonrasi zar potansiyeli (MP,,; mV): Yaraiklanma
sonrasinda, zar potansiyelinin stabil olarak kaldidi deder.

3-C-ISTATISTIK

Verilerin istatistiksel dederlendirilmesinde tek yollu Anova
testi, Student-Newman-Keuls testi ve bagimli érneklerde t-testi ile
korelasyon-regresyon analizi kullanildi (CSS Statistica/3F, Primer
ve Excel 5.0 for Windows). Tim dederler ortalama + Standart hata
(Ort+SE) olarak ifade edildi. Anlamlalik dizeyi 0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4-A-DINLENIM ZAR POTANSIYELI (RMP) VE FERTILIZASYON POTANSIYELINE
IrLigKIN DEGERLER
Gruplara gbére dinlenim =zar potansiyeli ve fertilizasyon
potansiyeline iligkin dederler Tablo 2-12'de verilmigtir.

4-A.1- Kontrol Grubu
Tablo 2: Kontrol grubundaki RMP ile fertilizasyon potansiyeline
iligkin degerler.

RMP FP MP, F, FP,

P
(mVv) (mV) (mV) (dk) (dk)

1 -28 7 -25 3.41 21.05

2 -36 5 -32 7.16 22.07

3 -23 6 -18 4.51 8.25

4 -27 0 =27 3.35 20.02

5 -30 5 -18 4.09 13.18

6 -37 7 -27 4.25 16.26

7 -26 7 -24 5.15 9.43

8 -26 6 -24 3.49 16.32

9 -26 3 -22 11.30 22.20

10 -23 11 -20 7.11 14.21
11 -17 9 -18 7.52 11.40
12 -26 6 -24 10.43 18.21
13 -30 7 -21 5.49 15.46
14 -37 8 -26 5.30 16.00
15 -20 5 -20 4.43 6.14
16 -23 11 -19 7.29 16.50
17 -23 11 -20 8.50 13.44
18 -28 -1 -26 9.05 12.11
19 -19 1 -22 7.53 17.34
20 -22 11 -18 6.15 9.55

Ort+SE -26.35+1.26 6.25+0.79 -22.55+0.86 6.30+0.53 15.08+1.03

Min -37 -1 -32 3.35 6.14
Max -17 11 -18 11.30 22.20

RMP ile MP; deferleri arasindaki farklilik anlamlidir (p<0.05).
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4-A.2- Deney Gruplari
Tablo 3- Na*, ; grubundaki RMP ve fertilizasyon potansiyeline iligkin

degerler.
RMP FP, MP, F, FP,
(mv) (mv) (mv) (dk) (dk)
1 -27 0 -32 5.30 12.31
2 -33 -3 -34 9.11 16.50
3 -24 9 -22 6.57 13.55
4 -26 4 -22 5.00 14.00
5 -21 0 -20 4.10 12.53
6 -46 -4 -50 4 .57 15.09
7 -30 8 -24 4.01 14.01
8 -41 4 -22 6.36 13.04
9 -21 14 -17 6.37 27 .53
10 -31 -1 -24 4.15 9.53
11 -24 0 -36 5.17 20.33
12 -28 -8 -28 6.51 12.11
13 -25 12 -21 5.48 13.42
14 -39 3 -26 4.56 12.20
15 -35 0 -30 4.10 12 .47
i6 -28 3 -23 5.01 13.01
17 -30 1 -23 . 6.56 13.11
18 -31 -2 ~-24 6.24 11.33
19 -23 5 -19 5.05 11.22
20 -27 -1 -30 4,23 11.53

Ort+SE -29.541.49 2.2+1.21 -26.35+1.68 5.36+%0.28 14.08+0.87

Min -46 -8 -50 4.01 9.53
Max -21 14 -17 9.11 27.53

RMP ile MP; deferleri arasindaki farklilik anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 4: Na*, , grubundaki RMP ve fertilizasyon potansiyeline iligkin

degerler.
RMP FP, MP, F, FP,
(mV) (mv) (mv) (dk) (dk)
1 -23 0 -11 5.39 16.21
2 -29 2 -22 2.44 12.08
3 -25 0 -27 4.19 12.48
4 -27 2 -22 3.56 11.47
5 -25 -1 -24 6.08 12.47
6 -30 2 -29 3.19 14.34
7 -27 -3 -23 8.41 3.58
8 -29 7 -30 8.18 21 .44
9 -35 6 -21 8.13 10.07
10 -31 0 -27 5.15 13.25
11 -27 2 -20 6.34 14.00
12 -34 -2 -20 4.26 10.07
13 -30 -1 -29 7.44 14.17
14 -28 -2 -20 7.11 13.25
15 -29 4 -24 4.33 10.30
16 -38 0 -24 5.05 10.18
17 -34 -1 -31 9.27 12.24
18 -35 5 -22 7.23 11.03
19 -27 5 -21 5.32 19.57
20 -33 2 -24 4.16 10.21
21 -30 8 -27 3.20 13.57
Ort+SE -29.81+0.84 1.67+0.68 -23.71+0.99 5.49+0.43 12.51+0.79
Min -38 -3 -31 2.44 3.58
Max -23 8 -11 9.27 21 .44

RMP ile MP; dederleri arasindaki farklilik anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 5: Na*, grubundaki RMP ve fertilizasyon potansiyeline iligkin

dederler.
RMP FP, MP, F, FPy
(mV) (mV) (mV) (dk) (dk)
1 -34 -3 -28 3.40 9.13
2 -43 4 -23 3.52 11.28
3 -43 3 -39 7.58 11.04
4 -45 4 -35 11.59 13.51
5 -51 4 -34 7.14 13.01
6 -48 4 -35 7.08 10.36
7 -30 8 -25 3.04 13.15
8 -53 -7 -35 5.01 15.49
9 -34 -1 -20 4.59 9.40
10 -47 0 -24 5.49 14.17
11 -53 -1 ~21 5.29 12.57
12 -29 3 -24 3.55 18.22
13 -39 3 -26 3.42 13.19
14 -51 -2 -28 4.11 13.03
15 -40 -2 -27 3.16 19.09
16 -43 -1 -21 4.46 12.25
Ort+SE -42.69+1.96 1.00+0.93 -27.81+#1.5 5.25+0.57 13.13+0.69
Min -53 -7 -39 3.04 9.13
Max -29 8 -20 11.59 19.09

RMP ile MP,; deerleri arasindaki farklilik anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 6: TEA grubundaki RMP ve fertilizasyon potansiyeline iligkin

degerler.
RMP FP, MP, F. FP,
(mV) (mv) (mV) (dk) (dk)
1 -30 5 -17 7.18 18.04
2 -20 15 -12 5.30 18.20
3 -22 13 -11 5.04 23.38
4 -17 11 -19 6.24 15.57
5 -23 12 -14 5.10 23.50
6 -25 13 -22 4.48 26.40
7 -23 _ 17 -12 6.18 21.48
8 -20 4 -11 5.51 11.06
9 -28 15 -18 5.21 24 .06
10 -19 15 -20 3.20 25.13
11 -24 16 -19 4.28 19.29
12 -17 20 -12 3.15 18.52
13 -20 14 -16 5.39 21.36
14 -16 8 -16 3.14 10.55
15 -17 15 -11 4.51 5.25
16 -16 17 3.45
17 -17 20 -17 2.40 12.17
18 -21 -11 3.58 6.32
19 -20 -14 5.28 11.23
20 ~-19 9 -22 7.14 14.58
21 -16 12 -13 3.18 11.34
Ort+SE -20.48+0.86 12.76+0.96 -15.35+0.84 4.54+0.3 17.05+1.42
Min -30 4 -22 2.40 5.25
Max -16 20 -11 7.18 26.40
RMP ile MP; dederleri arasindaki farklilik anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 7: SITS grubundaki RMP ve fertilizasyon potansiyeline iligkin

degerler.
RMP FP, MP, F, FP,
(mv) (mV) (mv) (dk) (dk)
1 -20 -7 -16 4.47 3.23
2 -27 -2 ~-26 3.24 10.17
3 -19 -3 -16 3.21 16.41
4 -24 -6 -22 6.24 17.47
5 -18 -4 -20 7.52 8.18
6 -34 -3 -21 3.35 2.57
7 -33 -10 =22 5.59 5.07
8 -24 10 -18 4,17 21.49
°) -18 -6 -18 6.50 4.09
10 -19 -8 -17 7.08 3.45
11 -30 -4 -20 8.49 6.18
12 -27 -8 -19 2.40 5.54
13 -18 -1 -11 8.01 2.53
14 -19 -7 -17 1.30 9.13
15 -33 -1 -31 12.30 4.41
16 -24 -3 -19 2.10 4.06
17 -32 -11 -29 4.15 5.33
18 -20 5 -15 4.00 9.25
19 -40 -5 ~-31 3.20 8.06
20 -38 -7 -31 2.40 5.26
21 -23 -4 -20 4 .55 7.16
Ort+SE ~25.71+1.53 -4.05+1.04 -20.90+1.23 5.10+0.58 7.46+1.12
Min -40 -11 -31 1.30 2.53
Max -18 10 -11 12.30 21.49

RMP ile MP. deferleri arasindaki farklilik anlamlidair (p<0.05).
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Tablo 8: Ca'?,  grubundaki RMP ve fertilizasyon potansiyeline
iligkin dederler.

RMP FP, RMP, F, FP,
(mvV) (mv) (mv) (dk) (dk)
1 -29 14 -24 4.38 17.00
2 -24 11 -11 3.33 12.23
3 -29 10 -25 6.53 24.04
4 -28 6 -26 3.28 16.28
5 -23 -8 -23 5.38 9.15
6 -19 10 -21 1.53 19.20
7 -22 12 -30 2.12 19.42
8 -24 12 -27 3.22 23.09
9 -25 17 -24 3.34 24.42
10 -22 9 -21 4.45 12.29
11 -25 7 -25 4.23 15.46
12 -24 7 -19 6.52 22.26
13 -30 10 -21 2.37 17.13
14 -29 5 -18 4.50 17.19
15 -32 21 -21 3.37 18.11
16 -53 12 -43 5.08 34.18
17 -30 9 -17 5.10 22.57
18 -30 7 -18 5.27 14.31
19 -53 14 -21 5.35 24.26
20 -22 12 -22 10.50 21.00
21 -27 5 4.25

Ort+SE -28.57+1.92 9.62%1.23 -22.85+1.40 4.40+0.40 19.20+1.25

Min -53 -8 ~-43 1.53 9.15
Max -18 21 -11 10.05 34.18

RMP ile MP; de§erleri arasindaki farklilik anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 9: Ca*?’, grubundaki RMP ve fertilizasyon potansiyeline ait

degerler.
RMP FP, MP, F, FP,
(mV) (mV) (mv) (dk) (dk)
1 -43 8 -20 11.39 19.29
2 -30 1 -17 6.09 14.01
3 -28 3 -18 10.33 9.48
4 -30 10 -21 4.56 14.07
5 =27 9 -25 2.52 23.02
6 -24 7 -27 5.04 26.36
7 -27 . 0 -26 8.32 27.06
8 -22 0 -19 12.43 10.21
9 -19 2 -13 9.39 10.31
10 -36 0 -19 6.09 14 .36
11 ~-36 12 -27 4.01 14 .38
12 -31 13 -18 3.30 17.52
13 -28 11 -25 3.02 26.28
14 -21 13 -29 5.25 27.03
15 -23 15 =22 2.01 19.34
16 -25 6 -15 1.30 12 .46
17 -24 13 -18 5.33 19.43
18 -29 13 -17 2.44 17.24
19 -26 12 -25 6.23 14.18
Ort+SE -27.84+1.33 7.79+1.21 -21.10+1.05 5.55+0.75 17.52+1.35
Min -43 0 ~-29 1.30 9.48
Max -19 15 -13 12.43 27.06

RMP ile MP; deerleri arasindaki farklilik anlamladir (p<0.05).
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4-A.3- RMP ile Fertilizasyon Potansiyeline Iligkin Toplu De§erler

Tablo 10: Kontrol ve Na* gruplarindaki RMP ile fertilizasyon potansiyeline

iligkin dedgerler (OrtiSE).

Gruplar RMP FP, MP, F, FP,
(V) (mVv) (mV) (dk) (ak)

Kontrol ~-26.35+1.26 6.25+0.79 -22.55+0.86 6.30+0.53 15.08+1.03

(N*=8;n""=20)

Na‘, ¢ ~-29.5+1.49 2.2+1.21° -26.35+1.68 5.36+0.28 14.08+0.87

(N=5;n=20)

Na*, , -29.81+0.84 1.67+0.68% -23.71+0.99 5.491+0.43 12.51+0.79

(N=3;n=21)

Na*, -42.69+1.96%% 1.0+£0.93°% -27.81+1.5% 5.25+0.57 13.13+0.69

(N=2;n=16)

(*}) : Kullanilan kurbada sayisi

(**): Kayit alinan yumurta sayisi

(a) : Kontrole gdre anlamli olan dederler; p<0.05

(b) : Diger Na' gruplarina gdre anlamli olan deder; p<0.05.
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Tablo 1l1l: TEA ve SITS gruplarindaki RMP ile fertilizasyon potansiyeline

iligkin degerler (OrtzSE).

Gruplar RMP FP, MP, F, FP,
(mv) (V) (mV) (dk) (dk)

Kontrol -26.35+1.26 6.25+0.79 -22.55+0.86 6.30+0.53 15.08+1.03

(N=8;n=20)

TEA -20.48+0.86" 12.76+0.96" -15.35+0.84" 4.54+0.3 17.05+1.42

(N=4;n=21)

SITS ~-25.71+1.53 -4.05+1.04" -20.9+1.23 5.10+0.58 7.46+1.12"

(N=3;n=21)

(*): Kontrole gbdre anlamli olan dederler; p<0.05 .

Tablo 12: Ca*? gruplarindaki RMP ile fertilizasyon potansiyeline iligkin

dederler (Ort+SE).

Gruplar RMP FP, MP, F, FP,
(mV) (mV) (mV) (dk) (dk)

Kontrol -26.35+1.26 6.25+0.79 -22.55+0.86 6.30+0.53 15.08+1.03

(N=8;n=20)

ca*?, 5 -28.57+1.92 9.62+1.23 -22.85+1.4 4.40+0.4 19.20+1.25"

(N=2;n=21)

Cca*?, -27.84+1.33 7.79+41.21 -21.10%1.05 5.55+0.75 17.52+1.35

(N=3;n=19)

(*): Kontrole gdre anlamli olan dederler; p<0.05.
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4-B- YARIKLANMA DONGUSUNE ILISKIN DEGERLER
Gruplara gére yariklanma dénglistne iligkin dederler, Tablo 13-
23'de verilmistir.

4-B.1- Kontrol Grubu
Tablo 13: Kontrol grubundaki yaraiklanma dénglsine ait deferler.

c, CP, C, MP,,

(dk) (mV) (dk) (mV)

1 125.30 -51 22.05 -40

2 130.52 -71 18.17 -42

3 120.54 -50 30.36 -39

4 95.49 44 20.22 -27

5 113.18 -55 31.54 -36

6 100.56 -38 39.59 -32

7 132.06 -45 26.54 -33

8 90.26 -38 * -35

9 127.08 -36 19.55 -30

10 129.29 -39 21.04 -32
11 107.00 -34 * -28
12 130.20 -39 23.55 -29
13 136.10 -45 * -21
14 110.10 42 29.50 -28
15 111.55 -54 30.00 -31
16 112.07 -38 32.45 -30
17 80.15 -48 36.05 -35
Ort+SE 114.58+3.94 45.1242.23  26.4241.73 -32.24+1.28
Min 80.15 -71 18.17 -42
Max 136.10 -34 43.59 -21

*: Yariklanma dénglsinin sona erdigi an tam olarak saptanamadidi i¢in bu veriler
deJerlendirme digi barakilmigtir.
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4-B.2- Deney Gruplarai

Tablo 14: Na*,  yariklanma dénglstine iligkin dederler.

c, ce, c. MP,,

(dk) (mV) (dk) (mv)

1 124.13 -37 8.28 -30

2 137.37 -34 28.10 -31

3 122.24 -52 15.36 -51

4 128.03 -64 37.00 -55

5 117.55 -75 38.04 -56

6 137.01 -69 19.18 -68

7 132.19 -86 22.39 -83

8 146.48 -48 10.58 -45

9 150.09 -44 7.25 -44

10 146.31 -38 7.37 -37
11 153.24 -60 21.23 -35
12 156.24 27 7.28 -26
13 117.42 -49 42.13 24
14 138.08 -49 12.49 -42
Ort+SE 133.2843.49  -52.29+4.48  19.5623.24  -44.79+4.46
Min 117.42 -86 7.25 -83

Max 156.24 =27 42.13 -24
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Tablo 15: Na*,, grubundaki yariklanma dénglslne ait dederler.

C. CP, c, MP,,

(dk) (mVv) (dk) (mV)

1 143.05 -40 11.48 -40

2 151.18 -35 26.14 -31

3 136.59 -33 11.19 -32

4 126.43 -41 17.48 -39

5 107.17 -52 33.10 -39

6 129.24 -45 26.39 -31

7 146.25 -34 16.54 -29

8 129.17 -33 11.14 -31

9 136.51 -29 19.04 -20

10 140.35 -46 18.37 -43
11 134.46 -52 22.13 -52
12 152.06 -71 23.20 -44
13 152.36 -30 11.42 -29
14 136.47 -35 10.05 -32
15 127.58 -47 26.38 -39
16 139.02 -68 24 .37 -61
17 148.11 -31 7.07 -30
18 122.54 -41 16.01 -32
19 118.07 -56 38.00 -39
Ort+SE 132.5242.80  -43.1142.81  19.36+1.88  -36.47:2.13
Min 107.17 -71 7.07 -61

Max 152.36 -29 38.00 -20
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Tablo 16: Na*, grubundaki yariklanma ddénglslne ait degerler.

C, CP, c, MP_,

(dk) (mv) (dk) (mv)

1 116.17 -57 23.32 -39

2 115.38 -60 20.35 -58

3 97.37 -54 16.22 -46

4 113.21 -66 11.06 -51

5 104.13 -47 20.03 -32

6 122.42 -54 17.15 -50

7 134.36 -57 24.50 -41

8 143 .44 -49 24.08 -34

9 141.03 -36 18.52 -25

10 137.38 =71 15.50 -63
11 135.45 -40 11.05 -32
12 124.47 -65 - 24.23 -48
Ort+SE 123.37+4.3 -54.67+3.01  19.0041.30  -43.2543.30
Min 97.37 -71 11.05 -63
Max 143 .44 -36 24.50 -25
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Tablo 17: TEA grubundaki yariklanma ddéngisine ait dederler.

c, CP, c, MP_,

(dk) (mV) (dk) (mVv)

1 160.03 -28 22.25 -21

2 146.24 -28 24.13 -21

3 166.36 -22 12.53 -19

4 146.09 -20 12.39 -14

5 150.29 -20 14.25 -18

6 124.30 -34 20.08 -24

7 119.32 -29 19.31 -20

8 116.22 -40 22.16 -21

9 131.33 -42 27.56 -13

10 133.16 -34 15.40 -17
11 120.12 -28 20.31 -14
12 123.20 -40 18.41 -27
13 119.19 -27 13.43 ~17
14 120.29 2L 15.33 -12
15 120.50 -24 7.21 -21
16 131.36 -21 13.41 -16
Ort +SE 130.40+3.98  -28.63+1.86  17.36%1.29 -18.44+1.03
Min 116.22 -42 7.21 -27
Max 166.36 -20 27.56 -12

CP, ile C., arasinda glg¢lii ve anlamli bir iligki saptanmigtir (n=16, r= -0.678

p<0.01).
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Tablo 18: SITS grubundaki yariklanma doénglsiine ait dederler.

c, CP c MP

p = pe
(dk) (mV) (dk) (mV)
1 133.28 -47 21.57 -24
2 118.46 -41 13.21 -36
3 120.01 -67 25.18 -36
4 123.30 =77 * -32
5 128.45 -47 26.40 -31
6 136.25 -43 27.35 -29
7 149.55 -78 26.09 -54
8 128.07 -46 24.22 -32
9 * -67 21.36 -46
10 132.50 -56 20.52 -50
11 138.37 -60 13.48 -54
12 119.21 -64 36.28 -49
13 133.22 -44 26.51 -30
14 128.43 -93 20.59 -71
15 152.19 -48 19.27 -28
16 131.54 -68 25.23 -45
17 133.20 -41 12.19 -31
18 118.17 -60 26.26 -37
19 110.59 -35 22.18 -26
20 104.30 -44 17.29 -36
21 107.13 -45 12.48 -40
22 113.38 -40 13.57 -22

Ort+SE 126.51%2.75 -55.05+3.23 21.43+1.33 -38.14+2.55
Min 104.30 -93 12.19 -71
Max 152.19 -35 36.28 -22

(*): Zamanin tam olarak saptanamadids bu veriler dederlendirme diga

birakilmigtir.
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Tablo 19: Ca*?’; ; grubundaki yariklanma dénglisiine ait dederler.

C, CP, C, MP,,
(dk) (mV) (dk) (mv)
1 123.29 -30 19.23 -23
2 139.03 -46 31.24 -30
3 117.48 -65 16.58 -31
4 114.22 -79 26.21 -38
5 140.19 -30 12.35 -25
6 137.12 -62 27.40 -39
7 135.38 -32 6.44 -29
8 138.10 -36 15.51 -30
9 145.13 -30 10.50 -38
10 141.47 -34 22.24 -19
11 129.38 -77 31.30 -35
12 128.45 -76 17.26 -44
13 127.05 -49 21.16 -25
14 123.52 -31 15.31 -26
15 133.40 -48 21.20 -28
16 137.52 -33 12.50 -30
17 135.03 -83 26.44 -30
18 147.13 -52 27.01 -23
19 121.24 -78 37.47 -29

Ort+SE 132.30+2.13  -51.11%4.56  21.08%1.85  -29.53%1.39
Min 114.22 -83 6.44 -44

Max 147.13 -30 37.47 -19
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Tablo 20: Ca*?;, grubundaki yariklanma dénglisGne ait degerler.

C. CP, C, MP,,
(dk) (mv) (dk) (mv)
1 114.37 -38 16.49 -25
2 97.26 -27 18.34 -19
3 111.20 -79 37.04 -41
4 132.00 -33 23.24 -24
5 130.48 -43 21.06 -23
6 119.44 -34 17.36 -27
7 123.05 -48 21.45 -24
8 117.11 -29 13.10 -21
9 118.28 -42 16.43 -20
10 124.16 -37 20.49 -31
11 123.38 -26 13.51 -22
12 130.14 -36 9.13 -24
13 122.33 -30 9.14 -27
14 118.01 -27 7.30 -26

Ort+SE 120.14+2.39  -37.79#3.63  17.38%1.95  -25.29%1.47
Min 97.26 -79 7.30 -41
Max 132.00 -26 37.04 -19

MP. ile MP,. dederleri arasindaki farkliliklar tim gruplarda
kendi ig¢inde anlamlilik gbsterdi (p<0.05).
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4-B.3- Yariklanma Déngiistine Iligkin Parametrelere Ait Toplu DeJerler

Tablo 21: Kontrol ve Na* gruplarindaki yariklanma dénglstne ait dederler

(OrtsSE) .
Gruplar C. Cp, C. MP,,
(dk) (mV) (dk) (mV)

Kontrol 114.58+3.94 -45.12+2 .23 26.42+1.73 -32.24+1.28
(N=8) (n=17) (n=17) (n=14) (n=17)
Na*‘, . 133.28+3.49" -52.29+4 .48 19.56+3.24 -44.79+4.46"
(N=5;n=14)

Na*, , 132.52+2.8" -43.11+2.81 19.36+1.88 -36.47+2.13
(N=3;n=19)

Na*, 123.37+4.3 -54.67+3.01 19.00£1.30 -43.25+3.3"
(N=2;n=12)

(*) : Kontrole gdre anlamli olan dederler; p<0.05
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TEA ve SITS gruplarindaki yariklanma ddénglastune ait dedgerler

Tablo 22:

(Ort+SE) .
Gruplar C. CP, C, MP_,

(dk) (mV) (dk) (mV)

Kontrol 114 .58+3.94 -45.,12+2.23 26.42+1.73 -32.24+1.28
(N=8) {(n=17) (n=17) (n=14) (n=17)
TEA 130.40+3.98" -28.63+1.86" 17.36+1.29" -18.44+1.03"
(N=4;n=16)
SITS 126.51+2.75" -55.05+3.23 21.43+1.33 -38.14+2 .55
(N=2) (n=21) (n=22) (n=21) (n=22)

(*): Kontrol grubuna gdre anlamli olan dederler; p<0.05.

Tablo 23: Ca*? gruplarindaki yariklanma dénglstne ait degerler (Ort#SE).

Gruplar C. Cp, C, MP,,
(dk) (mV) (dk) (mv)

Kontrol 114.58+3.94 -45,12+2.23 26.42+1.73 -32.24+1.28
(N=8) (n=17) (n=17) {(n=14) (n=17)
Ca*?, 132.30+2.13" ~-51.11+4.56 21.08+1.85 -29.53+1.39
(N=2;n=19)

Ca*?, 120.14+2.39 -37.79+3.63 17.38+1.95" -25.29+41.47
(N=3;n=14)

(*) : Kontrol grubuna gbdre anlamli olan dederler; p<O0.

05
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Yariklanma dénglisline ait hiperpolarizasyonun pik dederine kadar gegen
sire (faz 1) ve pik hiperpolarizasyondan sonra membran potansiyelinin
stabil bir dedere démmesine kadar gegen sire (faz 2) ile toplam yariklanma
déngl slirelerine ait ortalama dederler tablo 24'de verilmigtir.

Tablo 24- Tum gruplarda yariklanma doénglisine ait faz 1 ve faz 2 ile
yariklanma ddénglisti toplam stGrelerine ait dederler (ort+SE).

Faz 1 Faz 2 C,
(dk) (dk) (dk)
Kontrol 13.24+2.13 13.18+0.92 26.42+1.73
{(n=14)
Na*, . 11.32+1.47 8.23+2.23 19.56+3.24
(n=14)
Na*, . 12.18+1.1 7.19+1.48 19.36+1.88
(n=19)
Na*, 11.06+0.96 7.54+1.23 19.00+1.30
{(n=12)
TEA 7.50+0.76" 9.46+0.80 17.36+1.29"
(n=16)
SITS 9.12+0.97 12.31+0.98 21.43+1.33
(n=21)
Ca*?, ; 8.25+0.92" 12.43+1.49 21.08+1.85
(n=19)
Ca*?, 8.29+0.78" 9.08+1.65 17.38+1.95"
(n=14)

(*) : Kontrole gbre anlamli olan dederler; p<0.05.
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Sekil 5: Kontrol grubuna ait dinlenim zar potansiyeli ile
fertilizasyon ve yariklanma siureglerine iligkin parametreler
(ort+SE) .

(*): MP, birinci yariklanmaya kadar anlamli olmayan, 6nemsiz
osilasyonlar gbstermigtir.
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Sekil 6: Kontrol ve Na*, gruplarina ait dinlenim zar potansiyeli ile
fertilizasyon ve vyariklanma stlireglerine iligkin parametreler
(ort+SE) . (Seklin ¢iziminde kullanilan parametreler §$ekil 5’de
verildigi gibidir).

(*) : Na*, grubunda kontrole gdre anlamli olan degerler (p<0.05).
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Sekil 7: Kontrol ve TEA gruplarina ait dinlenim zar potansiyeli ile
fertilizasyon ve yariklanma slire¢lerine iliskin parametreler
(ort+SE) . (Seklin g¢iziminde kullanilan parametreler Sekil 5’de
verildigi gibidir).

(*) : TEA grubunda kontrole gdre anlamli olan deferler (p<0.05).
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$ekil 8: Kontrol ve SITS gruplarina ait dinlenim zar potansiyeli

ile fertilizasyon ve yariklanma silire¢lerine iliskin parametreler
(ort+SE) .
verildigi gibidir).

(Seklin ¢iziminde kullanilan parametreler Sekil 5’de

(*¥) : SITS grubunda kontrole gdre anlamli olan dederler (p<0.05).
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Sekil 9: Kontrol ve Ca*'?, gruplarina ait dinlenim zar potansiyeli
ile fertilizasyon ve yariklanma slGreglerine iligkin parametreler
(ort+SE). (Seklin ¢iziminde kullanilan parametreler Sekil 5’de
verildigi gibidir).

(*): Qa“zo grubunda kontrole gbére anlamli olan dederler (p<0.05).
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5. TARTISMA

Bu ¢calismada fertilizasyondan birinci yariklanmaya kadar gegen
slire ig¢inde yumurtanin membran potansiyelindeki dedigiklikler ile
6nemli  iyonlarin bu degisiklikler Uzerindeki etkileri
incelenmigtir. Calismamizdan elde edilen sonug¢lar, fertilizasyonun
Rana cameranoi kurbada yumurtasinda ¢ok ani ve saniyeler iginde
gerceklesen depolarizasyona neden oldugu ve bu depolarizasyonun,
yaklasik 15 dakika stUrerek ikinci bir spermin yumurtaya girigini
6nledigini gdbstermistir. Fertilize yumurtanin dinlenim =zar
potansiyeli Dbirinci vyariklanmaya dek oOénemli bir dedgisiklik
gbstermezken, birinci yariklanma sirasinda baslayan ve yavas hizda
geligen bir hiperpolarizasyon dbénemine girmis, daha sonra tekrar
dinlenim zar potansiyeline vyaklagan bir dedere erigmistir.
Yariklanma doénemine ait olan bu biyoelektriksel potansiyel,

yvaklasik 25 dakika slUrmistir (Sekil 5).
5-A-DINLENIM ZAR POTANSIYELI VE FERTILIZASYON POTANSIYELI

5-A.1-Fertilize olmamig yumurtadaki dinlenim zar potansiyeli (RMP)

Standart soliisyon olarak kullanilan % 10 Ringer g¢dézeltisinde
elde edilen RMP dederi (ort+SE) -26.35 + 1.26 mV olarak bulundu.
Rana pipiens, Rana esculenta, Rana temporaria tlrt kurbaga
yumurtalariyla % 10’luk ringer soliusyonlarinda yapilan kayitlarda
buna yakin sonug¢lar gesitli kaynaklarda bildirilmigtir (11,12, 24;
Peres ve arkadaglarina gdre Cross, Jaffe ve Schlichter’den). Ancak
farkli igerikteki sollisyonlarla yapilan c¢aligsmalarda, R.pipiens
kurbada yumurtasi ig¢in RMP, yaklagik -55 mV, Xenopus laevis cinsi
kurbaga yumurtasi ig¢inse yaklagik -19 mV olarak kayitlanmigtir
(29) . '

Standart soliisyona gére 0.5 ve 0.1 katina azaltilan Na* igeren
¢6zeltilerde (sirasiyla; Na*, ve Na*,, gruplari) ortalama RMP
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degerleri kontrol grubuna gdre hiperpolarizasyon yoéninde bir
degisiklik gbstermig, ancak gruplar arasindaki farkliliklar
anlamsiz olarak bulunmugstur (kontrol, Na*,,, Na*,,, sirasiyla;
-26.35+1.26 mV; -29.5+1.49 mV; -29.81+0.84 mV; p>0.05, tablo 10).
Ancak hi¢ sodyum igermeyen Na*, grubuna ait ortalama dederinde
(-42.69+1.96 mV) hiperpolarizasyon anlamli olarak bulundu (p<0.05).
Dig ortam sodyum yodJunluunun 1.2 ila 121 mM arasinda dedigen
de§erlerinde RMP’nin anlamli bir farklilik gbstermedigi X.laevis
yumurtasi i¢in bildirilmigtir (23). Bizim g¢alismamizda Na',,
grubunda kullanilan soliisyonun sodyum yodunludu da yaklagik 1.2 mM
olup, bu kaynaklardaki bulgulari desteklemektedir. Sodyum igermeyen
sollisyonda saptanan anlamli hiperpolarizasyon, bu iyonun yodunluk
gradyentiyle hiicre disina sizmasindan kaynaklanabilecegini
dustndirmektedir; Nitekim sodyum  yodunludunun azaltildaga
sollsyonlarda elde edilen ortalama RMP dederlerinin kontrol grubuna
ait olan dedere gbdre anlamsiz olarak (p>0.05) daha negatif
bulunmasi da, bu disltncemizi desteklemektedir.

Kalsiyumun 0.5 kat azaltildigi yada hig¢ kalsiyum igermeyen
sollisyonlarla Cl- kanal blokeri olan SITS eklenmig solisyonlarda
ortalama RMP, kontrol dederine gbére anlamli bir fark gdstermedi (bu
solisyonlardaki RMP dederi, sirasiyla ve ort+SE olarak; -28.57+1.92
mv, -27.84+1.33 mV, -25.71+1.53 mV; p>0.05; tablo 11-12). Xenopus
yumurtalariyla yapilan benzer bir g¢aligsmada bizim sonug¢larimizi
destekleyen bulgular elde edilmig olup, klorun RMP tizerinde anlamli
bir etkisi saptanmamigtir (23); ancak bu c¢aligsmada kullanilan
yumurta tlrt farkli oldudu gibi, klorun etkisi dig ortamdaki C1-
yogunludu degistirilerek belirlenmig olup ydéntem de farklidir.

K* kanal blokeri olan TEA eklenmig sollisyonlarda, kontrol
grubuna gdre depolarizasyon saptandi (Kontrol, -26.35+1.26 mV; TEA
grubu, -20.48 + 0.86 mV; p<0.05; tablo 11). Rana pipiens
yumurtasinda iyonselektif mikroelektrodlar kullanilarak O&lg¢ilen
yumurta igi K* dlizeyi yaklagik 121 mM. olarak bulunmugtur (12). Disg
ortamda bulunan KCl yodunludu ise duglk duzeylerde olup (% 10
Ringer’de KCl, 0.19 mM), potasyum dinlenim halindeki yumurtadan
konsantrasyon ve elektriksel gradyentleri (yaklagik Eg+= -150)
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boyunca sizma egilimindedir. K* kanal blokeri uygulanmasi ile
yumurta digina g¢ikabilecek potasyum iyonunun azalmasi zarin
depolarizasyonundan sorumlu olabilir (7).

Sonu¢ olarak Ozetlenirse, Rana cameranoiye ait fertilize
olmamig yumurtada dinlenim zar potansiyelini temel olarak etkileyen
faktdér, K''a ait yodunluk farkidir.

5-A.2-Fertilizasyon Zamani (F,)

Yumurtanin insemine edildidi andan, zar potansiyelinde meydana
gelen 1lk Dbelirgin dedisiklik anina kadar gegen silre olarak
tanimlanan F.’nin kontrol grubuna ait olan dederi (ort#+SE)
6.30+0.53 dk olarak bulunmustur. Diger gruplara ait olan degerler
kontrol grubuna goére anlamli bir farklilik gdstermemigtir
(tablo 10-12). Benzer sperm yodgunluklari kullanilarak yapilan
cegitli gcaligsmalarda benzer sonuglar elde edilmistir
(5,11,12,29,30).

5-A.3-Pik Fertilizasyon Potansiyeli (FP,)

Spermin yumurtayil aktive etmesi ile artan kondiktans sonucu
membran ani olarak depolarize olmaktadir. Bu depolarizasyonun en
st deJeri ise, kondiiktansi artan iyonlar hakkinda bilgi
vermektedir. Caligsmamizda, kontrol grubuna ait FP, deferi (ortiSE)
6.25+0.79 mV olarak bulundu. Rana pipiens yumurtasinda % 10’luk
Ringer solisyonunda O6lcilen FP, deferi, ortalama 13 mV (12); Rana
pipiens ve Xenopus yumurtalarinda farkli sollisyonlar kullanilarak
6lglilen deJerler ise, sirasiyla ortalama -5.1 mV ve 3 mV olmak
lzere, dodal olarak ¢ok farkli bulunmugtur (29). FP, deferi K* kanal
blokeri uygulandiginda anlamli olarak yukselmigken (ort + SE, 12.76
+ 0.96 mV; p<0.05), Cl° kanal blokeri uygulandiginda anlamli olarak
daha negatif bir dedere inmistir (ort+SE, -4.05+1.04 mV; p<0.05,
tablo 11). Jaffe & Schlichter’in yaptadi bir g¢alismada Cl - kanal
blokerlerinin (SITS ve DIDS) R.pipiens yumurtasinin fertilizasyon
veya aktivasyonunda etkili olmadidi bildirilmesine karsin; Xenopus
yumurtasinda yapilan bir ¢aligmada ise, bizim bulgularaimizla uyumlu
olmak tuzere, fertilizasyonda artan Cl- kondiktansinin DIDS (Cl-
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kanal blokeri) ile azaldigi gbsterilmistir (17; Klein ve
arkadaslarina gdére Webb’den). R.pipiens yumurtasinda iyonselektif
mikroelektrodlar ile yapilan Olgumlerde, yumurta ig¢indeki K*
konsantrasyonu 121 mM, cl- konsantrasyonu 44 mM olarak; bu iyonlara
ait denge potansiyelleri ise Cl° ic¢in +18 mV, K* ig¢in ise yaklagik
-150 mV olarak saptanmistir (11). Calismamizda K* kanal blokeri
uygulanarak kayitlanan FP, deferi (ortiSE, 12.76+0.96 mV) klora ait
denge potansiyeline (Ey - =+18 mV) ¢ok yakin bulunmugtur. Buna
kargin Cl- kanal blokeri uygulanarak kayitlanan FP, degeri (ort+SE,
-4.05+1.04 mV) potasyuma ait denge potansiyeline (Eg+= -150 mV)
yaklasmakla beraber TEA grubunda saptanan 6lg¢tde bir yakinlik sbéz
konusu dedildir. Bu sonug¢lara gdére, fertilizasyon potansiyelinden
K* ve Cl° iyonlarinin birlikte sorumlu olduklari ancak klor iyonuna
ait etkinin potasyum iyonuna gbére daha fazla oldudu sdylenebilir.

Sollisyondaki Na* yodunlugunun azaltilmasi, FP, degerini de
anlamli olarak azaltmaktadir (gruplara ait ort+SE deJerleri;
kontrol, 6.25+0.79 mV; Na*, ,, 2.2+1.21 mV; Na*,,, 1.67+0.68 mV; Na‘,,
1.0+0.93 mvV; p<0.05, tablo 10). Havuz suyu gibi diagik Na*
konsantrasyonu igeren ortamlardaki (yaklasik % 10 Ringer) Rana ve
Xenopus vyumurtalarinda, membran potansiyeli pozitif degerlere
¢iktidr =zaman voltaja duyarli sodyum kanallarinin agilmasiyla
sodyumun hiicre digsina ¢iktigi ve sonugta potansiyel dé§isiminin
daha az pozitif bir dedere erigtigi bildirilmigtir. (23; Peres ve
arkadaglarina gb6re Schlichter ve Baud’dan). Bu bilgiler igidginda,
sodyumun fertilizasyon potansiyelinin olugumuna direkt katkida
bulunmadigi, ancak K' ve Cl- kondlktanslarindaki artigin neden
olduu depolarizasyon sirasinda ag¢ilan voltaja duyarli Na*
kanallari yoluyla bu iyonun hiicre digina ¢ikarak, pik fertilizasyon
potansiyelinin daha pozitif bir dedere erigmesini engelledigi
sonucuna varilabilir.

Calismamizda sollsyondaki kalsiyum yodunlugunun azaltilmasi
durumunda veya kalsiyumun hi¢ bulunmadigi ortamlardaki FP,
degerleri, kontrol grubuna gbre anlamli bir farklilaik
gbstermemigtir (tablo 11). Bu bulgular 1isidinda, dis ortamdaki
kalsiyum diyonunun fertilizasyon potansiyelini ©énemli &lglide
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etkilemedigi sonucuna varilmigtir.

5-A.4-Fertilize Yumurtada Zar Potansiyeli (MP;)

Fertilize yumurtaya ait zar potansiyeli ddéllenmeden &nceki
dinlenim dlzeyine erigmemis ve daha pozitif bir degerde
seyretmigtir. RMP ile MP, arasinda saptanan bu farklilik tim
gruplarda anlamli olarak bulunmustur (p<0.05). Benzer sonuglar,
Rana pipiens ile Xenopus laevis yumurtalarinda yapilan galigsmalarda
da bulunmug, ancak Xenopus yumurtasi ile yapilan bir dider
galismada RMP ile MP, arasinda onemli bir fark kayitlanmamigtair
(29). MP,'nin RMP’ne gbére daha pozitif degerde olmasinin,
mikroelektrodla kayit sirasinda geligebilecek sizinti akimlarindan
kaynaklanabilecedi disUnilmektedir (24).

Fertilize yumurtadaki =zar potansiyeline iliskin saptanan
anlamli dederler ise, kontrol ve TEA ile Na‘', gruplarinda, sirasiyla
(ort+SE) , -22.55+0.86 mv, -15.35+0.84 mVv, -27.81+1.50 idi (p
dederleri<0.05, tablo 10-11). Fertilize yumurtadaki zar
potansiyelinin potasyum blokeri uygulandiginda daha pozitif bir
degerde saptanmasi, fertilizasyon potansiyelinin repolarizasyon
fazindan, yani =zarin tekrar polarize olmasindan sorumlu olan
iyonlardan birinin potasyum oldudunu disindirmektedir. MP;’'nin
sodyum igermeyen ortamda kontrol grubuna gére daha negatif bir
degerde saptanmasi ise, bu kogulda hicre i¢indeki sodyumun digariya
si1zdigini distndirmektedir. Sodyumsuz ortam dodal kosullarda soéz
konusu olamayacagindan ve Na', ; ile Na*,, gruplarinda gbreceli ve
anlamli bir hiperpolarizasyonun saptanamadigindan, Na* iyonunun
fertilizasyon potansiyeline ait repolarizasyon fazindan sorumlu
olmadigini sdyleyebiliriz.

Klor blokeri ve azaltilmig yoJunluklarda Ca™ igeren
sollisyonlarda saptanan ortalama MP; dederleri, kontrol grubuna gdre
anlamli bir farklilik gdstermemistir (tablo 11-12).

5-A.5-Fertilizasyon Potansiyeli Siliresi (FP,)
Fertilizasyon potansiyelinin bagladigi andan stabil bir MP;
degerine ulagilana dek geg¢en slre olan FP,;, kontrol grubunda
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(ort+SE) 15.08+1.03 dk olarak bulundu. Bu bulgumuz, g¢egitli
kaynaklarca desteklenmektedir (12,29,30). Cl- kanal blokeri
uygulandidinda FP, kontrole gbre anlamli olarak kisalmig iken
(ort+SE, 7.46+1.12 dk, p<0.05, tablo 11), K' kanal blokeri
uygulanan TEA grubunda kontrole gbére anlamli bir fark
saptanamamigtir (ort+SE, 17.05+1.42 dk, p>0.05,tablo 11).
Fertilizasyon sirasindaki depolarizasyondan sorumlu temel iyon olan
Cl- kondiktansinin kisitlandigi durumlarda, ortalama pik
fertilizasyon potansiyelinin kontrol grubuna gbre ¢ok daha negatif
bir deJerde saptanmasi (FP, kontrol ve Cl™ kanal blokeri uygulanan
gruplarda sirasiyla ort+SE, 6.25+0.79 mV ve -4.05+1.04 mV;
p<0.05; tablo 11), bu kosullarda membranin daha kisa bir slrede
polarize konuma dénmesi ile agaiklanabilir. K* kanal blokeri
uygulandiginda ortalama FP,'nin daha pozitif bir dlzeyde olmasi
ise, benzer bir yaklagimla, zarin tekrar polarize konuma dénmesini
yani fertilizasyon potansiyel slresini anlamli olmamakla birlikte,
kontrol grubuna gbére daha uzatmaktadir.

Kalsiyum bulunmayan sollusyonda (Ca*?, grubu) ortalama FPq4
kontrole gdre anlamla farklilik gdstermezken (p>0.05, tablo 12),
Ca*?, . grubundaki ortalama FP; kontrole gdére anlamli bir uzamaya
neden oldu (ort+SE, kontrol, 15.08+1.03 dk; Ca*?, ,, 19.20%1.25 dk,
p<0.05; tablo 11). Polispermiyi 6nlemek lzere ikinci bir basamak
olan kalicai mekanik blok ic¢in gerekli kalsiyumun, yumurtanin kendi
i¢ depolarindan sadlandi§i gdsterilmis olup (4,28; Talevi’ye gbre
Dale’dan); bu bulguyu desteklemek Uzere sonu¢larimizda da hicre
digsindaki kalsiyum iyonunun elektriksel ve mekanik blok Ulzerinde
herhangi bir etkisinin olmadidi belirlenmistir. Bu bilgiler
1s1§inda, Ca'?, . grubunda saptanan FP, deki uzamanin deney sirasinda
geligen diger iyonlara ait etkilerden kaynaklandigi
distintilmektedir.

Farkli sodyum yodunluklari igeren Na' gruplarindaki ortalama
fertilizasyon potansiyel slGrelerinin kendi aralarinda ve kontrol
grubuna gdére anlamli bir farklalik gbstermemis olmasi (p>0.05,
tablo 12), sodyumun FP olugumuna direkt katkida bulunmadiga
yolundaki bulgularimizi da desteklemektedir.
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5-B-YARIKLANMA DONGUSU

5-B.1-Birinci Yariklanma Zamani (C,)

Fertilizasyon potansiyelinin basladidi andan yariklanmanin
elektriksel belirtisi olan hiperpolarizasyonun bagladigai ilk ana
kadar gecen slire olan C,’nin, baglica ortam sicaklidindan
etkilendidi bilinmektedir. Bu g¢aligmada, kontrol grubunda (ort+SE)
114.58+3.94 dk olarak saptanan C, ile oda sicakligi (22-25 °C’ler
arasinda) arasinda orta derecede ve anlamli bir iligki bulunmustur
(n=17, =-0.461, p<0.062); bu bulgumuz, sicaklik artiginin
yariklanma slresini kisaltti§i yolundaki klasik bilgileri
dogrulamaktadir (26).

TEA grubuna ait kayit sirasindaki ortalama ortam sicakligi
deferi ile kontrol grubuna ait deder arasindaki farklilik anlamla
bulundu (ort+SE, sirasiyla, 23.3+0.18 °C ve 23.97+0.23 °C). TEA
grubunda saptanan ortalama C, dederinin kontrol grubuna gdre
anlamli olarak uzamasi (ort+SE; kontrol, 114.58+3.94 dk; TEA,
130.40+3.98, p<0.05), bu gruptaki ortam sicaklidinin anlamli olarak
daha digik olmasi ile ag¢iklanabilir.

Yariklanma slresi Ca*?, ve Na*, gruplarinda anlamsiz, diger
gruplarda ise anlamli olmak lzere tum gruplarda kontrole gbre daha
uzun bulundu (tablo 21-23). TEA grubu haricindeki gruplara ait
ortam sicakliginin kontrol grubuna gbére anlamli bir farklilik
gbstermemesi, sicakligin bu gruplardaki yariklanma stresi
uzamasindan sorumlu olmadigini disindirmektedir. Bu c¢alisgmada
yariklanma sliresinin incelenecek degiskenler arasina alinmasindaki
temel nedenimiz, iyonik kondiktansin bu parametre tGzerinde herhangi
bir etkisinin olup olmadigini belirleyebilmekti. Ancak ortamda
yapilan iyonik degigikliklere ragmen yariklanmaya dek gegen sure
iginde kaydedilen =zar potansiyelinin belirgin bir degisiklik
gbstermemesi; bu gruplarda saptanan yariklanma siliresindeki uzamayi
iyonik kondiktanslar ile agiklamamizi olasi Kkilmamaktadir. Bu
distincemizi, Kline ve arkadaslarainin bir ¢alismasina ait bulgular
da dogrulamaktadir (17).
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5-B.2-Pik Yariklanma Potansiyeli (CP,)

Birinci  yaraiklanma sirasinda membranda dereceli bir
hiperpolarizasyon geligti. Bu potansiyelin en uUst dederi olan CP,
kontrol grubunda (ort+SE) -45.12+2.23 mV olarak bulundu. Ortalama
Cp, degeri, K" kanal blokeri uygulanan TEA grubunda kontrole gore
anlamli: olarak daha az negatif bir dizeye erigirken (ort+SE,
-28.63+1.86 mV; p<0.05), diger gruplarda anlamli bir farklilik
géstermedi (tablo 21-23). Yariklanma sirasinda yumurtaya yeni
membran katildidi, katilan bu yeni membranin dedigik elektriksel
6zellikler gésterdidgi ve birinci yariklanma sirasinda gbzlenen zar
hiperpolarizasyonunun, bu yeni membrana ait yuksek K*
gecirgenliginden kaynaklanabilecegdi degisik arastiricilar
tarafindan bildirilmistir (17; Klein ve arkadaslarina gdre de Laat
ve Woodward’dan). Yariklanma sirasinda artan K' kondiktansi,
membran potansiyelini potasyum ig¢in denge potansiyeline (yaklasgik
-150 mV) yaklastirmaya galigsarak hiperpolarizasyona yol agmaktadir;
K* kanal blokeri uygulanmasi ile bu kondiktansin azaltilmasi
durumunda ise, bizim caligmamizda saptandidi gibi, TEA grubuna ait
ortalama CP, deJerinin kontrole gére anlamli olarak daha az negatif
bir dizeyde kaldigi sdylenebilir (tablo 22). Bu bulgumuzu, de Laat
ve arkadaglarina ait bir calisma da desteklemektedir (17; Klein ve
arkadaslarina gbre de Laat ve Bluemink’den). TEA grubu ‘disindaki
tim gruplara ait olan ortalama CP, dederlerinin kontrole goére
anlamliy bir farklilik gbdstermemesi de (tablo, 21-23); yariklanma
sirasinda gdzlenen hiperpolarizasyonu, yariklanan yumurtaya katilan
yeni zardaki artmig potasyum geg¢irgenligiyle ag¢iklayan gdrtsu daha
da glg¢lendirmektedir.

5-B.3-Yariklanma Dénglisii (C,) ve Yariklanan Yumurtanin Membran
Potansiyeli (MP,,)

Yariklanma sirasinda geligen hiperpolarizasyonun
baglamasindan, yariklanma sonrasindaki membran potansiyelinin
tekrar stabil hale dénmesine kadar gegen slUre olan C., kontrol
grubunda (ort+SE) 26.42+1.73 dk olarak saptandi; TEA ve Ca*
gruplarina ait dederler ise kontrole gdére anlamli olarak daha kisa
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bulundu (sirasiyla, ort+SE, 17.36+1.29 dk ve 17.38+1.95 dk; p<0.05,
tablo 22-23). Calasmamizda, K' kondiktansi kisitlanmig olan TEA
grubuna ait ortalama pik yariklanma potansiyeli (CP,) de§erinin
daha pozitif bulunmug olmasi; yariklanma doénglstini kisaltarak
yariklanma sonrasi zar potansiyelinin daha kisa zamanda stabil bir
dedere erismesine yol ag¢gmig olabilir. Bu sonucu, TEA grubunda
saptadigimiz CP, ile C. arasindaki gl¢ld ve anlamli iligki de
dogrulamaktadir (n=16, r= -0.678 , p<0.01). TEA ve Ca*?,
gruplarinin yariklanmanin hangi fazini etkileyerek ortalama
yariklanma déngld stresindeki (C.) anlamli kaisalmaya neden oldudu
arastirildiginda, anlamli etkinin pik yariklanma potansiyeline
kadar gegen slUre (faz 1) Uzerinde oldudu saptandi; bu gruplarda,
yariklanma potansiyeline ait ikinci fazin sliresi ise kontrole gbre
daha kisa bulunmakla beraber, farklilik anlamli dedildi (tablo 24).

Calismamizda Na*, grubuna ait (hicreye kalsiyum girisi
engellenmedidi halde) ortalama MP,.’'nin kontrole gdre daha negatif;
Ca**, grubuna ait ayni deJerin ise (hlicreye kalsiyum girigi
engellendigi halde) daha az negatif bulunmasi (MP,., kontrol, Na‘,
ve Ca*?, gruplarinda, sirasiyla, ort+SE; -32.24+1.28 mV; -43.25+3.3
mv; -25.29+1.47 mv; tablo 21,23); yariklanmanin pik
hiperpolarizasyonu takip eden fazinda (faz 2) Na*un Ca*?*’a gOre
daha etkin oldudgunu distindirmektedir. Bu bulgumuzu, Na*, grubunda
saptanan faz 2’deki kisalmanin, Ca*?; grubundakine gb6re daha
belirgin olmasi da desteklemektedir (faz 2 slireleri; kontrol, Na*,
ve Ca*?, gruplarinda, sirasiyla, ort+SE; 13.18+0.92 dk, 7.54+1.23
dk, 9.08+1.65 dk; p>0.05; tablo 24). Klein wve arkadaslarinin bir
¢aligmasinda, yariklanma dénglstinin pik hiperpolarizasyonu takip
eden fazina (faz 2), sodyum ve kalsiyumun yanisira klor iyonunun da
etkili olabilecedi gésterilmigse de (17), bizim ¢alismamizda klorun
(SITS uygulanan gruplarda) faz 2 dahil, yariklanma dbénglsltne ait
hig¢bir parametreyi anlamli olarak etkilemedidi saptanmigtir (tablo
22,24).

Tim gruplarda, depolarizan bir potansiyel olan fertilizasyon
potansiyelini takip eden stabil membran potansiyeline (MP,) ait
ortalama deger fertilize olmamig yumurtanin dinlenim zar
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potansiyeline (RMP) gb6re daha pozitif bulunmus (p<0.05); buna
kargin, hiperpolarizan bir potansiyel olan yariklanma potansiyelini
takip eden stabil membran potansiyeline (MP,.) ait olan ayni deder
MP;'ne gbre daha negatif (p<0.05) olarak saptanmigtir. R.pipiens ve
X.laevis tdrld kurbadalarda yapilan galigsmalarda da benzer sonuglar
elde edilmigtir (29).

iyonlarain MP,. Uzerine olan etkisi arastirildiginda, K
¢ikisinin kisitlandigar TEA grubuna ait ortalama deder kontrol
grubuna gore daha az negatif (membran depolarize); buna kargin Na*,
ve Na*, gruplarina ait olan ayni dederler ise daha negatif (membran
hiperpolarize) olarak bulundu; bu farkliliklar, istatistiksel
olarak anlamli idi (kontrol, TEA, Na‘,; ve Na*, gruplarina ait MP_
degerleri, sirasiyla, ort+SE, -32.24+1.28 mV, -18.44+1.03 mV,
-44.79+4 .46 mV, -43.25+3.3 mV; p<0.05; tablo 21-22). Yariklanma
stirecinde yumurtaya katilan yeni membrana ait K* permeabilitesinin
yiksek oldugu literatlirde Dbildirilmigtir (17; Klein wve
arkadaslarina goére de Laat ve Woodward’dan). Bu yeni zara ait
elektriksel &zellik olan artmig K' gegirgenligi, MP,.'nin MP.'ne
gére daha negatif bir dizeyde kalmasina neden olabilir. Bu sonucu,
bizim galigmamizda TEA grubuna ait ortalama MP,. deferinin kontrole
gére anlamli olarak daha pozitif bulunmasi da desteklemektedir.

Caligmamizda kullanilan standart ve modifiye edilmis tam
sollisyonlar ile bloker eklenmis sollsyonlardaki fertilize
yumurtalar, néral fold asamasina kadar izlendiklerinde, morfolojik
olarak normal geligtikleri gbzlenmigtir.
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6. SONUG

Rana cameranoi tirt kurbaalarda, fertilizasyon potansiyeli
polispermiye karsi hizli fakat gegici bir blok olugturmaktadir.

Ddllenmemis yumurtaya ait membran potansiyelini temelde K*
etkilemekte iken, spermin yumurtayi aktive etmesi ile gelisgen
fertilizasyon potansiyelinde (FP) Cl- etkisi 6n plana g¢ikmaktadir;
yani K*, FP'ni klora gdre daha az etkilemektedir.

Na* FP’nin olusumuna direkt katkida bulunmamakta, dig ortam Na*
yoJunludu azaltildiinda pik fertilizasyon potansiyel (FP,)
dederini distrmektedir.

Dis ortamdaki Ca*?’un FP lizerinde anlamli bir etkisi olmayip,
kalsiyumsuz soliisyonlarda déllenmis yumurta, normal geligmesini
sirdirmektedir. Hiicre digsindaki Ca*?, polispermiyi Onleyen
elektriksel ve mekanik bloklara herhangi bir katkida
bulunmamaktadir.

Fertilize olmug yumurtanin zar potansiyeli (MPg), birinci
yariklanmaya kadar anlamli bir dedigiklik gdstermemektedir.

Birinci yariklanma sirasinda geligen hiperpolarizasyondan (faz
1) temelde K*; pik hiperpolarizasyonu takip eden ve membran
potansiyelinin tekrar stabil bir dedere dénmesini de kapsayan
ikinci fazdan ise Na* ve Ca** sorumludur.

Fertilizasyon potansiyelinden sorumlu temel iyon olan klor,
yariklanma doénglstne ait hig¢bir parametreyi anlamli olarak
etkilememektedir.

Yariklanma sonrasindaki membran potansiyeli (MP,), fertilize
yumurtanin membran potansiyeline (MP,) gdre daima daha negatif
diizeyde kalmaktadir.
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7. OZET

Bir yumurtanin bagarili olarak fertilize olabilmesi, tlrlerin
gogunda, yalnizca bir sperm tarafindan ddéllenmesine baglidir. Bu
sartin saglanabilmesi ig¢in yumurtada polispermiye karsi blok
mekanizmalari gelistirilmis olup, bunlardan ilki Fertilizasyon
potansiyeli ile saglanan gegici elektriksel blokdur. Bu c¢alismada
Rana cameranoi tiri kurbaga yumurtasindaki fertilizasyon
potansiyeli ile birinci yariklanmaya kadar olan evrede gelisen
membran potansiyel degigsimlerine ait iyonik temellerin incelenmesi
amac¢lanmigtir.

Hicre ic¢i kayit teknidi kullanilarak fertilizasyondan birinci
yariklanmaya kadar olan evredeki membran potansiyel deJisimleri
stirekli olarak gdézlenmigtir. Standart solisyon olarak % 10 Ringer
kullanilirken, membran potansiyel dedisimlerine Na* ve Ca**’nin
etkilerinin incelenebilmesi ig¢in bu iyonlara ait dig ortam
yogunluklari dedigtirilmig, K* ve Cl’na ait etkiler igin ise bu
iyonlarin kanal blokerleri kullanilmigtir (sirasiyla, TEA ve SITS).
Caligmamizdan elde edilen sonuglar gbyledir:

Déllenmemig yumurtaya ait membran potansiyelini temelde K’
etkilemekte iken, spermin yumurtayi aktive etmesi ile geligen
fertilizasyon potansiyelinde (FP) Cl- etkisi &n plana c¢ikmaktadir;
K*, FP'ne klora gbére daha az katkida bulunmaktadir. Na* FP’nin
olugsumuna direkt katkida bulunmamakta, ancak dig ortam Na*
yodunlugu azaltildiginda pik fertilizasyon potansiyel (FP,)
dederini dislrmektedir. Dig ortamdaki Ca*?*’un FP {izerinde anlamli
bir etkisi olmayip, kalsiyumsuz sollisyonlarda déllenmig yumurta,
normal geligmesini slUrdirebilmektedir. Hicre disindaki Ca*?,
polispermiyi o6nleyen elektriksel ve mekanik bloklara herhangi bir
katkida bulunmamaktadir.

Fertilize olmug yumurtanin zar potansiyeli (MP,), birinci
yariklanmaya kadar anlamli bir de§igiklik gdstermemektedir. Birinci
yariklanma sirasinda gelisen hiperpolarizasyondan (faz 1) temelde
K"; pik hiperpolarizasyonu takip eden ve membran potansiyelinin
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tekrar stabil bir dedere dénmesini de kapsayan ikinci fazdan ise
Na* ve Ca** sorumludur.

Fertilizasyon potansiyelinden sorumlu temel iyon olan klor,
yariklanma doénglstne ait hig¢bir parametreyi anlamli olarak

etkilememektedir.
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8. SUMMARY

In most of the species, successful fertilization of the egg is
dependent on being fertilized by only one sperm. In order to settle
this condition, some blocking mechanisms have been developed
against polyspermy. The first of these mechanisms is the transient
electrical block, which is ensured by Fertilization potential. In
this study, we aimed to investigate the ionic basis of
fertilization potential, and also the changes in membrane
potentials till the first cleavage period including the effects of
some ioens, in the Rana cameranoi frog egg.

Membrane potential changes were continuously recorded from
fertilization, till the first <cleavage period by using
intracellular recording technique. Ten percent Ringer solution was
used during control recordings. In order to investigate the effects
of Na* and Ca*> on the membrane potential changes, extracellular
concentrations of these ions were modified; effects of K* and Cl-
were observed by applying channel blockers of these ions (TEA and
SITS, respectively).

The results of our study were as follows:

Membrane potential of the unfertilized egg is affected mainly
by K*, but Cl° is more important than K' in generating fertilization
potential (FP), which was developed by activation of the sperm. Na*
does not contribute directly to the genesis of FP, but decrement in
the extracellular Na* concentration leads to decrement in the
amplitude of fertilization  potential. Extracellular Ca*?
concentration does not significantly affect the fertilization
potential, and fertilized eggs can complete their development
normally in Ca'?* free solutions. What is more, extracellular Ca*?
does not contribute to the electrical and mechanical blocks, which
are developed to prevent polyspermy.

Membrane potential of the fertilized egg (MP;) does not change
significantly till the first cleavage period. K' is responsible
from the hyperpolarization which develops at the time of first
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cleavage (phase 1); Ca*' and Na' are responsible from the period
following the hyperpolarization which also includes the return of
membrane potential to a stable value (phase 2).

Cl°, which is the basic ion in generating fertilization
potential, does not significantly affect any one of the parameters
involved in the cleavage cycle.
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