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Girigs

Hiicre geligme ve diferansiyasyonunun incelenmesi, lireme fizyolo-
jisinin irdelemmesi agisindan ¢ok dnemli bulgular vermektedir.

Hiicre geligme ve diferansiyasyonunun in sitv incelemmesi teknolo-
Jik bilgilerin yetersizligi nedeniyle istenilen tiim bilgiyi verememekte=
dir. Giinkii viicuttaki organ ve dokularin gogu, diferansiyasyonlarini ta-
mamlamig ve sodece bozulan harap olan hiicrelerinyerine yenisini yapma
yani rejenerasyon yetenegini sﬁrdﬁrmﬁglefdir. Dolayisiyla bu hiicre ve
dokulaerin ilk evrelerini izlemek olanaksizdir. Hiicre ve dokularin gegir-
dikleri evrelerin in vitro incelemmesi de istenilen tiim bilgiyi veremanek-
tedir. Ciinkii bu hiicre ve dokularin in vitro kiiltiirii sonucunda, bunlar
transforme olmakta ve orjinalle yakindan uzaktan iligkisi olmayapm . =
bir hiicre veya doku kitlesi meydana gelgbilmektedir.

Hiicre geligme ve diferansiyasyonunun incelemmesinde zigot, ol=-
dukga Onemli bir materyaldir. Giinkii zigotun bir hiicreli evresinden mul=-
tipl hiicre evresine kadar siiren geligimini izlemek olanagi vardir. in
vitro fertilizasyon teknikleri sayesinde fallop tiiplerinden alinan dol=-
lenme yetenegi kazammig ovum, in vitro ortamda, erkekten alinan sperm
ile déllendirilmekte ve in vitro ortamda tek hiicreden multipl hiicreye
kadar siiren gelisme evreleri izlenebilmektedir.

in vitro fertilizasyonun bagarilabilmesi, bir grup on galigmala=-
rin tamamlanmasini gerektirmektedir. Bu 6n ¢aligmalar spermin alinmasi,
spermin kapasitagyon iglemleri, ovulasyon zamaninin ve bu sirada meydana

gelen fonksiyonel ve morfolojik degigikliklerin saptammasi, ovumun alin=~



masi, in vitro ortamda spermle dbllendirilmesi, tekrar anne rahmine
nakledilmesi gibi basamaklari igermektedir.

in vitro fertilizasyon teknikleri giiniimiizde diinyanin birgok iil=~
kelerinde uygulammaktadir. Ulkemizde heniiz in vitro fertilizasyon arag-
tirmalari icin gerekli bilgi birikimi olmadigindan bu konuda galigmalar
yapilamamaktadir. Kaldyr ki in vitro galigmalarin ilk olarak insanda uy-
gulanmasindan dnce, deney hayvanlarinda.. uygulammas: bir zorunluluktur.
Literatiirlerde in vitro galigmelarda en sik kvllanilan materyaller tave
san, hamster, sigan ve fare olarak bildirilmektedir (5). Biz bu galig~
mada materyal olarak fareyi segtik.

Galigmada farenin estrous dncesi ve sonrasi evrelerini igeren
histolojik bir atlas olugturulmasi, estrous senkronizasyonu, vazekto=
mili hayven oclugturulmasi, ve bdylece in vitro fertilizasyoam uygulama-
sina gegmeden once gerekli On galigmalari tamamlayip, iilkemizde bu ko-

nunun gelisgimi i¢in atilan adimlaras katkida bulunulmasi amaglanmigtir.



GENEL BILGILER

Fare embryolojik aragtirmalarda ve dolayisiyla normal memeli embw=
yolojisinin daha iyi anlagilmasinda son derece yararli bir hayvan olarak
kabul edilmektedir (19 . Ayrica laboratuvar deneylerinde kolaylikla kul=-
lanilabilen bir memeli embryosunu, 8Zrenciye tanigtirmak igin de oldukga
kullanigli bir hayvandir (18). Fare diinyanin her yerinde kullanilmakta
olup, bakimi ve beslemmesi kolaydar. Farelerin bakimi igin yapilan bina-
larin yiizii giineye doniik, igi yazin sigak ve kuru olmali, kigin isitilma-
lidair (16)s Oda sicakliga 20-25°C arasinda bulumbalidir. Glineg almalzi,
havas1 temizlenebilmeti, zemini kuvru, i¢i aydinlik olmalidair.

Fareler, galvanize sagtan ve sik delikli kalin tel orgiidén yspile
mig kafeslerde cok kolay bakilir ve iliretilirler (16). Fare kafeslerinin
ahgaptan, plastikten ve paslammaz gelikten yapilan gegitli tipleri de
vagdir (18).

Farelerin beslenmesi igin kirilmig arpa, bugday, ezilmisg yulaf,
gimlendirilmig tahil taneleri, suv veys yagsiz siitle islatilmig kuru ek-
mek ile, yazin salata yapraklari, kigin havug verilebilir (16). Rugh'a
gore yavrular oldugu zaman yulaf ezmesiyle desteklenecek gegitli sigan,
kdpek ve fare yiyecekleri de kullanilabilir (18). Bu yiyecek, genellikle
vitaminlerle dengelenir. Farelere verilen igme suyu temiz ve taze olma=-
lidir. Tercihen gige ile verilmelidir. Su gigeleri sik sik temizlemnme- "..:
l1idir. Rugh'a gbre, suyv kendi kendine akitmayacak cam veya paslanmaz
¢elik bir tiipe sahip olan bir gige ile su devamli verilmek zorundadir

(18).



FARELERDE CINSIYET AYRIMI
Bir disi fareyle erkel fare arasindaki cimsiyet ayrimi birkag

yolla yapalebilir. Anlis ve genital papilla veye agiklik arasindaki uzak-
11k, bir erke farede bir digi fareden daha biiyliktiir.(19). Aniis ve kli-
toryus arasindaki nzaklik, anilis ve penis arasindaki uzakllgln-%—'—-—%-'
si kadardir. Exkek penisi skrotal kese veya viicut boglugu igine gekilmig
olabilir. Bu durumda fareler arasindaki cinsiyet ayriminda difer faktére
ler gtz Online alinir. Genellikle erkekler, ayni yaglardaki digilerden
daha biiyiik ve dahs agirdir. iki aylik erkeklerde ortalama 27.8 gram ve
24 aylikta 34,0 gramdir. Ayni yaglardaki digilerde ise ortalama 22.4 g-
ram ve 29.8 gramdir, Bir digi gemellikle bir erkekten deha ince uzundur.

Ayni zamanda meme bezleri daha belirgindir. Genellikle erkekler dahs

hirgin, digiler ise daha uysaldir (19).

ERGIN ERKEK FARE

Erkekte genital sistem testisler ve bunu saran skrotal kese, epi=
didismis ve ductus deferens, bogaltici kanallar (excretorik kanallar),
eklenti bezleri (aksesuar bezler), sidik-meni kanali (iiro-genital) ve
penis olmak iizere bir takim organlardan meydana gelmigtir (8, 11, 19 ).

Testisler, bu sistemin ana organlaridirj fotusda karin boglugu i-
gerisinde genital teslak lizerinde ilk geligme evrelerini tamamladiktan
sonra, ayri ayvi birer organ haline gelirler; uzunca bir zaman karin bog=
lugu igerisinde kalan bu olugumlar, dogumu takiben abdominal boglukta ve=
ya digarda inguinal bdlgede safli-sollu fakat ortadan birbirine yapigik
birer kese iginde { skrotum ve ekleri) bulunurlar. iki ug, iki yiiz ve

iki de kenero sahip olupj kenarlarindan birisi lizerinde epididismis yer-



lesmigtir (11). Epididismisy caput, corpus ve cauda epididismis olmak
{izere ii¢ kisimdan olugur. Testisleri digtan kalin ve kuvvetli bir zar
kaplamigtir; geunellikle beyaz renkli olan bu zara rengine bagli olarak
tunica albuginea adi verilmektedir. Tunica albuginea, epididismis'in
testis lizerine oturdii§u kenar boyunca testis igerisine dcgru uzunlemasi-
na bir bdlme gondermigtir; bu bdlme mediastinum testis'tir. Mediastinum=~
dan ve tunica albuginea'dan testis'in igerisinme dogru uzammig olan bag
doku trabekiilalarr (septula), testis parengimini bir takim loblara ve
bolmelere ayirmigtir. Testislerde cytogenik fonksiyonun meydana geldigi
ana doku parengim, gayet ince ve zikzakli kanallardan ibarettiry bunlar
seminifersz kanallardir. Oldukga uzun olan bu kanallar testis igerisine
yerlegebilmek icin oldukga sik ve kuvvetli kivrimlar meydana getirmig-
lerdir. Pamengimde kanallar arasindaki bogluklari, damar ve sinirlerden
zengin gevgelr bir bag doku doldurmugtur (interstistum). Seminiferdz ka-
nallar testisin bir wcunda (ceput epidisdismis®'in bulundugu ug) medias-
tinum igerisinde ag olugturacak gekilde birlegmiglerdir. Bu bdlge rete
testisdir. Neie testis®den birtakim kanallar gikar bunlar ductus effe=-
renslerdir, Twctus efferens'ler zikzakli seyirleriyle biraraya gelerek
caput epidisdismis'i olugtururlar. Caput epididismis:-igerisinde lob-
cuklar olugtnrmug olan ductus efferensler corpus epididismis'e dogru bir=-
legerek telr bir kanal haline gelirlery bu tek kanal ductus epididismis’
dir. Corpus epididismis, ductus epididismis’in meydana getirmig oldugu
bir kiitleden ibarettir. Bunun son kismi bir incelme gdsterirj bu bdlge
cavda epidicismis'dir. Caude epicdidismis, ductus epididismis'in epidi=

dismis'i terl ettigi son kismidir (8, 11). Kanal buradan itibaren duc-



tus defferens adini alacaktir. Cauda epididismis'lerden itibaren bagla-
yen ductus defferens’ler canalis inguinalis'ten karin bogluguna girdike
ten sonra, hirbirlerine yaklagarak saglissollu vesicula seminalisler'le
birlegip vreira’ys agilirlar. Seminal bezler birer boynuz gseklinde sag-
li=sollu oluvp, defferent kamallar uretrayr igerisine alirlar. Uretra'nin
altinda da prostat vardir. Pelvis'in tabaninda median olarak seyreden
{iro~,genital “onal pelvis'den ¢ikar gikmaz penis iizerine atlar.

Ergin eriek farelerde kisirlagtirma igleminde kullanmilan yontem=-
lerden birisi vazektomi operasyonudur.(3, 21). Erkeklerde vazektomi ope-
rasyonuyla, difer seksilel fonksiyonlarda kayip olmaksizin kisirlik olug=-
turulabilir (14). Bu yéntemde ductﬁs defferens'e birbirine yakin sikica
iki ligatiir zonur ve konan bu iki ligatiir ortasindan dvuctus defferens

kesilir (21). Diger ductus defferens'e de ayni iglem uygulanir.

Scrotum

Spermatic
blood vessels

Caput
epididymis

deferens

Cauda Testis
epididymis
Sekil 1, Skrotuma emsizyon. Sekil 2. Duktus deferense ligatiir ko=

yulmasi.



ERGIN DISI FARE

]

Digl ferenin iireme sistemij bir ¢ift ovaryumu, oviductlari, ute-

o

rus, bir servix, vajina, klitoral bez ve klitoryus'u kapsamaktadir( 8,19)
Ovaryumlar

Yuvarlal ovaryumlar yaklagik 2 mm gapinda olup, bdbreklerin hemen
altinda herbiri periovaryan boglukla birbirinden ayrilmig saydam ovaryan
kapsiilleriu (tunika albuginea) iginde uzanmirlar (8,19 ). Ovaryumlar dor=-
sal vilcu® dwvarindan ligamentlerle asilidir. Asici ligamentler diiz kas
lifleriyle sarili olup, bu diiz kas lifleri ovaryum o&rtiisii igine uzanir.
Diger ligamentler her ovaryumu anterior uterin boynuza bagler. Bu liga-
mentler, uvherin boynuzu ve oviduct infundibulumu yerini doldurur. Bu
ligamentler wollfian cisimciklerinin kalintisi olan epodphoron'u da kape
samaktadir. Infundibular kas ovaryum hilusuna baglidir. Her uterin boy-
nuzv serbest dorsal ligamentle (mezometrium) desteklenmekte olup, mezo=
metrium hirasz yag igermektedir ( 19).

Periovaryan bogluk, uterin tiiplin infundibulumunas ulagmanin yani
sira overyan lopsiilin ligementum ovari propriuma baglandifi ve mezotu=~
barium bélimlerinin kaynagtigi elanda, 1-1.5 mm. vzunluygunda dar bir tii=
nele benzer pasaj araciligiyla periton bogluguyla iligkilidir. Anetomik
ozelliklerinden ayri olarak bu pasaj, periovaryan bogluk ve peritoneal
kavite arasindaki sivi degigiminde rol aldigi goriilmekte ve dolayisiyla
diigiinmeye defer fonksiyonel bir dneme sahip oldugu sanilmaktadir (8).

Olgun bir fare ovaryumu, igte medullar kisma (zona vaskuloza ve
stroma) ve doka periferde kortex kismina sahiptir. Kortexte geligmekte

olan follikiil goriilebilir (19). Heniiz tunika albugiea altinda bulunan



kiiglik primer follikiiller, oositleri ve primer follikiillerin etrafini sa=-
ran follikiil hiicrelerini kapsamaktadir. On hipofiz bezinden salgilanan
gonadotropihlerin etkisiyle bir grup primordial follikiil hiicreleri ken-
di granvloze hiicrelerinde mitotik bdliinmeye ugrayarak biiyimek igin sti=-
miile edilir (4). Bu follikiil hiicreleri ilk ©once sqiiambz yapidadir. Qosit
nikleusu, krometin graniillere ve belirgin bir nuvkleousa sahip vaskiiler
bir olugumdur. Follikiil biiylirken etrafini saran follikiil hiicreleri kii-
boidal yapiya doniiglir, sonra tabaka tabaka olur ve en sonunda zona pel=-
lusida adi verilen saydam, nonselliiler follikiil hiicre sekresyonu ile
cositten ayrilix. Bu olay fertilizasyon siirecinde onemli bir rol oyna=
mektadir. Her biyilyen follikiili saran olugum, stromadaki bag dokusu lif=-
leri olup, bu olugumun tamamina teka follikiili adi verilmektedir. Folli=-
kiil bilylimeye devam ettikge, artik zengin bir kan destegine ve oldukga
gevsek diizenlenmig hiicrelere sahlp olan teka interna ve lifleri konsante
rik olarak dinilmig daha yogun teka exterma olugumlari arasinda bir ayi=-
rim yapilabilir (19). B

Follikiil bilylimeye devam eder, g¢linkii kandan temel besin maddeleri
(vitaminler) ve steroid hormonlar alinir, fakat gogu enzimler, antijen~-
ler, antikorlar ve protein hormonlari kendan saglanamaz. Hiicreler ara~
sinda kiiglik ve diizensiz bogluklar goriiliir ve bu bogluklar birlegerek
antrumu olugturur. Antrum, follikiiler sivi veya likor follikiilii ile dol~-
durvlmaktadir. Antrumun Srtiici tabakasi, stratifiye follikiil hiicrelerini
kapsamakta olup bu hiicreler graniilerdir ve bundan 6tiirii granuloza hiicre=~
leri adi verilmelrtedir. Granuloza hiicreleri, biiyliyen oositi ve kimiiliis

obphorus'u olugturmak igin zona pellusida’yi sarary protein ve hya-



luronik asit igeren matrix, spermatozoan'dan gelen hyaluronidaz enzimiy~
le eritilir. Zona pellusida, geligen ovum etrafinda toplanir. Gorevi;
ovumu besin togiyan kimiiliis hiicrelerinden daha fazla ayirmaktir. Zona,
zayif asidik bir mukoprotein materyaldir ( 19). Giinkii preoxide, tripsin,
kemotripsin, pronaz enzimleri zona'yil pargalama egilimindedirler. Folli-
kiil hiicrelerinin bir iriinii olan zonaj saydam, dayanikli, elastiki ikine
cil bir membrandir. Zona pellucidia (''zona") gdriinigte homojen degildiry
bazi bolgeler digerlerinden daha yogun boyanirlar. Granuloza hiicresinden
gelen baz: hiicresel yumrular, zona'nin yogunlagmasi nedeniyle geri c¢eki=
lir, fakat vitellin membranla olan baglanti devam ettirilir. Zona radia=
ta'dan gelen protoplazmik uzantilar, zona pellusida'ya penetre olur ve
zona, membranl arasindan ovume besin sevkeder. Zona, blastulasyon sira=
sinde 5 atilir (19). Zona pellucidia, normal bir yariklanma o&riintiisiiniin
slirdiiriilmesine yardim eder ve birbirine yakin olarak yerlegmig ovumlarin
fiizyonunu 6uler. Zona pellusidia, pronaz enzimiyle pargalanarak geligme=-
nin herhangi bir evresinde uzaklagtirilabilir, Pronaz enzimi kiimiiliis hiic-
relerini de ayirir.

Zona pellusidia gevresindeki kimiilliis hiicreleri, radyal olarak u=-
zamig hiicreler halinde diizenlenir ve bu hiicreler gogunlukla tiibiiliiye ben~
zer stoplazmil yapilarla ovuma baglanir ve bu olugumun tamamina zone ra=
diata denir. Radyal olarak diizenlenmig hiicrelerin, spermatozoa'nin ovu=-
lasyon sonucu atilmig ovuma yonelmesine yardim etmesi olasilifi vardar
(19 ). Radyal olarak diizenlenmig hiicrelerin, baglangigta spermatozoon'u
yakalamal igin yapigkan bir hedef de olugturulabildigi bildirilmigtir

(19). Begarili bir sperm penetrasyonu igin bozulmamig bir kiimiiliis'iin ge=
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rekli olduZn sanilmaktadir. Antrum, hacmini arttirdikga, biitiin follikiil
bliylir ve ovumn periovaryal bogluge atmek igin ovaryumun yiizeyine dogru
hareket eder. Biiyliyen ovum ve etrafini g¢eviren hiicrelere beraberce graft
follikiil adi verilir. Bunun ortalema gapr 500 mikronun {izerindedir. Go=
gu kez olgun ovum ve kiimiiliis hiicreleri, ovulasyondan dnce ve ovaryumdan
atilmadan Once, hacmi artmig antrum iginde serbestge yiizerken gorililebi~
lir., Bir graft follikiil ovaryum yiizeyinden bir ¢ikinti geklinde giplak
gbzle goriitebilir.
Oviduktlar

Oviduklar, periovaryal bogluklardan uterin boynuzuna uzanan tip-
lerdir (19). Bunlar transport tiinelleri olarak tamimlanir. Bu tramsport
tinelleri boyunca fertilize edicl spermatozoon bir yomde ve fertilizan
ovum diger yonde hareket eder« Her biri, periovaryal bogluk iginde sil=~
yali ve fimbriali bir infindubulumda baglar. Infindubulumun silyali e-
piteli salinmir ve bazik (pH 8.05), ovidukkal sivida bir akim olugur.
Bu ovidukkal sivi, serbest birakilmig ovumu infindubulum igine, buradan
bulbusa ve iance duvarli amhulla igine siiriikler. Ampullanin bizzat ken-
disi gok silyeli degildiry ampulla estrous sirasinda dilate olarak bii-
ylimiig bir kese haline geldifinden dolaeyi, ovumlar burada fertilizasyon
icin toplenabilir. Ampullaj basit, zayif, silyasszz epitelle &rtiilmiig
oviduktun, sik1 bir ilmek yapmig tiipiiyle devem eder. Oviduktun ikinci
ilmegi, ovum transport ederken her 12~16 sn. de bir peristalfik kont-
raksiyonlar pgBsterir. Ilmek yapmig bu tiip, uterusun sefalik ucundan
dig merkezli ve igine projekte olacak tarzda, bir uterin boynuzuyla

birlegir. Oviduktun tamami diiz kas lifleriyle ortiilmiigtiire Bu diiz kas
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liflerindeh olugan kisim, ovumu uterusa siirilklemeye yardim eder. Oviduk=
tun spesifi' bir miskiiler kontraksiyon oriintiisii oldugu sanilmaktadir (19).
Bu spesifik miiskiiler kontraksiyon oriintiisii, ovumlar agagiya dogru yonels:
dikge, bunleri yonlendirmeye yardim eder. Keza, ovumlaran iistiinde oviduke-
tun gland’iler hiicrelerinden depo edilmig, digtaki zona pelusida'y:i kap=-
layan bir miikdz tabaka vardir. Bu miikéz, implantasyon sirasinda ovumla~
rin uterin boynuzuna yapigmasina yardim edebilir (19). Yapigma, esas
saldiriden birkag saat nce clugabilir.
TYterus

Uterusy iki tane boynuza, bir kaudal kisma ve bir de boliinmemis
korpus uvteriye sahiptir (19). Diger bir deyigle, gok kisa sapli "Y" gek=
linde bir olugumdur. Uterus dokusunun bhilyiik kismi miiskiilerdirs iterus
daha dista longitidunal bir diiz kes lifleri tabakasina ve daha igte sir-
kiiller diiz kas 1ifi tabakasina sahiptir. Uterus kivrimlarinin ortiiclii ta=-
bakasi, sayisiz spiral tiibiiler uterin bezlerine sahip basit prizmatik
epiteldir. Lemina propria, lenfosit kimeleri gibi biiyiik yuvarlak gekir=-
deklere sahip, Kiiglik polihedral hiicreler igermektedir. Endometriyum, ge-
be olmayan hayvanlarde lamina propria, Ortiicii epitel, uterin bezleri ve
birgok kan damarlari igeren gergek bir mwkozal tabakadir. Endometriyumun
kiiglik polihedral hiicreleri, gebelik sirasinda plasentanin biiyiik desidual
hiicrelerine doniigiir. Uterin lumen sivisi, gevredeki peritoneal sividan
biraz daha alkalidir.

Endometriyumun periferalindeki myometriyum; kompaktsirkiiler kaslar,
kan ve lenf damarlariyla gevrili gevgek bir bag dokusu tabakasi ve son

olarak longitidunal kaslar igerir. 7Jterusun en digtaki Ortiigii tabakasi,
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uterin boynuzlari genig ligementlere baglayan gergek bir membrandir.

Bunlarin kaudal uglarindaki iki boynuz, sadece longitidunal kas
ve konnektif Joku iceren bir septumla ayrilmigtir. Kiiboidal hiicrelerle
ortiilmiis bu bdlgede implantasyon igin gerekli doku elementleri bulunmaz.
Her iki tavafta tuzak gibi bir begluk olugturmek igin vajinal duvarlarla
kaynagmig olan lkorpus vterinin middorsal ve midventral duvari, kisa va-
jina ig¢ine uzanir. Uterusun vajinaya agilmasi, g¢ok katli yassi epitelle
ortiili servil's lizerinden gergeklegir.

Tterus maximum biliyiikliigline 2.5-5 aylikken ulagir. 5 aylikken
RNA/DNA oreni maximumdur. RNA igerigi, uterusun sivi igerigi ve sentez
edilmig protein miktariyla iligkilidir. Bir gebe uterusundaki DNA ige=
rigi, gebeligin 15. giiniinden itibaren artar ve sonra 1400~1700 mikro-
gram diizeyinde kalir (19). Ilk gebelik, uterusun en son olgunlagmasine
neden olur.

Vajina, Klitoryus ve Klitoral Bezler

Vajina, donglisel degigikliklere ugrayan stratifiye squamdz epilé
telle oreiiliidiir (9 ,19)s Vajinanin miikoz membrani, bezlerde bulunmazy
lamina propria vaskiiler ve fibrézdiiry ince miiskiiler tebaka, hem sirkii-
ler ve hemde longitidunal lifcikler igerir. Vajina, dorsoventralde yas-
silagmigtir. Vajinanin exterior'a agilimi, klitoryusa antetior ve erke=
gin penisine homolog olan fakat ercktil doku igermeyen vulvadir. Dore-
salde uretraya ve lateralde iki klitoral beze agilan kiiglik bir klitoral
fossa vardire. Klitoral bezler, herbirinin tek bir kil follikiillii igerme=
si ve yagimsi bir sekresyon olugturmasi diginda, erkegin siinnet derisi

bezlerine egdeferdir (19).
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Meme Bezleri

Fere, {i¢ tanesi torasik ve iki tanesi inguino-abdominal olmak ii-
zere beg ¢ift meme bezine sahiptir (8,19 ). Digi farede bu meme bezleri
estrousa bagli olarak degigikliklere ugrar (12 . Yagem dongiisiiniin degi-
sik evrelerinde farenin meme bezlerinde goriilen degigikliklerle ilgili
ayrintili aragtirmalar Turner ve Gomez (1933), Cole (1933), Gardner ve
Strong (1935) ve Fekete tarafindan yapilmigtir (12 . Bezler erkekte ge~
ligmemigtir (19).

ESTROUS DONGUSU

Farelerde &strous dongiisiiniin siiresi 5-5.5 giindiir ( 9,17). Bu sii=
renin 4.5=5 giin de olabilecegi bildirilmektedir (19). Estrous déngiisiin-
deki degigilklikler diurnal 1sik dongiisiiyle iligkilidir ve deneysel ola-
rak degigtirilebilir (19). Diurnal yanmity gdzlerle M.S.S. ile ve/veya
anterior hipofiz beziyle kontrol edilebilir,

Matvrasyon ve estrous evreleri, vajinal simir analizleriyle sap-
tenabilir (9 , 17, 18, 19). Estrous dongiisiinde goriilen baglica normal
evrelers Jliesirus, proestrus, eakrdm estrus, estrus,ppst estrusdan olug=-
maktadir.

Estrous ddngiisii sirasinda vajipada gdzlenen degigiklikler

Diestrusta vajinal epitel, 3-7 sira hiicreli bir malpighian taba-
kasi igermekte olup lokositlerle giddetli olarak infiltre edilmigtir
(9). Yani vajinal simirde hemen hemen yalniz ldkosit goriilmektedir (19).
Bu evrenin soauna dogru epitel proliferasyona baglar ve ldkositozis bi~
terken ¢ift tebakali goriinim olugur. Diestrusun siiresi 2-4 giindiir (19).

Proestrus evresinde vajinada bir stratum granulozum geligir ve bu, est~
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rous yaklagiilrge bir stratum korneuma dénligiir (9). Proestrusta vajinal
simirde, yalklagik egit sayilarda hem lokositler ve hem de ¢ekirdekli e~
pitel hiicreleri goriillebilir (19). Vajina yiizeyinde kalan kornifiye hiic-
reler dagitilir ve deskuamasyon @strousun ikinci yarisi we pogtestrus
boyunca devam eder. BOylece epitelin yiiksekligi diizenli bir bigimde a=-
zaltilir (¢), Proestrusun siiresi 1~1,5 giindiir. Daha sonraki earip estrus
evresinde vajinal simirde, bazilari belirgin cekirdekli olan oldukga faz=
la miktarda epitel hiicreleri goriilmektedir. Siire 1-3 giindiir, Estrous ev=~
resinde ise, biiylik squaméz tipte gekirdeksiz epitel hiicrelerine rastlane
maktaedir. Siire 1-3 giindiir. Pestestrous,hemen hemen egit sayilarda loko=-
sit ve epitel hiicreleri igermesiyle karakterizedir, fakat epitel hiicre~
leri biiylik ve kivrilmigtir ve yari geffaf gekirdeklidir (19). Vajinal
duvarda olugen degigiklikler dongiisii, 1okositlerin déniigliyle yinelenir.

Estrous dénciisi sirasinda vterusdaki degigiklikler

Diesvins sirasinda fare uterusu kiigiik, avaskiiler olup, dar ve
uzun bir limene sahiptir (9). Lumeni basit prizmatik epitelle dSgenmig-
tir. Mitozlar geg diestrusta ve erken proestrustaki farenin endometri-
yal bezlerinde ¢ok sik olugur (9).

Proestrus sirasinda uterin boynuzlar suya benzer ve pihtilagma=-
yan bir siviyla doler ve bunlari dogeyen prizmatik epitel hiicreler kii-
boidal yapiya doniigiir.

Estrus, kavum uteri epitelinde olugan dejenerasyon olayiyla be=
lirginlegir, Bunlar; bazal membran kaybini, vakuolar dejenerasyonu ve
l6kosit invasionunu igermektedir. Tterus dokiilmesi olugmaz ve dejeneras=-

yon onarma olayiyla ilgili degildirj mitoz ya hig goriilmez veya gok az
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olugur. Stromeds ve kiigik bezlerde dejeneratif degigiklikler goriilmez.
Post estrus evresinde, dejenerasyon ve rejenerasyon birarada olu=
sur ve uterns hizla diestrusun tipik kogullarina doner.

Servixdeki defigiklikler

26riildigl kaderiyla farede estrous dongiisii sarssinde servixin
yapisinda herhangi bir belirgin degigim olugmaz (9g).

Ovaryur ve ovidvktlardaki defigiklikler

Ferenin oviduktlari diger iireme sistemlerinde bol miktarda bulu=-
nan periyocil lokositlerden etkilemmez. Bununla beraber uterin tipleri,
pogtestrus ve cpksn diestrus sirasinde epitelde dejeneratif degigiklike-
ler gésterirler (9). Proestrus evresinde follikiiller 1ikdr follikiilii ile
bilytimtigtiir ( 3C0 M). Biraz mitoz goriiliir. Estrus evresinde follikiiller
350 M gepindadir. Ovulasyon: ovidukt biiylimiigtiir. Germinal epitelyum ve
follikiil hiicrelerinde mitoz goriiliirs Plazma progesteronu maximumdur (19).
Erken posgtesiwusta korporalutea, oviduktta ovum gdriiliir, bazi follikiil-
ler ise atresi olur.QGeg:pestestrusta korpora lutea biiyliry ovum uterusa
hareket eier. Germinal epitelde biraz aktivite gdzlenir. Diestrus evre=-
sinde ise follikiiller gelecek ovulasyon igin hizla biiyliimeye bagler.

Menstruel .[0ugl sirasindaki hormonal degisiklikler

Biginin cinsel yonden aktif oldufu yillarda her ay tekrarlayan
ritmik defigiklikler vardir (13. Gergek menstruasyon ﬁangﬁsﬁryalnlz ka=-
dinlarda ve wmaymunlarda meydans gilir. Ilk menstrual ddngii puberte gagin-
da bagler (2). Pubertedern 6nce ovumlar kiigiik follikiiller geklinde overler=
de pomiilmiiglerdir, Menstrual dongli tamamen hipofiz 6n lobu tarafindan sal-

gilaman goucdotropik hormonlarca diizenlenir. Gonadotropik hormonlarla uya=
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rilmayan overyummlar highir faaliyet gdstermezler (13). Bu hormonlar fol-
likiil stimnlating hormon (FSH) ve luteinizing hormon (LH)'dir. Puberte=-
den 6nce bu hormonlar yeteri kadar salgilanmadiklarindan gerek overlerde
ve gerekse testislerde bir degigme goriilmez (2, 13). Puberteden itibaren
hipofiz @n lobu tarafindan gok miktarda salgilanan FSH a2z miktarda LH
ile beraber overlerde follikiilin olgunlagmasini uyarir ( 2, 6,13), Digi-
lerde FSH, her domglide bir, bazen iki veys daha fazla follikiilii de ayn1
anda uyarabilir, Uyarilan follikiil geligme ve biiylineye baglar. Bu suret=
le primordial follikiil biiyiir ve olgun bir follikiil haline doniigiir. Bu
olgun follikiil "graft follikiil" diir. Bundan sonra, olgunlagan bu folli=-
kiildeki teka interna ve granuloza hiicreleri tarafindan estrojenler sal=-
gilanir. Estrojenlerin ve Ozellikle estradioliin etkisiyle endometriyum
kalinlagir ve damardan zengin bir hal alir. Bu esnada kana gecen estro-
jenler FSI salgisi iizerine kuvvetli inhibitdr bir etki yaparak bunun
salgisini azaltirlar. Bundan sonra LH salgisi artar. LH olgunlagmig fol=-
likiil tizerine etki yaparak onun gatlamasini ve ovumun follikiilden dagara
¢ikmasinl saglar. Bdylece ovulasyon olayi meydana gelmig olur. Sonra o=
lugan korpus luteum progesteron hormonu salgilar. Progesteron endomet=
rivmun sekvetvar ve fertilize olan ogumun nidasyonunu saglayacak ve bu~
nu koruyacak bir duruma hazirlar. Ovum fertilize olmazsa korpus luteum '’
kiigliliiry progesteron salgisi azalir ve oviilasyondan sonra uterus epiteli
yikilir, \

Farelerde overlerde meydana gelen degigmelerle beraber vajende
de 8strojenil: hormonlarin meydana getirdigi degigmeler olur. Graft fol-

1likiili olgunlagmaya baglamadan once vajinal sipirde lokosit, az miktarda
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mukus ve muirlevslari bulunmayan karakteristik yassi hiicreler goriiliir.
Graft follil-iild maximum hocmine erigtifi zaman ve en fazla hormon salgi-
lamaya bagledigi en vejinal simirde lokositler goriilmez, fakat mukus ve
niiklevssiz birgok hiicreler goriiliire Fertilizasyon olugmazsa biitiin doku-
lar estrvstan Onceki (proestrus) durums dénerler, fakat menstrussyon o-
lugmaz. Overleri gikarilmig farelere estradiol giringa edilirse degisme~
ler meydana pgelir. Bunden dolayi vajinal simir y6ntemi estrojenik hormon-
larin tayininde de degerli bir yéntemdir (2).

Cverlerden salgilanan hormonlar meme bezlerinin geligmesini sag-
lar. Estrojenler,kanallarin ve progestin ise lobiillerin geligmesini u-
yarir (2),

Gebelilr olugunca korpus luteum kiigiilmezj biiylimeye devam eder ve
daha fezlz progesteron salgilar. Progesteron ovulasyonu onler ve menst=
ruasyon donugiisi kesilir (2).

HCG' in hiyoclojik etkisi

Plesentadan bir gonadottopin hormon salgilanir. Ancaek plasenta
tarafindan selgllanan gonadotropik hormon, biyolojik etkisi yoniinden
hipofizin calgiladigi gonadotropik hormondan farklidir. Bu luteinizing
hormone (L#) benzer (2). Bu hormonun en &nemli gbrevi, menstruel dongii~
niin sonvnde 7noxmal olarak olugan korpus luteum gerilemesini &nleyerek
progesteron ve 8strojenin daha fazla miktarlarda salgilammasini sagla=-
maktadir. Duv agiri miktarda salgilanan hormonlar endometriyumun gelig-
meye devai etmesini ve menstriumde olandan daha fazla besleyici madde~
nin depolammasini saglar. Sonug olarak normal cinsel dongii 31réslnda

olugan endonetriuvma ait decidua hiicreleri aktif hale geger ve blasto=-
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sitin yuwvalenmasindan hemen sonra besleyici decidual hiicreler halini -
alir (13).
OVULASYON

Ovelasyon, olgun ovumun follikiilden perioveryal bogluga atilmasi-
dir. Bu olay 30-45 dakika siirer. Genigleyen amtrum igindeki sivi yani
likdr follikiili, folllkiiliin yarilma zamani yaklagtikga daha vigkoz olur.
Preovulasyon degigiklikler sirasinda, ovumun nilkkleer membrani kaybolur
ve dagilmis kromatin graniilleri kiigik, yogun kromezomlar halinde birara=-
ya toplaniv. Birbirinden farkli birgok hayvan hiicrelerindeki bir ovumun,
gogunlukla seuntriollere veya astral gizgilere sahip olmadifi goriilmekte=
dir. YineJde bir igcik olugur ve heniiz biraraya gelmis kromozomlar (tet=
raploid) ekvatoryal plak boyunca iki sira halinde dizilirler. Sonra kro-
mozom ¢iftleri boliinlir ve herbir ¢iftin iki dyesi zit ifcik kutuplarina
dogrv hareret ederler. Bir kutup, kromozomlariyla birlikte birinci po-
lar cismi olugturuxr. Birinci polar cisim her zaman gériilemediginden,
bunun ya2 perivitellin bogluga kagtigi veya pargalandigi veya sitoliz ol=-
dugu sanilmaitadir. Geride kalan diploid sayidaki kromozomlar ikinci

polar cismi verecek olan diger boliinmeye hazirlamir. Ikinci polar cisim

igcigi, ovulasyon anina kadar gekillenir ve fertilizasyona kadar metas. .-

fazda kalair (19.

Hem olgun follikiil gevresinle ve hem de ovaryum medullasinda kan-
la dolmug genis demarlar goriiliir. Her ovumung granulozaz hiicrelerinden,
gerilmig tunika albuginea'dan ve daha fazla yassilagmig germinal epi-
telden cecerek kopmasi zorunludur. Periovaryal bdogluk hiicrelerle, si-

vilarle ve ovumla doldurulmug olur. Kopma bslgesinin kargisindaki teka

™
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interna ve granuvloza hiicreleri, sivi basincindaki azalma ve follikiil kole
labsi nedeniyle kivrimler igine atilabilir. Kisa bir siirede tek bir ovar-
wyumdan infundibulum bdlgesinde birikmek lizere yaklagik 10 tane ova atila-
bilir ( 19. Birgok infundibulum silyasi, olgun ovumu fertilizasyonun o=
lugtugu ovidukt ampullasina transport eder. Likér follikiiliiniin kalinligi-
nin &z olmesl nedeniyle ova bir yiginla birlikte siiriiklenir.

Normal bir digi farede estromsun baglama zameni, karanlifin bag-
lamasindan 4-6 saat sonradir. Ovulasyon, estrousun baglamasindan 2-3 saat
sonra olugur. BOylece her iki olay da diurnal 1gik dongiisiiyle iligkilidir
ve divrnel 1g1k dongiisiinlin degigtirilmesiyle estrousun ve dolayisiyla o-
vulasyonun baglama zamani degigtirilebilir. Genellikle ovulasyon, gece
yarisinda ve bazan normal kogullar altinda saat 2.00 ile 4.00 arasinda
olugur. Ikinci oosit metafazda bazan 6 saat kalir ve sonra 12 saat siiren
anafaz evresine ve sadece 0.2 saat siiren telefaza girer. ikinci polar .
¢ismin ayrilmasi fertilizasyon zamenina baglidir. Son bdliinmenin yaklag=-
tigin1 gosteren ilk igaret kromatinin yogunlagmasidir. Kromatin, ovulase
yonun oldugu gece normal karanligin ilk saatlarinda goriilebilir.

Ovaryan follikiiliiniin kirilmas: farede gbzlenebilir bir kanamayla
11igkili degildir. Follikiil duvarinda sadece kiigiik bir aralik kalmaktadir.
Fakat sivi kaybini izleyen gerilim kaybi, korpus luteum adi verilen kiigiil=-
mig ve gérevini yitirmig olan follikiiliin olugmasindan yaklagik 2 saat son=~
ra, zarari onarmak igin gevredeki kan kapillerini uyarir. Teka interna
hiicreleri, geride kalan granuloza hiicreleri ile beraber follikiil icgine
projekte olur. Bunlar orjinal antrumu zapteden radyal olarak diizenlenmis

trabekiilay1 olugturmak igin derhal kapiller ile sarilir. Daha sonra hiic=
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reler sarimtirak bir lutein maddesiyle doldurulur. Bu degigiklikler,
kapillerlerin bliylimesinde oldugu gibi, hem teka interna ve hem de gra-
nuloza tabakalarinda aktif hiicre proliferasyonunu gerektirir. Granuloza
hiicrelerinden lutein hiicrelerine -trnsformasyon basamak basamaktir. Eo-
zinofilik stoplazmaya sahip lutein hiicreleri,biiylik ve polihedral ikenj
siyah boyanan gekirdege ve bazofilik stoplazmaya sahip granuloza hiic=
releri kiigiil-iiir,

Korpus luteum,ovemunn 'sslivérmfigbir follikiilin yerine ortaya gi~-
kar (19). Bir ovaryumda, bbyle cok sayida lutein kiitlelerinin varligi,
daha sonraki oviilasyonu inhibe etmez ve bunlar olgun follikiile sahip
bir ovaryumde goriilebilir. Aktif olarak sekresyon yapan korpora lutea-
nin varlifl, serbest blastositlerin devamli olarak beslemmesi igin ge-
reklidir ve korpora lutea ovumun dejenerasyonunu dnler. Bununla beraber,
estrous yal'lagtikga korpora luteanin yag ve lipoid igerigi artar ve li=
pid graniilleri kabalagir. Diger bir deyigle, ovulasyondan sonra, onceki
korpus luteumdan gelen ¢ok az lipid vardir. Fertilizasyon olmazsa, kor=
pora lutea peride sadece fibroz ve yaj dokusu birakarak 10-12 giin igin-
de dejenere olmaya baglar. Dejenerasyon, gogunlukla ovumun bizzat kendi-
sinde bhaglar ve gevre hiicrelere ve dokulare yayilir. Ovum ve g¢ekirdegi
bigimsiz konfiglirasyonlar gdsterebilir. Zone pellusida heniiz olugmugsa
yok olan follikiil etrafinda bir halkas olarak kalir. Vitellin membran o~
vumdan kendi. kendine ortaya gikarj zona pellucida gevredeki follikiil
hiicrelerinden gelir. Kimiillis o6forvsy follikiil hiicreleri, asidik muko-
polisakkarid, bir interselliiler matiix, hyaluronik asit ve protein iger=-

mektadir. Xorona radyata, kimiiliis hiicrelerinin en igteki tabakasidir.



Superovulasyon

Puberte Oncesi ve sonrasi fareler, gonadotropik hormonlarle muame-
le edilmeleri sonucu, ¢ok sayida yumurtalarin ovulasyonuyla lgonuglanacak
bigimde yanit olugturabilirler. Bu claya superovulasyon adi verilmekte=
dir (15).

Bu konuyla ilgili literatiir tarsmasinda, en eski tarihli olarak
Runner ve arkadaglarinin 1953 yilinda yaptiklar: bir aragtirmayi igeren
literatiire ulagabildik (20). Bu literatiirde siiperoviilasyon konusunda ya=
pilan ilk aragtirmelerin Smith ve Ergle tarafindan 1927 yilinda yapildi-
gina deginilmelrtedir. Runner ve arkodaglari farelere 1 I.U. PMS (pregnent
mare's serum)'yi bir follikiil stimiile edici hormon olarak deri altina
zerk etmigler ve 35 saat sonra ayni hayvanlara intraperitoneal olarak
2 1.8. HCG (humen koryonik gonadotropin) zerk etmiglerdir. Aragtirmanin
sonucvnda zerk igleminden 12-16 saat sonra ovulasyonlarin meydens geldifi
gézlenmigtir. Daha sonreki yillarda da bu konuyla ilgili aragtirmalar
devam etmis olup, en yeni literatiir olarak Ackerman ve arkadaglarinin
1984 yilinds yaptiklari aragtirmay:r igeren bir literatiir elimizde bulun=-
maktadir ( 1). Ackerman ve arksdaglari, estrouslarim» rastgele segtik-
leri digi farelerde .siiperovulasyon olugturmek igin, 5 I.U. PMS'yi intra=
peritoneal enjeksiyonlarla vermigler ve bu enjeksiyondan 48 saat sonra
5 I.9. HCG' enjekte etmiglerdir.

GIFTLESME

Digi fare, diger birgok memelilerde oldugu gibi (antropoidler ve

insanlar diginda) sadece ovumun olduZu veya fertilizasyon igin hazir-

landig1 estirous sirasinda giftlegir ( 19),...Estrous genellikle gece ya~
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ris1 bagladigindany gifklegme yaklagik olerak gece saat 2.00 da en yay-
gindir. Bunnnla beraber, ¢iftlesme bazi durumlarda sabshin erken saatle=-
rinde veya akgamin geg saatlerinde olugubilir. Bu nedenle embriyonik veys
fertilizesyon yagini-: hesaplemadaki zaman degigkenligi azaltilabilir.
Fertilizasyonla sonu¢lanan akgem giftlegmeleri biiylik bir olasilikla bir
sonraki ovulasyona kadar digi genital sisteminde spermatozoa kalmasina
baglidir ve fertilizasyonla sonuglanan sabah ¢iftlegmeleri, ovumun ovi=-
dukt ampullasinda bulunmasina baglidir. Pratikte, sabah saat 8.00'den
8.45'e kadar cgiftlegtirme iglemi yapilmesinin en vygun oldugu sanilmak=-
tadir (19). Clinkii, bu andaki g¢iftlegmelerle, 68 saat 8nce ovule olmug
olgun ovumlari yakalamak miimkiin olabilir. Gece giftlegmeleri ise 2 saat
veya daha 2z bir siire yerine, 16 sa2atlik bir zaman araligi verir.

Genellikle bir erkek fare, beg veya alti digi fare bulunan bir
kafese koyvlur ve 45 dakika sonra buraden alinir (19) Bagariyla sonugle=
nen bir giftlegmenin kaniti bir vajinal plak olugumudur (39). Vajinal
plaky erkefin vezikiiler ve pihtilagtirici bezlerinden gelen sekresyonla-
r1 igermeliedir (17,19). Bu sekresyonlar, diginin vajinal orifisini ti-
kayarak bir sivi pihtisi olugumune neden olurlar.

Plak, vazektomize erkek farelerle de olugturulebilir (19). Vaji-
nal plsl, genellikle mekaniksel baskinin vajinal mukozay:r ve uterin liga-
mentlerini tohrip edebildigl orandasertlegir. Bu kisa siireli giftlegtirme
deneyleri, ortalama %6.98 vajinal plak elde edildigini ve bunun %92.4°
niin gebelikle sonuglendifini gdstermigtir. Cinsel yonden denemmig erkele
fareleriny estrousun degigik evrelerinde bulunan digi fare gruplariyla

rastgele ciftlegtirilmesi sonucunda ortalama %8.5 oraninda bir plak olu-
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sumu bagarilabilir. Erkek farelerin ve digi farelerin cinsel yonden de-
nenmedigi, fakat cinsel ybnden olgun (10 haftalik) olduklari durumlarda,
plak olugms yiizdesi ortalma %3.5 kadar diiglik olabilir. Kuramsal olarak,
cinsel yénden olgun bir grup diginin sadece yaklagik %10 kadari giftleg~
me zameninda estrousta bulunabilir, bdylece erkegi kabul eder. Vajinaya
glren spermatozoa, dakikalar iginde ovidukt ampullasina ulagabilir, fa-
kat spermatozoalar fertilize etme yeteneklerini koruduklarindan dolay:,
ciftlegme ile ovumun fertilizasyonn arasindan sekiz saat kadar bir za=-
man gegebilir (19).

Giftlegme, digi genitalinin erkek tarafindan aktif olarak tema=-
sinl ve alt omurga kemifine dogru bir yayilmayla digide olugan direng
kaybini igerir. Bir ejakulatta 60.000.000 spermin depo edilebildigi bil-
dirilmigtir ( 19 . Normal kogullar altinda giftlegme, ovulasyonden 5 sa=-
at dnce olugur, fakat ¢iftlegme,ovulasyonu izleyen 8 saat-iginde de ola-
bilir.

mahminen sadece 100 veya biraz daha fazla spermatozoa, ddllenme-
ye hazir ovumu dbllemek amaciyla ovidukt ampullasina ulagmay: bagarmak~
tadir (19).

Spermatozoanin ampullaya ilerlemesine, ovidukt duvarinin peris=-
taltik as hareketleri yardim etmektedir. Sperm, servixten empullaya
15 dakike icinde gegebilir.

FERTILIZASYON

Spermatozoanin, zona pellusidia-igine penetrasyonu, fertilizas=-

yon iglemini olugturan bir grup olayin ilkini olugturmaktadir ( 7). Da-

ha sonra spermatozoan vitellusa girer, digi ve erkek proniikleuslara
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birlegerel tek bir birim olugtururlar ( 7). Ovum birinci yariklanmaya
ugradigs en, fertilizasyon iglemi tamamlanir. Tim iglem, ovumun d&llene-
bilme yetenegini 15 saat kadar koruyabildigi ovidukt ampullasinda meyda-
na gelir (j9). Aktivasyon olayi, durdurulmug ikinci mayotik bdliinmesini
tomamlemesi igin ovumu stimiile eder. ikinci mayotik b&liinmede durdurul=-
mug ovum, haploid sayida kromozoma sohiptir ve singamy islemi normal dip-
loid sayida kromozom olugmasinmi saglar. ikinci polar cisim olusumu, 2
saat kadar wvzun silirebilir.

€ Ovum, biraz yapigkan bir sekresyonla gevrili oldugundan, sperma-
tozoanlar birarada kiimelenmeye galigirlar, fakat goriildiigii kadariyla kii~
melenme fertilizasyon olayini engellemez. Bununla beraber, kiimiilis o0&~
forus hiicrelerinin ve zona pellusidianin, fertilizasyondan 8nce olugen
bir grup cegigikliklere ugramasi zorunludur. Zona pellusidia, gergekte
homojen fakat farkli yogunluklara sahip diizensiz bdlgedriyle tobakalan-
m1lg ve hem igteki ve hem de digtaki ylizeyleri pliriizlii bir matrixdir.

Zona pellusidia, ampullada iken biiyilk bir olaesilikla hyalurinidaz enzi=-
minin etlisiyle birkag saat sonra pargalanmir. Kimiiliis hiicreleri, zonada
gomiili halde bulunan uzantilara sahiptir. Korona hiicreleri, zona kanali-
kuliden stoplazmlk uzantilarini geri ¢eker. Esas olarak bir uzantilar ve-
ya yumrularin, ovem yiizeyl ile yumru geklinde baglantilari vardir ve ge-
ligmesi sirasinda ovuma besin tagidifi sanilmaktadir (19). Ovum kortexin=
den uzanaun mikrovilluslar da zona'yn girer. Hem follikiil hiicrelerinden
ve hem de milrovilluslardan gelen bu uzantilar birinci polar cismin atil=~
masl ve perivitellin boglugun belirginlegmesi sonucu geri cekilir. Birin=-

ci polar cismin atilma noktasinda ve sperm baginin girig yerinin kene-
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rinde ¢ok sayida mikovillus oldugu goriiliir. Spermin kiimiiliis ve zane pel~
lusidia iginden geg¢mesi, yaklagik 1 saat kadar bir silire alair.

Yiizeye parelel olarak uzammig olan ikinci polar cismin olugumu
igin gerekli olanm igcik, 90 derece dondiiglinden dolayi, ifcigin bir kutbu
ylizeye yoin ve diger kutbu ovumun igindedir. Polar cisim biraz stoplaz-
maya sahiptir,

Bir digil, vazektomili bir erkekle giftlegtirildikten 1.5=4.5 saat
sonra periovaryal bogluga,; ampullaya, ovidukta veya uterusa semenin 2.8
gauge' lulr bir ifneyle enjekte edilmesi sonucu yapay olarak déllendirile-
bilir (19).

Ovidukt ampullasinda bulunan aktif bir spermatozoan, fertilizas=-
yon yetenefini 8 saat korur ve genellikle tek bir diginin tim ovumlari
giftlegmedén & seat sonra fertilize edilmektedir. Gecikme, kiimiiliis hiic-
relerinin lraginilmaz olan olgunlagmalari nedeniyledir. Bazi sperm=-ovum
birlegmesi giftlegmeden 15 dakika sonra meydana gelmektedir. Siganlarda
oldugu gibi farelerde sperm kapasitasyonunun gerekli oldugu konusunda
bir kanit yoktur (19).

Ovumun d8lleyici sperm tarafindan aktivasyonu, penetrasyondan 1-2
saat sonra olugan spermatozoan baginin biiylimesinden 8nce baglar. Ea ig=-
lem meydens gelirken, bagin kromatin elementleri kisa bir siire kaybolur.
Bagin gigmesi posterior ugtan bagler ve arteriora dogru ilerler. Sonugta
olugan proniikleusun hacmi, orjinal hacmin birkag yiiz katidir ve genel=-
likle digi proniikleus hacminin iki veya ii¢ kati kadardir. Her iki pro=-
niikleus.da ¢ift duvara ve her zaman ayni bigimde olan saf graniillere sa-

hiptir. Penetrasyon olayi ile erkek proniikleusunun olugumu arasindaki
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slire, difer kemirgenlerle kiyaslandifinda farelerde kisadir fakat penet=-
rasyon ile birinci yariklamma arasinda gegen siire diger kemirgenlere go-
re daha uvzundur.

Fertilizasyondan sonra zona pellusidia, ovuma yaklagik olarak 11&
mikronluk bir sap vermek igin genigler. Giinkii ovum, yaklagik olarak %15
kedatr kiiglilmeye baglamigtir ve ovum ile zona pellusidia arasinda perivi-
telin bogluk diye adlandirilaem bir bogluk goriilmeye baglamigtir. Bazan
bu boglukta birinci polar cisim goriilebilir. Sonra ovum stoplazmasinin
koplirme hareketi baglar.

GEftlegme olayindan 6 saat &nce hem erkek ve hem digi proniikleus~
ler1i goriilebilir, Niikleus, gikintili bir niikleoluse sahiptir. Her iki
proniikleus, fiizyona ugramadan once DNA sentez ederler. Bunlar RNA igermez=-
ler ve belirgin asidofilik niikleouluslara sahiptirler. Her bir proniikle-
us, ovumun merkezinde kargilagmak igin birbirine d@gru ilerlerler. Fer~
tilizasyonun,proniikleuslar hemen hemen temes helindeyken ve birinci ya-
riklamma igciZi olugtugunde tamemlandigi diiginiilmektedir. Bérinci yarik=-
lanmadan dnce, proniikleus membranlari yok olur, ayri ayri kromozomlar

olugur ve longitidunal bigimde dizilirler (19).
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GEREGC ve YONTEMLER

Deney hayvanlari

Ortolesma, 25-30 gram agirligindaki 50 tane geng eriskin (3=4 ay=-
11k) digi beyez findik faresi (mus musculus var. albinus) ve ortalama
25=30 grem agirligindaki bir tanesi vazektomi yapilmig 3 tane geng erig-
kin erkek beyaz findik faresi (mus musculus var. albinus) bu aragtirma
i¢in kullanilmigtar.

Ortamin hazirlanmmasi

Galigmade kullanilacak fareler, galvanize sagtan ve sik delikli
kalin tel orgiliden yapilmig genls kafeslerde bakilmigtir. Bu kafesler
25.5 cm eninde, 14.5 cm derinliginde ve 45 cm yilksekligindedir. Igme
suyu listten sarkitilan cem borulu birgige ile ad libido olarak verilmig-
tir. Farelerin beslenmmesi igin hazir palet yem kullanilmigtir. Ayrica
kuru ekmel, marul ve yaklagik haftada birkez olmek lizere, iginde bir ta=-
ne B vitamini tableti eritiiimig; lamet mama verilmigtir. Hayvanlarin bu=-
lyndugu ocanin sicakliga 20-25°C arasinda olup, 06.00-18,00 arasinda ka-
ranlik, 18,00~06.00 arasinda ise aydinlik olmek lizere 12 saat igikta, 12
saat karanlikta tutulmuglardair.

pDigi farelerin @strus déngililerinin dogal senkronizasyonu

Bu amagla, yukarida deginildigi gibi 50 tane ergin digi fare 15
giin siireyle ve diurnal 1gik donglisiinde bir sdada tutuldukian sonra, ma-
turasyon ve estrous dongiisiiniin evrelerine bagli olarak olugan varyasyon-
lari izlemek igin her digi fareden 5 giin boyuncacvajinal simir alinmig-

tir. Bu islem hergiin ayni saatlerde (9.00 ile 12.00 arasinda) yapilmig=
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tir.

Vajinal simir hazirlama yonteml

1. Vajinal simir alma yontemi.~- Vajinal simirler normal kapiller
pipet araciligiyla alinmigtir. Bu pipetlerin agiz kisimlari yakilarak
diizgiin bir bigimde inceltilmigtir. Birkag damla %0.9'1luk NeCl soliisyonu
pipete c¢elilmig, vajinaya sokulmug ve sonra pipet geri gekilmigtir. Pi=~
petteki sivi, lama transfer edilmigtir.

2. Teshbit iglemi.~- Lamlarin tesbiti icin saf alkolde (%96'lik)

3 giin birabilmigtar.

3. Boyama iglemil,~ Alkolden ¢ikarilan lamlar, hiicre tiplerinin
ve nilkleoluslarin saptammasi igin papanicolau boya setinden ge¢irilmig-
tir.Kullanilan papanicolau boya seti sirasiyla gu basamaklardan olugmak=-
tadir:

% 95'1ik alkol

Harris Hematoxylen

Cesme suyu

7%95'1i% alkol

Orange G-=6

%95'1il alkol

EA-36 (papanicolau)

%95'1ik alkol

%95'1ik alkol

Xylol® + alkol karigimi (1/1 oraninda)

Xylaol®

Xylol.
Lamlarin lamelle kapatma iglemi.
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Vazektomi islemi

Ergin erkek farenin kisirlagtirma igleminder vagektomi yontemi
kullanilmigtir.

a¢ Anestezl.= Operasyon Oncesi anestezi uygulamasi igin,fare bir
kavanoz igine koyulmug ve etere batirilmig pamukla inhalasyon yaptiri-
larak gnestezi edilmigtir. Operasyon sirasindaki anestezi uygulamasi
igin, kartondan yapilmig maske igerisine konan eterli pamuk, farede ge-
nel anestezinin olugmasini saglamigtir.

be Tutma ve baglema.=- Anestezi uygulammis hayvan, masa iizerine
sirt listii yatirilmig, arka bacaklar birbirinden ayrilmig olarak tutul=
mugture.

ce Aletler.= Trag makinasi, yuvarlak bistiiri, mekas, giringa,
ameliyat ignesi, ipek iplik, ortiiler, ortii pensleri,

ds Sterilizasyon.= Kullanilacak aletler ve drtiiler, otaklavda
(1.5 atmosferde 20 dakika) sterilize edilmig ve ellerin dezenfeksiyonu
yapilmigtir,

e. Teknik.- Inguinal bilgedeki killar trag edilmig ve tendiirdiyot
ile dezenfelte edilmigtir. Operasyon bolgesi ortiilerle sinirlandirilmig=-
tir. Sonra sol elin bag ve igaret parmafi ile tesbit edilen deride 1 cm
uzunlugvnda bir enmisgygnn yapilmigtir. Derinin altindaki dokular duktus
deferensler gdze garpincaya kadar kesilmigtir. Duktus deferens wvcu kiit
maekas ile gevresindeki dokulardan ayirt edilmig ve makes lizerine alin=-
migtir. Duktus deferems, 0.5 cm'lik ara ile konan ligatiirler ortasindan
kesilmigtir. Ayni iglem difer duktus deferense de uygulammigtir. Iglem

tamamlandikitan sonra operasyon yarasi igerisine antibiyotik tozlardan
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rifadin serpilmigtir. Deriye ipek iplik ile ayri dikig kommug,lizerine
koruyvcu dikig uygulammigtir ve en son olarask hayvana parenteral anti-
biyotik yapilmigtair. Operasyon sirasinda hayvana hemostazi gerektiren
herhangi bir kanama olmamigtir,

f. Operasyon sonrasi bakim.- Ameliyat iglemi bittikten sonra hay-
ven tek bagina, dezenfekte edilmis “ir kafese yerlegtirilip, oda sicakli-
g1 yaklegik 22 °C olan bir odaya koyulmugtur ve 6 giin boyunca hergiin di-
kigleri, idrar ve digki yapip yapmadifi ve yaranin enfekte olup olmadiga
kontrol edilmigtir. Ayrica- 6 giin siireyle igerisinde B vitamini ve rifa-
din eritilmig olan lamet mama verilmigtir. 6. giiniin sonunda operasyon
yarasinin kaynadifi gorilip dikigler alimmigtir.

FARMAKOLOJIK SENKRONIZASYON

Kullanilan ddngli sayisi

Birbirini izleyen iki estrous dongiisii kullanilmigtar,

Deney hayvanlari

Ortalama 25-30 gram agirligindaki 36 tane geng erigkin (3-4 ay=
11k) digi beyaz findak faresi (mus musculus var. albinus) kullanilmigtir.

Farmakolojik ajanlar

2+ FSH/LH ¢bzeltisi
FSH/LH sscecencsnnosecs 75 I.U.
Serum fizyolojik sesee 25 ml.
FSH/LH ari halde temin edilemediginden farmakolojik preparat
(pergonal 500, I.F. Serono-Rome) kullanilmigtir. Serum fizyolojik ise
apirojen ve steril olup, hazirlanan ¢dzelti beklenilmeden kullanil-

mig ve kalan kisim atilmigtir.
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be. HCG ¢bzeltisi
HCG ....................:1500 I.U.
Serum fizyoclojilk ssaeeeess 500 ml.

HCG ari halde temin edilemediginden farmakolojik preparat
(pregnyl, 1V, Organon, Holland) kullanilmigtir. Serum fizyolojik ise
apirojen ve steril olup, hazirlanan gbzelti bekletilmeden kullanilmig
ve kalan kisim atilmigtar,

1. Zerk iglemlerig-

a. Birinci dongiide 36 tane digi fareye, hayvan bagina 1 ml.
FSH/LH ¢dzeltisi (3 I.U. FSH + LH ), intraperitoneal yoldan verilmigtir,

be ikinci dongiide (birinci enjeksiyondan 5 giin sonra), hayvan
basina 1 ml.FSH/LH ¢&zeltisi (3 I.U. FSH + LH) intraperitoneal yoldan
zerk edilmigtir.

ce Ikinci déngiide yapilan FSH/LH zerkinden 48 saat sonra hayvan
bagina 1 ml. HCG ¢dzeltisi ( 3 I.U. HCG) intraperitoneal yoldan verilmig-
tir.

2. Ciftlegtirme iglemi:

HCG enjeksiyonundan sonra her kafeste y tane digi fare olmak
tizere, 14 tane digi fare iki ayri kafese yerlegtirilmig ve bu kafesle-
re, her birinde 45 dakika birakilmal ilizere bir tane vazektomi uygulan-
mig erkek fare koyulmugtur. Diger 14 tane digi fare ise iglerinde birer

tane vazel:tomi yapilmamig erkek fare bulunan iki ayri kafese paylagti-

rilmigtite
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3. Histolojik preparatlarin hazirlammasi:

a, Vajinal simir olma.~ Birinci déngii sirasinda farelere her-
hangi bir miidahale yapilmemigtir. ikinci dongiide yapilan FSH/LH zerkin-
den sirasiyle 2, 6, 12, 18, 24, 32, 40, 44 saat sonrasinda birer tane
digi fareden vajinal simir yukarida anlatildigi bigimde alimmig ve vaji=
nal simir preparatlari hazirlanmigtir. HCG zerkindem sonra ikiger saat

arayla,bir tanesi normal erkekle, diferi vazektomili erkekle birakilmig
olan iki tane digi fareden vajinal simir yukarda anlatildigi bigimde alin~-
m3g ve vejinal simir preparatlari hazirlammigtar.
be I¢ genitallerin ¢ikarilmasi.- ikinci déngiideki FSH/LH zer-
kiﬁden sonra sirasiyla 2, 6, 12, 18, 24, 32, 40 ve 44 saat sonrasinda
vajinal simiri alinan birer fare eterle inhalasyon yapilarak &Sldiiriilmiig,
kesilmig ve i¢ genitalleri gikarilmigtir. Ayni gekilde, HCG zerkinden
sonra ikiger saat arayle vajinal simirleri alinan iki digi fare eterle
inhalasyon yaptirilarak o6ldiiriilmig, kesilmig ve ig¢ genitalleri g¢ikaril=-
msgiir.

ce Preparatlarin hazirlanmasi.-

Tesbit iglemi.- Cikarilan i¢ genitallerin herbiri. iginde
%10 formalin bulunan ayri ayri gigelerde 30 giin bekletilmigtir.
Doku takibi.=- Formalin soliisyonundan gikarilan pargalar do=-
“ku takibine elimmigtir. Doku takibi gu basamaklari igermektedir.
Cegme suyunda yikama
%70 1ik alkol
%80'1ik alkol

29012k alkol
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%9511k alkol
%99.9'1uk alkol
Xylol’

Sivi parafin

Blok yapilmesi.~ Doku takibhinden sonra pargalar, dnceden
hazirlammig blok kaliplarina koyulmugtur. Uzerine, parcay: tamamen Srtew
cek “kadar parafin dokiilmiiy ve dommesi beklemmigtir.

Bloklardan kesit yapilmasi.- Parafin bloklarindan kesit ya=
pilmasi ig¢ic mikrotomde 5 mikron kalinlifinda kesitler yapilmig ve lame
alinmigtir.

Lamlarin kurutulmasi.- Suyu kuruyan lamlar, 56°C' 1ik etiiv-

- "igerisine kommugtvr. Burada pargalarin lama temamen yapigmasi igin iki
saat birakilmigtir.

Yesitlerin parafinden kurtarilmasi.~- Etiivden ¢ikarilen lam=
- lar digaride bir siire sogumaya birakildiktan sonra igerisinde saf xylol

bulunen galelerde 15 dakike bairakilmigtir.
Kesitlerin xylolden kurtarilmasi.- Saf xylol igerisinde pa-
- rafinden kurtarilmig olan prepardtlar-kxylolden kurtarilmak iizere. sira ile
%96, %90 ve 7.80'lik alkollerden gegirilmigtir. Preparatlar her alkol so=
1 liisyonunda 3 dakikaibarakilmigtar.
Kesitlerin boyanmasi.~ Hemotoxyline-eosin boya seti kulla-
.n1lmigtir. Bu boya seti sirasiyla gu basamaklari igermektedir.
Xylol

Xylol
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Xylol+ alkol (1:1)
Absolii alkol

%85 1ik alkol

%70' tik alkol

Akar suda yikama
Distile su
Hemotoxylen

Akar svda yikama -
%0.001 HC1l + 770’ 1ik alkol
Akar suda yikama
0.001 Lityum karbonat
Akar suda yikama
%50' 11k -alkol

Eosine

Akar suda yikama
%70'1ik alkol
%85'1ik alkol

Xylol + alkol (1l:1)
Xylol

Xylol

Kapatma
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BOULGULAR

Diurnel 1gik dongiisiinde 15 giin siireyle bir arada tutulmﬁ§ inbred,

aynl yaglardas ve herhangi bir dig miidahale yapilmamig 50 digi farede va=

jinal simir yoluyla saptanan estral ddngii evreleri tablo 1 de verilmigtir.

TABLO 1

Birlikte tutulan digi farelerin estrous dongiislindeki dagilimlari

EVRELER

T _
] Pro . Early Est ! Post } %oglam
Diestrus | Estrus Estrus SETUS ! Estrus i Sgy531
P, T !
| ;o 31 6 5 3 : - g 46
1 3
XX R ;
% 67.5 13 13 6.5 | =
n 20 7 3 4 ! 35
2 - |
: }
% S 20 8.5 11.5 3 ;
%! 25 11 3 2 2 43
3 ; +
'0/0 58 25'6 7 4.7 " 467
n 16 15 14 3 - 48
4 1
% 33.3 31.2 29.2 6.3 - i
n 8 16 7 8 6 45
5
% 17.8 35.5 15.5 17.8 13.4
‘ ; ' : 217
;Nxxx 100 55 33 4 20 9 3

X Herbif - evredeki fare sayisi (glinliik)
XX Herbir evredeki fare sayisinin toplam fare sayisina orani
XXX Estrus d&nglisii boyunca herbir evredeki toplam fare sayisi.

ot
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Dogal estrous ddngiislinlin diestrus evresine ait vajinal simir orne=

gi resim 1 de sunulmugtur.

e | %o :
g 0. ‘... Q~
@ [ ] '..
g .. ...
$ 4
Py e o

..Q. :

[\l & ¢ g
B 2 Ve © ¢ i
. ' e ..... - . .

Resim 1. Digi farede dogel estroas ionglistinlin diestrus evresine ait

vajinal simir. Boya: pPapanicolau. X 250.
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Dogal estrous déngiisiinin pro-estrus evresine ait vajinal simir

ornegi resim 2 de sunulmugtur.

Resim 2. Digi farede dogal estrous dongiisiiniin pro-estrus evresine ait

vajinal simir. Boya: Papemicolau. X 250. Film: Kodak, Koda

color VR 100 ASA'lik.




Dogal estrous dongiisiinin early estrus evresine ait vajinal simir

ornegi resim 3 de sunulmugtur.

DT
o
. A8

. '}’E
o

Resim 3. Digi farede dogal estrous i6ngiisiiniin early estrus evresine ait

vajinel simir. Boya: Papanicolau. X 250.
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Dogal estrous dongiisiiniin estrus evresine ait vajinel simir

ornegi resim 4 de sunulmugtur.

Resim 4. Digi farede dogal estrous donglistiniin estrus evresine ait

vajinal simir. Boya: papanicolau. X 250.
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Dopal estrous dongiisiiniin post estrus evresine ait vajinal simir

ornegi resin 5 de sunulmugtur.

Resim 5. Digi farede dogal estrous déngiisiiniin post estrus evresine ait
vajinel simir. Boya: Papemicolau. X 250. Film: Kodak, Koda

color VR 100 ASA'lik.
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Farmakolojik semkronizasyon yontemi uygulanmig ayni yaglardaki

36 digi farede vajinal simir yoluyla saptanan estral dongii evreleri

tablo 2 de verilmigtir.

TABLO 2

Farmakolojik senkronizasy

estrous -onglisiindeki dagilimlari

on yontemi uygnlanmig disi farelerin

"
i EVRELER
s Early | et Toplam
l Niesrus | Pro-estrus ]. Estrus] Estrus} o ..., Fare
| : Sayisi
FZ s - - 36 - 36
1 = :
! R |
{ o = & - 100 -
? ‘!
%
i £ o - - 36 - 36
2 1
| % = = - 100 -
|
n - i ¥
3
| % - - X
i ! B | AR, =
X Herbir evredeki fare sayisi (gﬁnlﬁk)

XX Herbir evredeki fare sayisinin toplam
bir evredeki toplam fare sayisi

XXX Estrous donglisii boyunca her

fare sayisina oranil




Farmalrolojik senkronizasyon yontemi uygulanmig farelerden cikaril-
mig vajinaden hasirlanen histolojik preparat Srnegi resim 6 da sunulmus-

tur.

Resim 6. Digi farede farmakolojik senkronizasyon yontemi uygulandiktan
sonra gikarilmig vajinadan hazirlanan histolojik preparat.

Boya: Hematoxilen eozin. X 63
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Farmakolojik senkronizasyon yontemi uygulemmig farellerden gika=-
rilmig ekto servixten haszirlansn histolojik preparat drnegi resim 7 de

sunulmugtur.

Resim 7. Digi farede farmekolojik senkronizasyon yontemi uygulandiktan
sonra gikarilmig ekto servixten hazirlanan histolojik preparat.

Boya: Hematoxylen eozin. X 63.



Farmakolojik sekronizasyon yontemi vygulanmig farelerden gikaril=
mig erken post estrus evresinde bulunan uterustan hazirlanmig histolojik

preparat ornefi resim 8 de sunulmugtur.

Resim 8. Digi farede farmakolojik senkronizasyon yontemi uygulandiktan
nra g¢ikarilmig erken post estrus evresinde bulunan uterusa

SOt

ait histolojik preparat. Boya: Hematoxylen eozin. X 63.
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Farmakolojik semkronizasyon yontemi uygulesmmig farelerden gika-
rilmis geg post estrus evresinde bulunan uterustan hazirlanmig histolo=

jik preparat ornegi resim 9 da sunulmugtur.

Resim 9. Digi farede farmakolojik senkronizasyon yontemi uygulandiktan

sonra gikarilmig geg post estrus evresinde bulunan uterusa ait

histolojik preparat. Boya: Hematoxylen eozin. X €3 .



rarmakolojik senkromizasyon yontemi vygulanmig farelerden gikaril-
mig geg¢ pro~astrus evresinde bulunan uterustan hazirlanmig histolojik

preparat &rnefi resim 10 da sunulmugtur.

Resim 10. Digi farede farmakolojik senkronizasyon ydntemi uygulandiktan
sonra gikarilmig geg pro-estrus evresinde bulunan uterusa ait

histolojik preparat. Boya: Hematoxylen eozin. X 63 .




Farmakolojik senkronizasyon ydéntemi uygulanmig farelgrden gika=
rilmig ovaryum ve ovidukt fimbriasindan hazirlenmig histolojik prepa=

rat orneffi resim 11 de sunulmugtur.

Resim 11. Digi farede farmakolojik senkronizasyon yontemi uygulandikten
sonra g¢ikarilmig ovaryum ve ovidukt fimbriasina ait histolo=-

jik preparat. Doya: Hematoxylen eozin. X 63.
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TARTISHMA ve SONUGC

Ana erefimiz olan in vitro fertilizasyons giden yolun baginda yer
alan deney hayvanlarindaki in vitro fertilizasyon uygulamasinin ilk ba-
samagi, segilen deney hayvanindaki temel i{ireme sisteminin makroskobik ve
mikroskobik anatomisi ile fizyolojisinin aydinlatilmasi ve gerekli bece-
rinin kazanilmesidir, Bu amaca ydnelik c¢aligmamizda kargilagtifamiz i1k
sorun, kullamilacak denmey hayvaninin segimidir.

Bu galigmaden primatlari kullammak, amacimiza ok daha uygun ol-
masina kargin, iginde bulundufumuz kogullar buna olanak vermemektedir.
Literatiirde in vitro galigmalarde en sik kullanilan materyallerj tavsan,
hamster, sigan ve fare olarak bildirilmigtir ( 5). Biz bu galigmada ma=~
teryal olarak fareyl segtik.

Fare, i¢inde bulundugumuz laboratuvar kogullarinda gerek bakimi
ve gerekse beslenmesi daha uygun olan bir deney hayvani olup, g¢iftlegti-
rilmesi ve elde tutulmasi da diger laboratuvar hayvanlarina kiyasla daha
kolaydir. Fare, kisa bir gestasyon peryoduna (18=-21 giin) ve vzun bir ii-
reme aktivitesine (2-14 aylik) sahiptir ve her dogumda yaklagik 10 yav-
ru olmak iizere lireme aktivitesi boyunca toplam 100 yavmu verebilmektedir
(19). Ayrice soylar veya tiirler arasinda, ya dogal veya yapay olarak,
daha saglikli,deha bilyiilk ve aragtirmalara daha direngli hibrid yavrular
liretmek amaciyla gaprazlama yapilabilir (19). Farelerin siyah ve beyaz
gibi birbirine zat iki post rengine sahip olmasi da aragtirmalar igin
diger biiylik bir avantajdir.

Biitiin bu veriler, lireme fizyolojisi konusundaki aragtirmalarda
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kullanilabilecek en uygun hayvan olarak fareyi kargimiza gikardigindan,
¢aligmamizZa model hayvan olarak laboratuvarimizda inbred iiretilmig al=
bino fareyi segtik.

Istatiksel degerlendirmede ornek sayisinin en az 30 olmasi gerek-
tiginden ve histolojik preperatlaer hezirlammssi agamasinda kullandigimiz
deney gemesi en az 36 hayven igerdiginden, deney sirasinda olugabilecek
gegitli hatalari da gbz Oniine alarak galigmamizde 50 fare kullandik. Ger=-
gekten de bu galigmalar esnasinda 14 hayvani (%28) gegitli nedenlerle
kaybettik. Bu bulgu, ililkemiz kogullarinda farelerle yapilacak deneylerde
segilecek fare sayisinin, istatistiksel deferlendirmede gerekli olandan
en az %28 fazla olmasi gerektifini godstermektedir,

Kullanilan fareler, galvanize sagtan ve sik delikli tel orgiiden
yapilmig olan genig kafeslerde tutulmugtur. Gilinkii bu kafeslerin temiz-
lenmesi ve dezenfekte edilmesi kolaydir. Ayrica aragtirmamizin bir basa-
magi, fareleri dogal senkronizasyon igin bir arada tutulmasini gerektir-
diginden, kofeslerin genig olmasi galigmanin kolay yliriitiilmesi agisindan
avanta] saglamigtar.

Farelerin bulundugu odanin sicaklifi, gerek saglifi ve gerekse
fizyolojilk iglergelerini yiiriitebilme agisindan Onemli bir faktdr olup,
ideal sicaklik 20-25 °C olerak bildirilmigtir (16). Bu nedenle galigma=-
miz boymnca farelerin bulundufv odenin sicakliginin 20-250C arasinda tu-
tulmasina Ozen gdsterilmigtir.

Farelerin bulundufu odanin, otomatik bir saat aracilifiyla 06.00~-
18.00 saatleri arasinde karanlik, 18.00-06.00 saatleri arasinda ise ay=-

dinlik clmasi saglammigtir. Clinkii estrous donglisiindeki degigikliklerin
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diurnal 1gik donglisilyle i1igkili oldugu ve deneysel olarak degistirile-
bilecegi bildirilmektedir (19).

Yurtlarda birlikte yagiyan kadinlarin menstrual déngiilerinde
senkronizasyon olugtvguna dair deliller vardir (10). Bu galigmada, disi
farelerin estrous dongililerinin dogal senkronizasyonu amaciyla 50 tene
digi fare 4 ayri kafese paylagtirilmig ve aynmi odada 15 giin siireyle bir
arada tutulmuglardir. Daha sonraz estral senkronizasyonun olup olmadigi-
n1 anlamak, maturasyon ve estrous iodnglisiiniin evrelerine bagli olarak
meydana gelen varyasyonlari izleme igin her digi fareden 5 giin boyunca,
kolaylik agisindan ucu yakilarak inceltilmis olen bir pipet kullanarak
vajinal simir alimmigtir. Vajinal simir preparatlarinin mikroskopta
incelenerek iegerlendirilme;i sonvcu elde edilen tablo 1, farelerin bir
arada tutulmasinin estrous dongiilerinde dogal senkronizasyon olugturma~
diginy gbstermigtir. Bu ¢aligmamizdan elde ettifimiz sonuca dayanarak,
en azindan fareler igin ilig veya daha az déngli boyunca ortak yagamanin,
menstrual senkronizalyona sebep olmadigini sbyleyebiliriz. Bir kez senk~
nonizasyonddn sonra, bu eg ritmin devem edip etmedigini aragtirmayi ise

b8t -bagka galigmamiza biraktik. Gevre kogullarinin bu kenkronizasyondaki
onemi 151k ve koku ritmiyle etkilenebilir. Bir grup digi farenin bir
siire ortak yagamasinin estral dongiliyli suprese ettigi ve daha sonra bun-
lara erkel fare idrari koklatildiginda, estrous dongiisiiniin tekrar don-
diigii bildirilmistir (10). Bizim ¢aligmamiz sirasinda popiilasyonumuzda
erkek fare bulunmamaktaydi. Deney hayvanlarinin bulundugu blokta da er-
kek hayvenlar uzaklagtirildigindan, bu yolla gelecek biitiin stimuluslar

ortadan kaldirilmigti. Literatiirde belirtilen supresyonu biz gbzlemedik,
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bu geligkinin, iki galigma arasindaki siire farkina bagli oldugu inancin=-
dayiz.

Vajinal simir preparatlarinin mikroskobik incelenmesinde estrous
dongiisline ait 5 farkl:i evre gézlemmigtir.

Diestrous (resim 1): Bu evrele vajinal simirde hemen hemen yal=-
niz 1dkosit, tektidk de kiiglik gekirdekli polygonal epitel bulummaktadir,
Ayrica bhiraz da mukus gozlenmigtir. Diestrua- evresindeki, lokositler
biraz parcalemmig olup, bunun nedeni hayvandan simir alindiktan sonra
hemen alkol tesbitine koyulmahsasindan olabilir, Bu evrenin sonuglari li=-
teratiirle vyugmaktadir (19).

Pro-estrus (resim 2): Vajinal simirde yaklagik egit sayilarda hem
16kosit ve hem de gekirdekli epitel hiicreleri gdzlemmigtir. Epitel hiic~
releri kiigiik, polygonal olup gekirdekleri oldukga belirgiddir. Sonug
literatiirle uyugmaktadir (19),

Barly estrus (resim 3): V,jinal simirde bazilari belivgin cekir~
dekli olen oldukga fazla sayida epitel hiicreleri gdzlemmigtir. Sonug li-
teratiirle uyugmaktadir (19).

Estrus (resim 4): Bu evre, biiyilk squambz tipte epitel hiicreleriy-
le karakterizedir. Ancak bu epitel hiicreleri gekirdeksiz olup, simirde
tektiik ldkosit gbzlenmigtir. Literatiirde ise by evrede hig ldkosit gz~
lenmedigi bLildirilmigtir (19).

Post estrus (resim 5): Bu evrede hemen hemen egit sayilarda 15-
kosit ve epitel hiicreleri igerdigi ve epitel hiicrelerimin biiyiik ve kive
rilmig, ¢erirdeklerinin ise yari geffaf oldugu gbze garpmigtir. Sonuglar

literatiirle uyugmaktadir (19).
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Farelerin estrous donglilerinde farmekolojik senkronizasyon olug-
turmak amaciyla, hayvanlarda ayni anda siiperoviilasyon meydana getiren
ikl gegit hormon zerkinden yararlanilmigtir. Estrous dongiilerinde siiper=
ovulasyon yoluyla farmakolojik senkronizasyon olugturma galigmalarinda
farelere enjelite edilen FSH/LH ve HCG miktari oldukga degigkenlik gos~
termektedir ( 1, 15,20). Bu galigmala 25 ml'lik serum fizyolojikte eri-
tilmig 75 I.U."1lik FSH/LH ve 500 ml'lik serum fizyolojikte eritilmig
1500 I.U."1ik HCG g¢bzeltileri kullanilmigtir. Caligmada iki dongli kul=-
laniimigtir. Ciinkil galigmemizda kullammak igin segtigimiz fareler, rast~
gele estrous dongiilerine sahipti. Bu nedenle, birinci dongiide hayvan
bagina 1 ml FSH/LH (3 I.U. FSH + LH) ¢ozeltisi verilerek, rastgele est-
rous déngiisiine sahip hayvanlarln, bu ilk enjeksiyonla kismen ayni estro-
us dongiisiine gelmeleri amaglanmigtir. ikinci dongilide ise hayvan bagina
1 ml FSH/LH ¢Szeltisi (3 I.U. FSH + LH) ve bundan 48 saat sonra da hay-
van bagina 1 ml iginde 3 I.T. HCG zerk edilerek hayvanlarin ayni evreye
gelmeleri saglanmigtir. FSH ve LH, hipofiz' &n lobu tarafindan salgila=-
nan gonadotropik hormanlar olups FSH overlerde follikiiliin olgunlagma=
sinl vyarir. LH ise olgunlagmig follikiil {izerine etki yaparak,onun gat-
lamasini ve ovumun follikiilden digari ¢ikmasini saglar ( 2 ). Boylece
ovulasyon oclayi meydana gelmig olur. FSH/LH ¢6zeltisi zerki, farelerin
o anda bulunluklari evre iizerine etki yaparak, bir siire sonra hepsinin
ovulasyon evresine gelmeleri saglanmigtir.

HCG ise, plasentadan salgilanan bir gonadotropik hormon olup,
biyolojik etkisi y®niinden hipofizin salgiladigi gonadotropik hormon=-

dan farklidir ( 2). Bu hormonun en dnemli gdrevi, estrous dongiisiiniin
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sonunda normal olarak olugan korpus luteum gerilemesini &nleyerek pro=-
gesteron ve Ystrojenin dahe fazls miktarda salgilammasini saglamaktir
(13).

Farelerde farmakolojik senkronizasyon olugup olugmadifini anla-
mak amaciyla vajinal simir alinmigtir. Simirlerin mikroskopta incelen-
mesinden sonra sonuglarin tablo 2'de deferlendirilmesi, senkronizasyonun
olugtugunu gostermigtir. Sonugta 36 farenin %100'ii estrous evresinde bu-
lunmug tur.

Fertilizayon

Giftlegtirmede kullanilacak erkek fareye Vazektomi, literatfirde
beliktilen gekilde uygulanmigtir (21). Yontem basit ve uygulamasi ko=
lay olup; operasyondan sonra, hayvan 6 giin siiren 6zel bir bakima alin-
migtir., Du siire iginde yaranin iyilegme siirecini hizlandirmek igin ga-
daya vitemin ve antibiyotik eklemmigtir. 6. giiniin sonunda hayvanin ope-
rasyon “ikigleri alimmigtir. Bu yolla hazirlanan vazektomili erkek, ga=-
ligmalerimizin daha sonraki evrelerinde cinsel akta katilan fakat infer-
til olam birim geklinde kargimiza gikmigtir.

HCG enjeksiyonundan hemen sonra farelerin giftlegtirilmesi igin
bir kismi vazektomili erkekle, difer kismi ise vazektomi yapilmamig iki
tane erkek fareyle 45 dakika birareda birakilmigtir. Ancak vazektomili
erkekle ve vazektomi yapilmamig erkekle bir arada birakilan digilerde
vajinal plak gbzlenmemigtir. Bagariyla sonuglanan bir g¢iftlesmenin ka=-
nit:r digilerde vajinal plak olugumudur ( 9, 19). Plak, vazektomize er=-
kek farelerle Veya-vazektomizé-adilmémiyg 'erkek farelerlefbirarada bira=-

kilan digilerde clugturvlabilir (19). Galigmamizda, giftlegtirmede kul=-
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lanilan erkek ve digi fareler cinsel yonden denenmemigtir, fakat cinsel
yénden olgun (3-4 aylik) durumdedarlar. Literatiirde hem erkek ve hem de
digi farelerin cinsel ybnden denenmedigi fakat cinsel ydnden olgun (10
haftalik) olduklari durumlsrda, plak olugma ylizdesinin ortalama %3.5 ka=
dar diiglik olabildifi bildirilmigtir (19). Vajinal plak ve dolayisiyls
giftlegme clayinin olugmemasinin nedeninin bu olabilecegi diigiiniilmekte=
dir.

Histolojik preparatlarin hazirlammasi

fkinci FSH/LH zerkinden baglayip, HCG zerkinden 28 saat sonrasi-
na kadar siiren yaklagik 3 giin boyunca, verilen deney gemasina uygun ola-
rak belirli saatlerde vejinel sdhi#i alinan fere, derhal eterle inhalas-
yon yaptirilarak &ldiiriilmig ve ig¢ genitalleri gikarilmigtir. i¢ genital-
ler, pratikte dokularin tesbitinde en ¢ok kullenilan soliisyon olan %10°
1uk formalinde 30 giin birakilmigtir. Bu siirenin sonundaj dokuy takibi,
dokularden blok yepilmasi, bu bloklardan kesit alinmasi ve lamlara gegi-
rilmesi, lamlarin boyammasi gibi bir grup agamalardan gegerek vajina,
ekto. servix, uterus, ovidukt fimbriasi ve ovaryuma ait doku preparatlari
hazirlammig ve mikroskop altinda incelenmigtir. incelemede hazi preparat=
larda formalin pigmentinin ¢Skmiis oldufu gdzlemmigtir. Bunun nedeni, do-
kularin tesbit soliisyonunda vzun siire birakilmasidir. Tesbit soliisyonnn=
de normal birakma siiresi (2~4 giinjarasinda,degigmektedir,

Vajinal simirler

i*inci FSH/LH zerkinden HCG zerkini izleyen 28 saat sonrasina ka=-
dar sliren 3 giin hoyunca deney gemasina vygun olarak hayvanlardan 36 grup

halinde alinen simirlerin temam: estrous tablosuna uymaktadir. Bir bagka
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deyigle, bu hayvanlar vajinal simire gbre anilan 3 giin siiresi boyunca
estrous evresini korumuglardir. Bu da literatiirde verilen 1-3 glinliik sii-
renin son sinirini temsil etmektedir. Biitin deney hayvanlarinin normal
sinirlarin ilist sinirinda kalmasi diiglibilemiyecegine gbre, kanimizca va-
jinal simir morfolojisi evre déniigiimlerinde fizyolojik degigime ayni hiz-
da ayak uvyduramamakta ve geri kalmektadir. Bu nedenle pratik ve aragtir-
ma amacilyle evre tesbbitinde wajinal simir ancak genel ve kaba bir gos-
terge olarak etkili olabilir.
Vajina

¢ giin boyunca verilen deney gemasina uygun olarak gikarilan va-
jineya eit histolojik preparatlarin mikroskppta incelenmesi sonucu, bii-
tiin preparatlarda vajen histolojisinde anilan siire igerisinde herhangi
bir degigiklil olmadigi gozlenmigtir. Bu preparatlara tipik bir Ornek,
resim 6'de sunulmugtur. Buna gére vajinal kanala yakin yiizeyel gok katli
yass1 epitel ve derindeki elastik liflerden zengin lamina propria ile
genig alani kaplayan degigik yonlerde seyreden kas demetleri goriilmekte=
dir.
Ekto servix

Servixe alt histolojik preparatlarin incelemmesinde deney gema=
sindaki evrelere ait servixlerin anatomik olarak alinamamig oldugu sap-
tahmig olup, mevcut tek servix drnefi resim 7'de sunulmugtur. Bu prepa=
ratin mikroskobik inceélemnmesinde kesitin vajene yakin servikal bodlgeye
ait oldufu goriilmiigtiir. Buna gére luminal yiizeyde mukozay:i olugturen ok
katli yassi epitel ve tek sirali prizmatik epitelle dogeli bez kesitleri

iceren elastik liflerden zengin gok katli yassi epitel ve lamina propria
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se¢ilmektedlir,
fTterus

Jterustan hazirlanan preparatlarin mikroskopta incelemmesi sonu=-
cu, uteruvs endometriywmun 3 giin boyunca 3 farkli evrede olduvwgu gdzlemnmig=~
tir. ¥esimin bagladigi ilk gilin, uterus endometriyumu erken post estrus
dénemde clupy endometrial mukozanin lamina propriasinda yer alan bez
epitelinde gogunlugu bazalde yerlesmig glikojen vakuolleri segilmekte-
dir (resim 8).

Jterus endometriyumunda ikinci -evre olarak geg post estrus gé-
rilmigtiirs, Buna gére endometripummde kivraintili hal almig bezler bulun~
makta olup, daha derinde r diyometriyuma ait diiz kas lifleri segilmektie-
dir (resim 9).

Jterus endometriyumunda liglincii evre olarak geg pro~estrus dbnem
goriilmiigtiic,. Endometriyumun kalinligi artmig, endometriyal bezlerden
bazilarinin yalanci ok katli epitel ile ddgeli oldugu gériilmiigtiir(re~-
sim 10).

Her 3 ,evreye ait vterus preparatlarinin incelemmesinde, desidual
hiicre reaksiyonu gdzlemmemigtir. Gprgekten de fertilizasyon deneyindeki
eglestirmede, vajinal plak teshit etmeyigimiz, uvterusta desidval hiicre
reaksiyonu gozleyemeyigimiz ile uyugmaktadir. Yani yaptigimiz bu galig=-
manin sonvcuna gdre, literatiirde de belirtildigi gibi fertilizasyonun
kullanilabilecek ilk giivenilir igereti vajinal plakin tesbiti olmaladar
(19.

Ovaryum ve ovidukt fimbriasi

Ovaryume ait histolojik preparatlarin incelemmesinde 3 giin sii-
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ren kesim boyunca, ovaryumlarda herhangi bir defigiklik gtzlenmemigtir.
Ovaryume ve ovidukt fimbriasina ait tipilk &runek resim 11'de sunulmugtur.
Buna gdre, ovaryum i¢te medulla kisma ve daha periferde kortex kismina
sahip olup, periferdeki kortex kisminde gegitli maturasyon evreleri g&s=
teren, bir lismi ise kistik hal olmig follikiil yapilari segilmektedir.
Follikiil yahilarinin yani sira korpus albikanslar da gézlenmigtir.

Estrus, faredeki menstrual dongiide amaglarimiz ydniinden &n 6nem-
11 evreyi olugturmaktadir. Bunun nedeni ovulasyonun sadece bu ddnemde

kisitli kalmasidir.
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O02ET

Bu aragtirmada farenin estrous oncesi ve sonrasi evrelerini
igeren histolojik bir atlas olugturulmasina, estrous senkronizasyonu=
na ve vazektomili hayvan olugturulmasina galigilmigtir,

Galigmenin smaci daha sonra yapmay:r planladigimiz insani@iarda
in vitro fertilizasyon uygulamasina gegmeden dnce, materyal olarak
segtigimiz faredeki temel iireme sistemine makroskobik ve mikroskobik
anatomisi ile fizyolojisini aydinlatilmasi, gerekli becerinin kazanil-
masi ve bdylece in vitro fertilizasyon uygulamasina gegmeden nce ge=
rekli on cgaligmalarin tamamlammasicdir,

Galigmada, farelerdeki, estrouz dongiisiiniin dogal senkronizasyo-
nu igin 50 tame digl fare 15 giin siire ile birarada tutulmug ve sonra
bu farelerden alinan vajinal simir Srneklerinin degerlendirilmesi so=~
nucu, dojal estrous senkronizasyontnun olugmadigi gdzlemmigtir.

Farelerin estrous dongilileri arasinda farmakolojik senkronizasyon
olugturmak ameciyla, iki dongii boyvnca FSH/LH ve HCG hormonlari, veri-
len deney gemasina uygun olarak eniekte edilmis ve sonuclarin degerlen=-
dirilmesi sonucunda, farelerde sentronizasyonun olugtugu ve %100'niin
estrus evresinde oldugu bulummugtur.

Caligmamizin diger bir basamaginda farmakolojik senkronizasyon
olugturulmug farelerden-gikerilan -ajina, ektoservix, uterus, ovaryum
ve ovidukt fimbriasindan doku prep:ratlari hazirlammig ve mikroskopta

incelenmigtir.
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