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EIS (Electrochemical Impedance Spectroscopy) metodunu kullanarak ICSI (Intra
Cytoplasmic Sperm Injection) ile oositin spermle uygun fertilizasyon zamaninin
arastirilmasi

Mostafa ASHRAFI OSALOU
DEU, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AD, inciralti 35340- izmir / Tiirkiye

maomostafa@gmail.com , maomostafa@ogr.deu.edu.tr

OZET

Tup bebek merkezlerinde uygun gamet secimi icin ¢cok fazla zaman harcanmasina
ragmen, giinimizdeki Yardimci Ureme Teknikleri (YUT) ya basarisizdir ya da diistik bir basar
ylzdesine sahiptir. Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) teknigi, biyofizik ve kimya
kokenli bir metodtur. Hiicreler, sitoplazma ve organelleri ile biyofizik ve biyokimya kurallarina
tamamen uyarlar. Bu birimler yapilarina dayanarak, 6zel direng, potansiyel ve elektriksel
davranislara sahiptirler.

Toplam 55 adet, 8-16 haftalik 220-250gr agirliginda Wistar Albino rat Dokuz Eyliil
Universitesi’nin Deney Hayvanlari Anabilim Dalindan temin edildi (Grup A1, Az, Astoplam
15 adet erkek) ve 40 adet disi (B1, B2, Bz). Vasektomi grubundaki (A2) 5 adet erkek rat deneyin
10 guin 6ncesi ketasol ile anestezi altinda vasektomi yapildi. Sperm aspirasyon grubundan (A,
Az) MESA yontemi ile ICSI i¢in sperm temin edildi. B1 ve Bz gruplarinin gstrus evresi smear
yaymaslyla tespit edildi, superovulasyon yapildi ve oositleri toplandi. EIS yontemiyle
elektriksel potansiyel 6lciimii icin oosit boyutuna uygun mikrogip hazirlandi. YUT Kriterlerine
gore secilen oositlerin yarisi EIS ile degerlendirilirken diger yarisina EIS uygulanmadi. Secilen
tim oositlere ICSI yapildi. Onceden hazirlanan disi ratlara anestezi altinda 3.giin 4 ile 14
embriyo transfer edildi. Tm veriler istatistiksel olarak T-Student testi ve SPSS 15 programi ile
degerlendirildi.

EIS ile secilen 58 oositin EIS kullanmadan secilen 57 oosite goére; fertilizasyon orani,
embriyo transfer orani daha basarili oldugu goruldi. Bu ¢alismada ratlarda fertilizasyon igin
uygun oositin “elektriksel EIS fertilizasyon penceresi’nin 118 ile 132 mV arasinda oldugu ilk
kez gosterildi.

Anahtar Sozcukler: EIS, YUT, Vasektomi, Fertilizasyon EIS Potansiyel Penceresi
(FEPP)



Applying EIS (Electrochemical Impedance Spectroscopy) to determine the most
appropriate oocyte fertilization time for ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm Injection) in Rats

Mostafa ASHRAFI OSALOU

Dokuz EyluL university (DEU), School of Medicine, Department of Histology & Embryology
inciralti, 35340, 1zmir/Turkey. maomostafa@gmail.com, maomostafa@ogr.deu.edu.tr

ABSTRACT

Current use of Assisted Reproductive Techniques in IVF centres are very time-consuming
and often amount to a low success-rate or even failure of selecting appropriate gametes often.
Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) technique is a method that originated in
biophysics and chemistry. Therefore, the rules of biophysics and biochemistry underlie how
cells, the cytoplasm and organelles adapt. These (sub) cellular units have specific resistance
and electrical behaviour potential, based on their biological structures.

A total number of 55 Wistar albino rats (8-16 weeks, 220-250g) were obtained from
Dokuz Eylul University department of Experimental Animals (15 males in groups A1, A2 and
Agz; and 40 female in groups B1, B2, B3). Vasectomy group (A2), comprised of 5 males that were
vasectomized under ketasole anaesthesia 10 days before experimental onset. Remaining 10
males in the sperm aspiration groups (A1, As) were undergoing Microsurgical Epididymis
Sperm Aspiration (MESA) to produce sperm for ICSI. Oestrous phase of female rats of groups
B:1 and Bz was detected by Pap smear, after which these females where induced to super-
ovulate. A microchip, suitable for the size of oocytes, was prepared for EIS measurement of
electric potential. Half of all collected oocytes were evaluated by EIS, while the other half only
benefited assisted reproductive techniques. ICSI was then performed on all selected oocytes.
After successful ICSI, 4 to 14 third day staged embryos were transferred into previously
prepared, anesthetized pseudo-pregnant rats. All data were evaluated by T-student and SPSS.

58 oocytes selected by the EIS appeared more successful in fertilization and embryo
transfer as compared to 57 oocytes selected only by ART.

We found, for the first time, that an EIS fertilization window of 118 to 132 mV defines
suitable mature oocytes for fertilization in rats defined.

Key Words: EIS, ART, Vasectomy, Fertilization EIS Potential Window (FEPW)



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Insan gelisimi fertilizasyon ile baslar. Normal fertilizasyon igin oosit ve spermin varlii
ve saghgi énemli bir kosuldur. Erkek gameti olan sperm ile kadin gameti olan oositin (ovum)
bir araya gelerek, tek hucreli bir yapi olan zigotu olusturmasina fertilizasyon denir. Bu ¢ok 6zel
totipotent hucre, kendimize ait benzersiz yapinin baslangicidir. Fertilizasyon esasi molekdiler
faktorlere dayanir(1, 2). Normal ve yeterli anderojenler, saglam genital sistem ve normal gamet
bulunmasi gereklidir. Cesitli faktorler infertilite nedeni olabilir. Canlilarin 6zel durumlarina
bagh olarak Ureme yollarinin saghkli olmasina ragmen, normal ve saglikli gametler
bulunmayabilir (3). Uygun olmayan gamet hiicreleri basarisiz fertilizasyon nedeni olabilir(4).
Ozellikle oligospermi (3, 5, 6) olan erkeklerde ve Poli Kistik Over hastaligi (PCO)(4, 5, 7) olan
kadinlarda fertilizasyon orani disuktr.

Gunidmuzdeki yontemlerle uygun gamet secimi icin cok fazla zaman harcamasina ragmen
ya basarisizdir ya da disuk bir basari yuzdesine sahiptir. Bu sorunlar Gretim tesisleri ve
veteriner hekimlikte de gorulmektedir(8, 9).

20. yuzyildan beri infertilite sorununu ¢6zmek icin cesitli yontemler kullanilir(10).
Bunlar; ilaglar (6rn. Androjenler, Gonadotropinler, Antiéstrojenler), cerrahi yontemler (6rn.
Varikoselektomi, Vasovasostomi, Vasoepididimostomi) ve YUT [6rn. GIFT (Gamet Intra
Fallopian transfer) — ZIFT (Zigot Intra Fallopain transfer)— 1UI (Intra Uterin Inseminasyon) —
IVF (In Vitro Fertilizasyon)] dir (9-12). Bu yéntemlere ragmen yine de kesin ve yeterli bir
basari saglanamamistir(11).

Lanzendrof ve ark., Hamster’in oositine bir sperm enjeksiyonu sonrasi gekirdeginin
yogunlugunun azaldigini, spermlerin  %90’inda akrozom reaksiyonu oldugunu rapor
etmislerdir. 1988 yilinda Lanzendrof ve ark., bir diger arastirma grubuyla insanda %30
fertilizasyon orani bildirmislerdir. Dolayisiyla enjeksiyondan sonra ¢ok sayida dejenere oosit
oldugu rapor edilmistir (12).

Bir hiicre ya da organizmanin tim yapisi gen haritasinin ekspresyonundan cizilir fakat
genler ancak 6zel kosullarda, uygun ihtiyac ve belirli zamanlarda aktif olurlar ( 11). Hiicre zari
ve reseptorleri normal kosullarda, bir kimlik ve yapiya sahiptirler (11). Tip dunyasinda ve
yasam slrecinde, bir implantasyonun kabul veya reddedilmesini 6nemli Ol¢ide bu yapilar
duzenler (2-4). Her organik ve inorganik madde 6zel bir yapi ile atom ve molekdleri belli olan

bir haritaya siralanmistir (4, 13). Bir polar veya apolar molekilde, pozitif ve negatif yik



parcaciklari, temel bir yapi 6zelligini korumak icin bir araya gelirler. Yapinin 6zellikleri onlarin
manyetik bir alanda elektriksel davranislarini belirler(13, 14). Bu nedenle her hucre igin
standart parametreler ile kolay ve istikrarli tablo sunmak gerekli gértnutyor (14). Canli diinyasi
diger nesneler gibi molekuller ve atomlardan olusur. Dolayisiyla bu birimler; yapilarina
dayanarak 0zel direng, potansiyel ve elektriksel davranislara sahiptiler. Bu yapisal ve biyofizik
parametreler olcilebilir. EIS teknigi, fizik ve kimya kokenli bir metottur. EIS teknigi bircok
arastirmada kullanilmistir. Ornegin; yaniklarda iyilesme miktari ve zamani, yara iyilesmesi,
kalp krizinde kalp dokusunun iyilesmesi, dokularin iyilesmesi, laboratuvarda hiicrelerin
taninmasi, (15-18). Son derece hassas, hatasiz ve kullanimi kolay, ¢alisma alani kontroli olan
EIS yontemi (15-18) ile her hiicrenin 6zel parametreleri elde edilebilir. Hatta hiicre kulttrl
calismalarinda bu yontem ile hiicreler tek sira ve tek tabakada dizilirler. Bu yoéntem ile
yaniklarda yanik iyilesmesi ve doku yenilenmesi kolaylastirilir (15-17).

Calismamizda ilk kez EIS teknigi ile oositin yapisina baglh olarak uygun fertilizasyon
zamani kantitatif olarak belirlendi.

1.2. Arastirmanin Amaci

EIS yontemi ile oositin fertilizasyon i¢in uygun zamaninin ve 0zelliklerinin bulmasi.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

EIS metodunu kullanarak ICSI ile oositin spermle uygun fertilizasyon zamaninin
arastiritimasi mimkun olabilir.

Hicrenin buyume, treme ve bolinme zamanini kolay ve kesin olarak yeni parametrelerle
sunmak.

Arastirma, tiip bebek merkezlerinde fertilizasyon oranini arttirmak i¢in kullanilabilir. Bu
sekilde Tup bebek merkezlerinin masraflarinin azaltilmasi ve zamandan tasarruf saglanmasi

mUmkaun olabilir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Genital Sistemin Gelisimi

Erkek ve disi morfolojik karakteristikleri, embriyonun 7. haftalarina kadar gelisime
baslamazlar (1, 2, 4). Genital sistem erken donemde her iki cinsiyette birbirine benzer, sekstel
gelisimin farklilasmamis safhasi olarak adlandirthr 1, 2). Gonadlar (testisler ve ovaryumlar) t¢
kaynaktan koken alirlar: 1. Posterior abdominal duvari doseyen mezotel (mezodermal epitel),
2. Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu) ve 3. primordiyal germ hicreleri (1-4, 18-21).

Bes haftalik embriyoda, Primordiyal Germ Hucrelerinin (PGC) vitellis kesesi
duvarindan, embriyo icerisine gocu izlenmektedir (1, 2, 4, 5, 18). Gonadal gelisimin ilk
safhalari 5. haftada ortaya ¢ikar ve mezonefrozun medialinde, mezotelde bir kalinlasma
meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun
medialinde bir kabariklik (gonadal kabarti) olusur. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar
(gonadal kordonlar) altindaki mezensim igerisine dogru kisa stirede blydrler (Sekil 1, 2) (1, 2,
18, 20, 21).

Primitif gonadin kortikal bolgesinden ovaryum gelisir. Farklilasmamis gonadin kortikal
bolgesi, baslangicta primer seks kordonlari icerir. Bu kordonlar, 5.haftada sélom epitelinden
mezensimin igine uzanir ve 6. haftada, primer huicre kordonlarindaki hticreler dejenere olur ve
bunlarin yerini, oogonyomlarin etrafini gevreleyen sekonder seks kordonlari alir (1, 2, 18, 21).
Oogonyomlar, vitellus kesesinden gelisip go¢ eden primordiyal germinal hiicrelerin mitoz
bélinmesiyle olusur. Primordiyal germinal hiicreler, iki X kromozomuna sahiptir ve SRY geni
tarafindan kodlanmis Testis-Belirleyen Faktorden (TBF) yoksundur (22, 23).

Fotal ovaryumda, oogonyomlar primer oosit olmak i¢in 1. mayoz bolinmenin profaz
evresine girer ve crossing over’in tamamlanmasindan sonra bu evrede bekler. Mayoz’un profaz
evresinde bekleme; bir ya da daha cok follikilin gelismesi icin uyarildigi ergenlige kadar
devam eder (1, 2, 4, 5, 18).
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Besinci ile 6. haftalarinda, genital sistem farklanmamis safhadadir ve iki ¢ift genital kanal
bulunmaktadir (1, 2, 19, 20). Paramezonefrik kanallar, gonodlarin ve mezonefrik kanallarin
lateralinde gelisirler. Mezonefrozlarin lateral yizeylerinde, mezotelin longitudinal
invaginasyonlarindan olusurlar. invaginasyonlarin kenarlari birbirleriyle kaynasir ve



paramezonefrik kanallar meydana gelirler. Bu kanallarin, huni sekilli kraniyal uglari, periton
bosluguna acilirlar. Paramezonefrik kanallar, embriyonun gelecekteki pelvik bdlgesine
ulasincaya kadar, mezonefrik kanallara paralel olarak, kaudal yone dogru uzanirlar (1, 2).
Pelvik bolgeye ulastiklarinda, mezonefrik kanallari ventralde caprazlarlar, orta planda
birbirleriyle birleserek kaynasirlar ve Y sekilli uterovaginal primordiyum’u olustururlar. Bu
tlbdler yapi, Urogenital sinisiin dorsal duvarina dogru uzanir, burada bir yukselti (kabarintr)
olan sinls tuberkaltnd olusturur (1, 2).

Cinsiyetin farklanmasi, bir kismi otozomal olan ¢ok sayida genin rol aldigi karmasik bir
strectir. Her ne kadar embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, oositi dolleyen sperm ile
fertilizasyon sirasinda belirleniyorsa da erkek ve disi morfolojik karakteristikleri embriyonik 7.
haftaya kadar gelisime baslamaz. Genital sistem gelisirken bu dénemde her iki cinste de
birbirine benzer. Cinsiyetin belirlenmesindeki anahtar, Y kromozomunun kisa kolunda “Testis
Belirleyici Faktor” (TDF) geninin ekspresyonudur. Bu faktorin varligi veya yoklugu gonadal
farklanmayi dogrudan etkiler ve Y kromozomunda yerlesmis olan bircok genin rudimenter
cinsiyet organlarinin kaderini tayin etmek icin harekete gegcmesini saglar. Gonadal gelisimin ilk
safhalari 5. haftada ortaya cikar. Epitelin ve altindaki mezensimin proliferasyonu sonucu
mezonefrozun medialinde bir kabariklik meydana gelir. Bu kabariklik “Gonadal kabart
(siskinlik)” adini alir. Parmak seklindeki epitelial kordonlar (gonodal kordonlar) altindaki
mezensim icerisine dogru kisa surede buydrler. Farklanmamis gonad dista yer alan bir korteks
ve icte yer alan bir medulladan olusur. Eger embriyo XX seks kromozomuna sahip ise
farklanmamis gonadin korteksi overe differensiye olur, medullasi geriler (1-8, 19-22, 24).
Embriyo XY kromozom kompleksini igeriyorsa, medulla testise farklasir, korteks bir takim
kahntilar disinda geriler, dejenere olur. Fetal testiste, sertoli hiicreleri, seminifer ttbtllerde
cogunlugu olusturur. Daha sonraki fetal gelisme sirasinda, testisin ylzey epiteli dizlesir ve

yetiskin testisin dis ylizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent kanalciklari olusturan,
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15 ile 20 adet mezonefrik tlibdller ile devam eder. Bu kanalciklar, duktus epididimis’i olusturan
mezonefrik kanal ile baglanirlar (Sekil 2, 3) (2, 6, 13, 23).
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2.2. Disi Genital Sisteminin Anatomisi ve Histolojisi

Disi Greme sistemi; i¢ genital organlar (ovaryum, tuba uterina, uterus ve vagina) ve dis
genital organlardan (Kklitoris, labiya majora, labiya minora, vestibul ve vestibular bezler) olusur
(1, 2, 18, 21).

Tuba uterina fertilizasyonun oldugu ve zigotun ilk yariklanmaya basladigi yerdir. Her tup
dort anatomik bolgeye ayrilir:

1. infundibulum: Proksimalde fimbriyalarin bulundugu bélim
2. Ampulla: Uzun ve ince duvarh bélim

3. Istmus: Kisa ve kalin duvarh bolim

4. Intramural: Uterus liimenine agilan bolim.

infundibulumda, fimbriya denilen cok sayida parmak benzeri mukozal uzantilar bulunur.
Ampulla ve istmusta, tupun limenine dogru uzanan mukozal kivrimlar vardir. istmusta

mukozal kivrim sayisi azdir. Tuba uterinalarin duvari Gg¢ tabakalidir:

1) Mukoza tabakasi
2) Kas tabakasi
3) Seroza tabakasi.

Mukoza epiteli tek katli silindirik hiicrelerden olusmustur. Epitelde hormonlarin kontroli
altinda olan iki tip htcre bulunur:

1) Silli hicreler. Bu hucreler, follikiilogenez evresinde ve 0Ostrojen Uretimi
oldugunda genisler ve sil Uretir (silogenez). Progesteron sil vurusunu artirir. Luteoliz sirasinda
silli hucreler sillerini kaybeder (desiliasyon).

2) Silsiz salgi hucreleri (Peg hicreleri). Bunlarin salgilama etkinligi de progesteron
tarafindan uyarilir.

Kas tabakasi icte sirkiler seyirli ve dista uzunlamasina seyirli kaslar icerir. Kas tabakasi
peristaltik kontraksiyonu ile doseyici epitelin sil aktivitesi, oosit ya da zigotun uterusa dogru
ilerlemesini saglar. Uterus tlplerinin yizeyi, peritonun mezoteli ile ¢evrilidir. Serozada buyik
kan damarlari goralur (1-5).

Uterus rektum ve mesane arasinda yerlesmis, kalin muskiler duvarli bir kesedir. Perineal
ucta vaginaya acilhir. iki tist kdsede ise tuba uterinalar, uterusa acilirlar. Uterus gebelik sirasinda
yapl, blyuklik ve pozisyonunu genis ¢apta degistirebilir, nden arkaya basik bir armut gibidir.
7.5 cm boy, 5 cm genislik, 2.75 cm kalinlikta ve 30-40.gr agirligindadir. Yapi ve fonksiyon
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bakimindan korpus ve serviks diye iki kisma ayrilir, ikisi arasindaki daralmis kisma isthmus
denir. isthmusun i¢ kisminda ostium uteri internum bulunur (1, 2, 7, 18-21).

Korpusun duvari ug¢ tabakalidir:

a) Endometriyum, b) Miyometriyum c) Perimetriyum

Duvarin ana bileseni, endometriyum denilen mukoza ile déseli miyometriyumdur.

Miyometriyum, en kalin tabakadir ve pek belirgin olmayan dort kas tabakasindan
olusmustur: Orta tabaka kalindir ve sirkiler seyirli kas lifleri ile ok miktarda kan damart igerir.
Bu nedenle vaskiiler (damarh) tabaka denir. i¢ ve dis tabakada uzunlamasina ya da oblik seyirli

kas lifleri bulunur (Sekil 11). icten disa dogru miyometriyumda bu tabakalar vardir (1-5, 7, 23):

1) Stratum Submukoza: Longitudinal,

2) Stratum Vaskulare: Sirkiler kas tabakasi, kan damardan zengin,
3) Stratum Supra Vaskulare: Sirkiler, longitudinal

4) Stratum Subseroza: Longitudinal kas tabakasi

Kas fibrilleri arasinda kollajen fibrillerden zengin bag doku var. Gebelik sirasinda,
miyometriyal diz kaslar blydr (hipertrofi) ve lif sayisi artar (hiperplazi). Gebelik sirasinda
miyometriyal kontraksiyonlarin baskilanmasi, ovaryum ve plasentadan salgilanan bir peptit
hormon olan Relaksinin kontroll altindadir. Dogum sirasindaki miyometriyal kasilmalar ise
norohipofizden salgilanan oksitosinin kontrolt altindadir. Endometriyum, tek katl silindirik
epitel ile doselidir. Epitel hiicreleri, basit tibtler endometriyal bezlerin epiteli ile devam eder.

Epitel hicrelerinin altinda endometriyal stroma denilen lamina propriya bulunur (Sekil
4). Endometriyum islevsel olarak iki tabakadan olusur (23):

1) Menstruasyon sirasinda doklen yizeyel fonksiyonel tabaka.

2) Menstruasyon sirasinda dokilmeyen ve menstruasyondan sonra yenilenecek
olan fonksiyonel tabakaya kaynak olusturan bazal tabaka.

Fonksiyonel tabakanin mikroskopik 6zellikleri, menstrual siklusun evrelerine gore
degisiklik gosterir. Menstrual siklus yaklasik 28 gun surer; ancak, zamanla kicuk degisiklikler
olabilir. Menstrual siklus, birbirini izleyen Gg evreden olusur:

1) Siklusun baslangici olan menstrual evre (1-5 gin).

2) Proliferasyon evresi (6strojenik ya da follikiler evre de denir) 5-14. glnler
arasindadir. Bu evre sirasinda, olgunlasan ovaryum follikillerinde Uretilen Ostrojenin uyarici

etkisiyle endometriyumun kalinhgi artar. Hem epitelde ve hem de lamina propriyadaki
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hicrelerde mitoz gorulir. Tubuler bezlerin epitel hiicreleri yukariya dogru gog eder, bez giderek
daralir ve kivriml bir sekil alir.

3) Ovulasyonun oldugu 14. giinden sonra, endometriyum yaklasik 13 giin stirecek
olan sekresyon evresine girer. Bu evre sirasinda endometriyal bezler salgilama yapmaya baslar.
Tubuler bezlerin dis sinirlari dizensizlesmeye ve kivrilmaya, doseyici epitelde glikojen
birikmeye baslar ve bez Iumenini glikojen ve glikoproteinden zengin bir salgi doldurur.
Endometriyal bezlere paralel seyreden damarlarin boyu uzar ve lamina propriyada ¢cok miktarda
sivi birikir (6dem). Sekresyon evresi, korpus luteumda dretilen progesteron ve dstrojen
tarafindan kontrol edilir.

4) Menstrual siklusun sonunda, korpus luteumun gerilemesine bagl olarak kandaki
steroit hormonlarin azalmasi, yaklasik 1 giin suren bir iskemik evreyi baslatir. Normal
kanlanmanin azalmasi, aralikli iskemiyi baslatir ve bunu izleyen hipoksi, endometriyumun
fonksiyonel tabakasinda nekroza neden olur. Nekroze doku, menstrual evrede dokulur. Gebelik
olmussa, endometriyum lamina propriyasindaki stromal hticreler biyir ve artan progesteron
duzeyine yanit olarak lipit ve glikojen depolar. Bu endometriyal degisikliklere desidual
reaksiyon denir. Cunkl endometriyumun fonksiyonel tabakasi dogum sirasinda desidua olarak
dokalur (1, 2, 4, 18, 20).

Endometriyumun damarlanmasi farklidir. Endometriyumu arkuat arterler kanlandirir.
Arkuat arterlerin iki segmenti vardir:

1. Dz segment: Endometriyumun bazal tabakasini kanlandirir.

2. Kivrimli segment: Endometriyumun fonksiyonel tabakasini kanlandirir.

Kivrimli segment, endometriyumun kalinhgi arttikca gerilir. Menstruasyondan hemen
once, diz segment ile kiviimh segmentin ayrildigi noktadan baslayan ve kivrimli segmentte
devam eden kontraksiyonlar, kan akimini azaltir ve endometriyumun fonksiyonel tabakasinin
dokilmesine neden olur (1, 2, 4, 18, 20).
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2.3. Ovaryal dongl ve Gamatogenez
Ovaryal siklus (¢ evreden olusur:

1) Follikuler evre
2) Ovulatuvar evre
3) Luteal evre

Folliktler evrede, primordiyal follikilden olgun follikil (Graaf follikil) gelisir.

Primordiyal follikil, en ¢ok bulunan ve en kiicuk (25um c¢apinda) olan, yassi follikiler ya da

granuloza hucreleri tarafindan gevrilmis folliktldur. Primordiyal follikiller, fotal ovaryumda

gelistikten sonra bir dinlenme evresine (1.mayoz, profazin diploten) girer ve bu evrede bekler.

Bekleme evresinden cikan primordiyal folliktlere, primer follikiller denir ve bunlar iki tiptir:

1) Tek tabakali primer follikuller: etrafinda tek sirali kibik follikiler hicreler

bulunur.

2) Gok tabakali primer follikiller: Cok katli ve ¢ogalan kiibik hucrelerle cevrilidir.
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Follikuler htcreler, kendilerini ovaryumun stromasindan ayiran bir bazal lamina
tarafindan desteklenir. Primer follikil evresinde, primer oosit zona pellusida denilen
glikoprotein bir kilif sentezlemeye baslar. Zona pellusida, follikuler hiicreleri oositen ayirir.
Folliktler htcrelerin ince sitoplazmik uzantilari zona pellusidayr deler ve oositin
mikrovilluslariyla temas eder. Temas noktalarinda oluklu baglantilar bulunur. Sonraki evre,
strekli boltnen follikdl hicreleri ve kalinlasan zona pellusida ile karakterize sekonder
follikilddr. Follikall cevreleyen stromal hiicreler, teka denilen hiicresel bir kapsul olusturacak
sekilde dlzenlenir. Teka daha sonra iki tabakaya farklilasir:

1) Teka interna (i¢ kilif)

2) Teka eksterna (dis kilf)

Gelismekte olan follikdliin bazal laminasina komsu, iyi damarlanmis teka interna
tabakasl, bir androjen prekirsori olan androstenediyonu salgilar. Androstenediyon, testosteron
uretimi icin follikdl hiicrelerine tasinir. Daha sonra, testosteron, aromataz tarafindan éstradiyola
cevrilir. Follikuler hiicreler, ostrojenlerin dogrudan tretimi icin gerekli olan enzimlere sahip
degildir. Bu nedenle, follikiler hcreler follikiilogenez sirasinda steroit prekdrsorlerini
uretemezler (1, 2, 4, 18, 20).

Teka eksterna, kapsul benzeri bag dokusu bir tabakadir ve ovaryumun stromasi ile devam
eder. Follikiler hiicreler arasinda, hiicreler arasi bosluklar (Call-Exner cisimleri) gorulur. Bu
araliklar follikdler sivi icerir ve daha sonra birleserek, daha buyuk bir bosluk olan antrumu
yapar. Antrumun olusmasi, follikiler hilcrelerin primer oosite gore yeniden dizenlenmesine
neden olur. En biyuk follikdl, olgun follikaldir (Graaf follikull / preovulatuvar follikil), 15-
20 mm capindadir. Ovulasyondan hemen 6nce, primer oosit, follikil i¢inde eksentrik bir konum
ahir (1, 2, 4, 18, 20).

Primer oosit, zona pellusidaya sikica yapismis ve korona radiyata denilen tek sirali
folliktler htcrelerle cevrilidir. Olgun follikil ya da Graaf follikull, su 6zelliklerle
karakterizedir:

1) Follikuler sivi igeren buyuk bir antruma sahiptir.

2) Korona radiyatayl yapan tek sirali follikiler hicrelerin cevreledigi zona
pellusida bulunur.

3) Oosit ve ona bagli olan korona radiyata, kumulus ooforustan ayrilir; oosit-zona
pelusida-korona radiyata kompleksi follikul sivisi iginde serbest olarak yuzer.
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4) Ovulasyon birkag saat 6nce I. mayoz tamamlanir ve sekonder oosit ve birinci
kutup cismi olusur. Birinci kutup cismi, perivitellin aralik denilen ve zona pellusida ile oosit
arasindaki araliga atilir.

5) Follikdler hicreler, sahip olduklari Follikil Stimulen Hormon (FSH) reseptorlerinin
yani sira, Luteinizan Hormon (LH) reseptorleri de kazanir. Bu olay, korpus luteumun
luteinizasyonu ya da gelismesi icin kritiktir (1, 2, 4, 18, 20).

Ovulasyon zamaninda, olgun follikil ovaryum yiizeyinden disariya dogru, stigma denilen
bir ¢cikinti yapar. LH dizeyinin artmasi sonucu uyarilan teka eksterna ve tunika albugina
icindeki etkinlik ve proteolitik enzimler olgun graaf follikilunun yirtilmasini kolaylastirir.
Disariya atilan gamet, ovaryuma ¢ok yaklasmis olan tuba uterina (ovidukt) girer. Ovulasyondan
birkac saat once, follikiler hiicre tabakasi ve teka interna, korpus luteuma dénismeye baslar
(LH reseptori ortaya ¢ikmasi) (Sekil 5) (1-4, 18).
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Ovulasyondan sonra, geride kalan follikuler hiicre tabakasi bizistr ve hormon salgilayan
major bir bez olan korpus luteumun bir pargasi olur. Bu doniisum asagidaki evreleri izler:

1) Follikulin bazal membrani yikilir.
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2) Baslangicta damarsiz olan follikuler hlcre kiimesi igine kan damarlari girer.
Antrum bosluguna kan dolar ve pihtilasir; boylece, gecici bir yapi olan korpus hemorajikum
olusur. Daha sonra, yeni olusmus kan damarlari (anjiyogenez), fibroblastlar ve kollajen lifler
fibrin pihti icine girer.

3) Follikuler hucreler ve teka interna hicrelerinin degisimi sézkonusu olur.
Follikuler hiicreler: follikuler lutein hiicrelere donusup, tipik olarak steroid sentezleyen hiicre
ozellikleri yani; lipit damlaciklari, gelismis Agraniler Endoplazmik Retikulum (AGER) ve
tibdler kristali mitokondriyonlar, gosterir. Bu 6zellikleri kazandiktan sonra, FSH ve LH
uyarisina yanit olarak progesteron ve 0Ostrojen salgilarlar. Follikiler hucrelerde LH
reseptorlerinin gorilmeye baslamasi, luteinizasyon evresi icin kritik bir olaydir. Teka interna
hlcreleri de teka lutein hiicrelerine donusir ve LH uyarisina yanit olarak androstenediyon ve
progesteron Uretir(1-4).

Follikuler lutein hicrelerinde; 6stradiyol sentezinin tamamlanmasi igin gerekli olan
steroidojenik enzim yoktur. Teka lutein hucreleri, androstenediyon saglayarak, follikiler
hlcrelerle isbirligi yapar. Androstenediyon daha sonra follikiler lutein hiicrelerinde 6strodiyole
cevrilir. Korpus luteum biyumeye devam eder ve fertilizasyon olmamissa, ovulasyondan
yaklasik 14 gun sonra gerileme evresine girer. Fertilizasyon olmussa, korpus luteum biylimeye
devam eder ve progesteron ile Ostrojen retmeyi surdirir. Korpus luteumun yasamasini
saglayan, implante embriyonun trofoblast hicrelerinde dretilen insan Koryonik
Gonadotropininin (hCG) uyarici etkisidir.

Progesteron ve ostrojen, gebeligin yaklasik 9.-10. haftalarina kadar endometriyumun
beslenmesi icin gereklidir. Bu suregte; plasenta, fotal sirrenal korteksi ve karaciger ostrojenleri
uretir (1, 2).

Luteoliz (Korpus luteumun gerilemesi) sonucunda, korpus albikans olusur. Bu sirecte,
korpus luteumun dejenere olan luteal hiicre kiimelerinin yerini stromal bag dokusu alir. Korpus
albikans ovaryumda kalir; kigulur ama hicbir zaman kaybolmaz. Korpus luteumun
gerilemesinden sonra, stromada serbest kalan luteal hticreler, salgilama etkinliklerini yeniden
kazanabilir ve bu durumda interstisyal bezler adini alir. Bu tip interstisyal bez hiicrelerine insan
ovaryumunda sik rastlanmaz(1, 2).

Cok sayida primer follikil olgunlasma surecine baslar. Ancak, yalnizca bir follikil
gelisimini tamamlar, digerleri atrezi denilen bir olayla dejenere olur. Follikiller, gelisimlerinin

herhangi bir evresinde atreziye ugrayabilir. Atretik follikuller; camsi membran denilen kalin,
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kivrilmis membranéz materyal, cok degisiklige ugramamis zona pellusida, dejenere olmus
oosit, follikul hucrelerinin kalintilari ve istila eden makrofajlar ile ayirt edilir (1, 2).

2.4. Erkek Genital Sisteminin Anatomisi ve Histolojisi

Erkek treme sistemi dis genital organlar, i¢ genital organlardan olusur. Erkek treme
sisteminin organlari asagidakilerden ibarettir:

1) Gonadlar (testis): Sperm Uretimi ve androjenlerin salgilanmasi.

2) Genital bosaltim yollari: (Tubuli rekti, rete testis, duktuli efferentes, duktus
epididimis, duktus deferens, duktus ejekulatoryus, uretra) spermiumu disariya tasiyan kanallar.

3) Yardimci bezler: (Vezikula seminalis, Prostat, Bulbouretral bezler) Salgilari
semen Kitlesini olusturur.

4) Penis: erektil dokudan olusan ciftlesme organi (Sekil 6)(18-21, 24).

ERKEK GENIiTAL SiSTEM
{(HERA KLINiK)

Seminal Veziliil

Mesane

Prosia

Rekium

Vas Deferens Anis

Testis

Epididim Skrotum
ftorbal

Sekil 6: Erkek genital sistemi |

Testisler 10-14 gr agirhginda, 3cm kalinliginda, 2-3cm genisliginde ve yaklasik 4cm
uzunlugundadir. Bir testisin iki yizu (facies lateralis ve medialis), iki ucu (extremitas superior
ve inferior) ve iki kenari (margo anterior ve posterior) bulunur. Testis icerisinde yerlesik olarak
bulunan tubuli rekti ve rete testis ile testis disinda yerlesik olarak bulunan duktus epididimis,

duktus deferens, duktus ejakulatoryus kanallari genital kanal sistemini olusturur. Bu kanal
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sistemi ve bununla iliskili olan vesikula seminalis, prostat bezi, bulbouretral bezler ve cinsel
birlesme organi olan penis erkek treme sistemini olusturur. Erken fotal donemde, karin
boslugunda bobreklere yakin olarak yer alan testisler, fetls gelistikce asagiya dogru hareket
ederek dogumdan hemen 6nce inguinal kanal araciligi ile skrotuma inerler. Testislerin normal
fonksiyonlarini yapabilmeleri igin karin boslugundan skrotuma inmeleri zorunludur. Testisin
en disinda bulunan skrotum deri fibroz kilif ve kas liflerinden olusur. Skrotum igten disa dogru;
peritonun lamina periatealisi (periorchium), fascia spermatika interna, m. Cremaster, . Obliqus,
fascia spermatika externa, m. Obliqus, tunika dartos ve en dista cutis (deri) den olusur. Ayrica
skrotum icerisinde testis, epididimis, duktus deferensin bir kismi ve bu organlara gelen kan
damarlari ile sinirler bulunur (2, 18-21, 23).

Testislerin karin boslugunun disinda yerlesimi viicut isisindan 2-3°C dustik bir 1sida
olmalarini saglar. Normal spermatogenez icin 34-35 € gereklidir. Olgun testisin posteriyor yiizii
epididimis ile iligkilidir. Hem testis hem de epididimis skrotal kese icerisinde vaza deferens,
spermatik arter, vendz ve lenfatik pleksuslari iceren spermatik kordon ile asilidir. Testis
ekzokrin ve endokrin fonksiyonlu bilesik tubuler bezdir. Ekzokrin salgisi canli hiicre
spermlerdir. Salgilama bicimi aktif halokrindir. Endokrin salgisi leydig hicreleri tarafindan
salgilanan testesteron hormonudur. Testisler skrotum denen, deri ve fibromuskular yapida bir
kese icinde, funikulus spermatikus ile asili durumdadir. Testis rete testisin yer aldigi yerde
kalinlagsarak mediastinumu olusturan tunika albuginea ile ¢evrelenir (18-21, 23).

Mediastinumda testikler kitleye dogru uzanan fibréz septumlar dokuyu 250-300 lopguga
boler. Herbir lopcuk 1 ila 4 seminifer tibdl icerir. Herbir seminifer tubul yaklasik 150
mikrometre capta ve 30-70cm uzunluktadir (Toplam 500m); iki ucu U seklinde olan ve rete
testise acilan tuplerdir. Rete testis, seminifer epitelin Grinlerini (Testikuler sperm, salgisal
proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar agidir. Seminifer tabdl iki belirgin hcre
populasyonunu iceren 6zellesmis seminifer epitelin ile doseli merkezi bir limenden olusur:
Somatik sertoli hicreleri, Spermatogenik hucreler (spermatogonyum, spermatosit ve
spermatidler). Seminifer epitel bir bazal membran ile kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir
miyoid hilcrelerden olusan bir duvarla ¢gevrelenmistir. Miyoid hiicreler hareketsiz spermleri rete
testise ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinden sorumludur. Spermler epididimal kanaldan
gectikten sonra ileri motilite 6zelliklerini kazanirlar. Seminifer tubul arasindaki bosluk kan
damarlari, lenfatik kanallar veya sintizoidler, makrofajlar ve androjen Ureten Leydig hicre

gruplar tarafindan doldurulmustur. Her bir testis skrotumun altinda, 3 tabakal bir kapsul ile
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sarthidir. Bu yapiya testikller kapsil denir ve tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika
vaskiloza tabakalarindan olusur (18-21, 23).

Testis en dista mezotelyal hiicrelerden olusan, 2 yaprakli, periton kokenli ser6z bir kese
olan tunica vaginalis tabakasi ile ortilidar. Tunika vaginalisin visseral yapragi testisin 6n ve
yan yuzlerini cevreler, pariyetal yapragdi ise skrotum (zerinde uzanmaktadir. Bu tabakanin
altinda tunika vaginalisin visseral yapragi olan ve tunika vaginalisten bazal lamina ile ayrilan,
tunika albuginea tabakasi bulunmaktadir. En i¢te bulunan tunika vaskiiloza tabakasi ise gevsek
bag dokusundan olusur ve kan damarlarini icermektedir. Tunica albuginea histolojik kesitlerde
en belirgin gozlenen, duzensiz siki bag dokusundan olusan yogun bir tabakadir. Bu tabaka
testisin posterior yiizeyi boyunca Ucgen seklinde bir kalinlasma meydana getirir ve
mediastinum testis yapisini olusturarak organin parankimasi igerisine sokulur. Mediastinum
testis yapisina, tipki hilum yapisina oldugu gibi, genital bosaltma kanallari, kan ve lenf
damarlari ve sinirler baglanir. Buradan isinsal olarak ¢ikan siki bag dokusu yapisindaki, ince
fibroz bolmeler (septula testis) testisi insanda yaklasik olarak 250-300 lobule ayirir. Piramit
seklindeki lobillerin tavanlari mediastium testise, tabanlari ise testisin dis yizine bakar.
Lobdllerin birbirleriyle iliskide olmalarini saglayan bélmelerin tam olmamasidir. Seminifer
tabullerin arasi tunika vaskulozanin testis igine uzanarak olusturdugu interstisyel doku ile
doldurulmustur. Testis ttbulleri mediastinum bolgesi yakininda sonlanir. Sonlanan tubullerin
Iimenleri daralir, diizlesir ve tubuli rekti (tubulus seminiferi rekti) denilen bir testis i¢i bosaltim
yolunu olusturur. Bu yapi seminifer tubulleri dar kanallardan olusan bir ag yapisinda olan rete
testise baglar. Rete testis mediastinum testis bdlgesinde anastomozlasmistir. Tubuli rektinin
rete testis ile iliskili bolimu ve rete testis genelde tek bir silia iceren ve kisa mikrovilluslu kubik
epitelle doselidir, tubuli rektinin seminifer tabul ile iliskili olan boélumiinde ise sadece sertoli
hicreleri yer alir. Kivrimli yapiya sahip olan duktuli efferentes kanallari birleserek
spermiyumlarin toplandigdi ve depolandigi, en uzun, oldukga kivrintili, katlantil ve tek bir kanal
olan duktus epididimisi olustururlar. Duktus epididimisin epiteli; epitel hiicrelerinin bir bazal
lamina Uzerine oturdugu, kisa bazal hicreler ile uzun sterosilyali prizmatik hticrelerin yer aldig
sterosilyali yalanci ¢ok katl prizmatik epiteldir. Bazal laminanin altinda ince bir lamina popria
bulunur. Lamina proprianinda altinda ince diiz kas katmani yer alir. Duktus epididimisin kuyruk
kismindan sonra kanal duvari birden bire kalinlasir ve diiz bir kanala dontistir. Bu kanala duktus
deferens denir ve kanal duvarinda kalin bir duz kas tabakasini igerir. Duktus deferensin

salgilama islevine de sahip epiteli, sterosilyali yalanci ¢cok kath prizmatik epiteldir. Epitel
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distalde ise degisici epiteldir. Duktus deferensin prostat bezine girmeden énceki kisminin
genislemesiyle ampulla bolgesi olusur. Vezikula seminalis kanallari duktus deferense ampulla
boélgesinden sonra katilirlar. Sonra duktus deferens prostat bezine girer ve duktus ejakulatoryus
kanalini olusturur. Sonrasinda ise tretraya acilir (Sekil 7, 8) (18, 18).
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Sekil 8: Testisin anatomisi ve kanalari

Kan-Testis Bariyeri; seminifer tibiller ile interstisyel kan damarlari arasinda yer alan ve
seminifer tibdllere immunoglobilinlerin gegcmesini dnleyerek germ hicrelerinin kandan gelen
zararh ajanlara karsl korunmasini saglayan, sertoli hiicrelerinin kurdugu siki baglantilar ile
olusan bariyerdir (6, 19). Sekstel olgunlasmanin immunolojik yetenegin gelismesinden sonra
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meydana gelmesi sebebiyle spermatogenez sirasinda ortaya c¢ikan birtakim proteinler
farklilasmakta olan sperm hicrelerinin yabanci olarak algilanmasina ve yok edilmesine sebep
olabilecek bir immin yaniti tetikledikleri icin, kan-testis bariyeri gelisen spermler ve immin

sistem arasinda olusabilecek her tirlu etkilesimi ortadan kaldirir (7,18).

2.5. Spermatogenik hucreler ve spermatogenez

Spermatogenik hicreler seminifer tibil epitelinin biyuk ¢ogunlugunu olusturan cesitli
olgunlasma asamalarinda bulunan ve dizenli olarak béliinerek olgun spermlere farklanan, bazal
lamina ve tbdl lumeni arasini dolduracak sekilde 4-8 tabakali hiicrelerdir. Limenden bazale
dogru farklilasmanin ve olgunlasmanin degisik evrelerindeki hicre tipleri sirasi ile [imenden
bazale dogru spermiumlar, spermatidler, sekonder spermatositler, primer spermatositler ve

spermatogonyumlardir (1-7, 18, 20).

Spermatogonyumlar, sertoli hicreleri arasindaki okludens tipi baglantilarin altinda
kaldigi icin bazal kompartimanda yer alirlar. Bazal lamina ile iliskidedirler ve kan-testis
bariyerinin disinda kalirlar. 2 farkli tipi bulunur (1, 2, 9).

Tip A spermatogonyumlar oval ¢ekirdekli, yogun bazofilik ve ince granuler kromatinli
seminifer epitelin kok hticreleridir. Puberteden itibaren mitoz gegirirler ve soluk boyanan, oval
cekirdekli, ince graniler kromatinli tip A acik spermatogonyumlar ile tip A koyu
spermatogonyumlari meydana getirirler. Tip A acik spermatogonyumlar mitoz gecirerek tip B
spermatogonyumlari olustururlar.

Tip B spermatogonyumlar mitoz gegirerek primer spermatositleri olusturur. Primer
spermatositler, DNA (deoksiribonikleik asit) sentezini tamamladiktan sonra mayoz
bolinmenin profaz safhasinin bittn fazlarini gegirirler. Profaz evresi yaklasik 22 gin sirer ve
cekirdeklerindeki sinaptonemal kompleksin varhigi ile karakterize edilen, spermatogenik
serinin en blyuk ve histolojik kesitlerde en ¢ok karsilasilan hucreleri primer spermatositlerdir.
Profaz evresinden sonra kardes kromatidler sirasiyla metafaz, anafaz ve telofaz evrelerini
gecirerek 2n DNA ve 23 kromozom (22+X veya 22+Y) iceren sekonder spermatositleri
meydana getirirler. Sekonder spermatositler kisa stiren bir interfaz evresi gecirdikleri ve hizla
ikinci mayoz bolunmeye girdikleri igin histolojik kesitlerde ¢ok zor goralirler (1-6, 18-21).

Sekonder spermatositler; ikinci mayoz bolunmeyi tamamlayarak seminifer tibul limeni

yakinlarinda sertoli hiicrelerinin derin sitoplazmik ¢okintulerine yerlesmis, 7-8 pm ¢apa,
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yogunlasmis kromatin bolgeleri tasiyan merkezi yerlesimli ¢ekirdege, iyi gelismis bir Golgi
kompleksine, ¢cok sayida mitokondri ve bir ¢ift sentriyole sahip olan spermatidleri olustururlar.
Spermatidler sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma katlantilarinda spermiyogenez denilen ve
sirastyla golgi fazi, akrozomal faz ve maturasyon fazi olmak Uzere 3 asamadan olusan bir
farklilasma sureci gecirerek olgun spermiyumu olustururlar. Olgun spermium da spermiasyon
denilen olayla seminifer tubul limenine salinir. Sonug olarak ise bir spermatogonyumdan 4
olgun sperm olusur (Sekil 9) (1-7).

Insanlarda bir spermatogonyumdan olgun bir spermiyum spermatogenezis olayi ile
yaklasik olarak 64 ginde meydana gelir. Olgun bir spermiyum bas, boyun ve kuyruk
bolgelerinden olusur. Bas bdlgesinde yassi bigcimli, yogun kromatin iceren bir cekirdek ve
cekirdegin anterior yarisini 6rten, 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom bulunur.
Akrozom hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve akrozin gibi hidrolitik enzimleri icerir.
Boyun bolgesi bas ile kuyruk arasindaki baglantiyr saglayan dar bir parcadir. Sperm
kuyrugunun merkezi parcasi olan aksonemi olusturan proksimal sentriol ile distal sentriol
olmak Gzere bir ¢ift sentriol bulunur. Kuyruk bdélgesi ise orta parca, esas parga ve son parca
olmak tzere (¢ kisimdan olusur. Kuyrugun orta parcgasi sarmal olarak dizilmis mitokondriler,
9+2 mikrotlbiler yapidaki aksonem ve sperm boynundaki baglanti parcasindan kuyruk
boyunca uzanan dokuz adet dis yogun fibrillerden olusmustur. Esas parca kuyrugun en uzun
parcasidir ve spermin éne hareketi sirasinda mikrotiibiler kayma ve kivrilma igin saglam bir
iskelet olusturan yedi adet dis yogun fibrille sarili merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur.
Kuyrugun en kisa parcasi olan son parcada ise yalnizca aksonem bulunur, dis yogun fibriller ve
fibroz kilif bulunmaz (1, 2, 7).

Insanlarda spermatogenezisin her seminifer tiibiilde es zamanl olarak gerceklesmemesi
ve bazi lumende serbest spermiyumlara rastlanirken bazilarinda yanlizca spermatidlerin
g6zlenmesi seminifer tubullerde diizensiz bir gérinime yol acar. Ratlarda ise her seminifer
tibllde spermatogenezis es zamanli olarak gerceklesir. Ayrica spermatogenezis evrelerinin
sayisi hayvan tirlerine gore farkliliklar gosterir. insanlarda 6, farede 12, ratda 14 adet
spermatogenezis evresi gorulir (1-7, 18).

Spermatogenezis bir spermatogonyumdan olgun spermiyum olusurken meydana gelen
cogalma, biylme, olgunlagma ve baskalasim evrelerini iceren bir siirectir ve 2 fazda gergeklesir
(Sekil 9) (7, 18).
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Spermatidlerin bir dizi huicre farklilagsmasi sureci gegirerek spermiyumlari olusturduklari
bu evre spermiyogenezis olarak adlandirilir (7, 18).

Spermiyogenez Bu sire¢ spermiyogenez olarak adlandirilir ve 3 fazdan olusur: Golgi
Fazi, Akrozomal Faz, Matlrasyon Fazi (1-7).

Olusan spermiyumlar seminifer tibul limenine dogru salinirlar ve geriye kalan artik
sitoplazma Sertoli hicreleri tarafindan fagosite edilir. Spermatogonyumlarin bélinmesiyle ve
sonraki asamalarda olusan hiicrelerin tamamen ayrilmayip birbirlerine sitoplazmik koprilerle
bagl kalmalari, yaklasik 70 giin strer. Tek bir spermatogonyumdan olusan primer ve sekonder
spermatositlerle, spermatidler arasindaki iletisimin devamliligini saglar. Sertoli hiicrelerinin
apikal sitoplazma katlantilarinda spermiyogenezis asamasini gegiren spermatid olgun
spermiyuma donusur ve spermiasyon olayiyla seminifer tibal [imenine salinir(1-7).

Testikiler spermler hareketsizdir; ovumu fertilize edemez. Spermatozoa bu yetenegi
ancak epididimden gecgerken kazanir. Spermlerin epididimden gegis suresi yaklasik 2 gunddr.
Rete testis sivisiyla duktus deferense gelen spermler, bu hucrelerin su reabsorbe etmesiyle
olusan basing farki, epitel hicrelerinin siliyer hareketleri ve en 6nemlisi de miyoid hiicrelerin
kasilmasi ile tasinir. Sperm, epididim icinde ilerledikge motilite kazanir. Epididim fonksiyonu,
androjene Ozellikle dihidrotestosterona baglidir. Epididim kanalindaki epitel hiicrelerinden
salgilanan maddelerin tumu sperm olgunlasmasinda etkilidir. Duktus deferens spontan
motiliteye sahip bir organdir. Diizensiz kigik kasiimalarla strekli sperm tasir. Cinsel uyarilarla

bu tasima hizlanir(1-7).
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Sekil 9: Spermatogenez

2.6. Fertilizasyon

Ciftlerin ortalama %15'i infertilite problemiyle karsilasmaktadir. Bu giftlerde, %50
oraninda kadin faktori, %40 oraninda primer erkek faktori ve %10-15 oraninda agiklanamayan
infertilite s6z konusudur (25-28). YUT'den biri olan IVF uygulamalari; ilk olarak tamir
edilemeyen tubal hasari olan ciftlere yardimci olmak adina gelistirilmis ise de gintmizde pek
cok endikasyon icin kullanilmaktadir. 1VF, laboratuvar kosullarinda overlerden toplanip,
spermle fertilize edilen oositten olusan embriyonun uterus icerisine yerlestirildigi bir tekniktir.
IVF endikasyonlari olarak, tubal fakttr, endometriozis, erkek faktorl, agiklanamayan infertilite
ve imminolojik infertilite siralanabilir (6, 29, 30-).

Fertilizasyon 6ncesi 2 olay meydana gelir:

1. Epididimislerde sperm maturasyonu

2. Disi Ureme kanallarinda sperm kapasitasyonu.

Testisten salinan ve epididim kanalina giren sperm sirkiler harekete sahiptir. Sperm,
epididimise gecip ve epididimisin kuyruk veya kuyruga yakin bélgesinde depolanmayi igeren
2 haftalik olgunlasma siirecinden sonra fertilizasyon igin gerekli olan ileri hareketini kazanir.
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Ejakulasyondan sonra, sperm uterusta kapasitasyon siirecine girer ve tuba uterina kanalinda
bulunan ovumun fertilizasyonunu gercgeklestirir(1-7, 23).

Esasen fertilizasyon yetenegine sahip sperm hem maturasyon hem de kapasitasyon
streclerini sperm-oosit flizyonun 6ncesi tamamlamalidir. Kapasitasyon in vitro kosullarda
preinkubasyon olarak hazirlanir. (1-7, 18, 23).

Fertilizasyon sirasinda 3 ana olay meydana gelir. Bunlar sirasiyla (Sekil 10):Akrozom
reaksiyonu, zona pellusidanin bir glikoproteini olan ZP3'e spermin baglanmasi ve sperm-oosit
flizyonu dur.

Oosite yaklastiginda ve Ca+ varliginda spermin plazma membrani dis akrozomal
membranla kaynasir. Bu olay akrozom reaksiyonu olarak adlandirilir. Membran flizyonuyla
olusan kii¢lk acikhklar hidrolitik enzimlerin salinimini kolaylastirir. Akrozomun ekvatoryal
bolgesi membranlarin kaynasmasi stirecine katilmaz. Ozet olarak fertilizasyon (1-7, 18, 23).

1. Korona radiata (1.bariyer): Sperm kuyrugunun hareket ve hyalorunidaz enzimi.

2. Zona pellusida (2.bariyer): Sperm ZPs reseptoriine baglanir, intraselliler iyon ve
PH’nin yikselmesi ile akrozom enzimlerinin salinmasina neden olur; ZP ile bilesir ve yapisini
degistirir.

3. Oosit membrani (3.bariyer): Birlesme sonrasi sperm oosit membranini geger ve
oosit membrani depolarize olur. Ca*™ hiicre icinde cogalir ve kortikal reaksyon gerceklesir.
Reseptorlerin hidrolizi zona pellusidanin diizenlenmesinin degisimine neden olur.

4. Fertilizasyon devaminda, mayoz Il (metafaz 11) tamamlanir. DNA sentezi ve her
iki pronukleusun kilif kaybi olur, kromozomlar karisir ve zigot (46 kromozom.) olusur(24). Bu

olay yariklanmay1 baslatir (Sekil 10).
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Sekil 10: Fertilizasyon ve Asamalari

2.7. Elektrokimyasal Impedans Spektroskopi teknigi

1902'de “’The Electrochemical Society’” kuruldu (15, 16). Taramali prob teknolojisini,
Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS) temel prensipleriyle birlestirerek uzamsal
olarak ¢oziinmls empedans Ol¢timlerinin alinmasini saglar. Calisma elektrodu numunesine
sinds egrisi seklinde kicik bir gerilim ya da akim sarsimi uygulanmasi ve sonugta olusan
akimin empedans hesaplamasi i¢in dl¢tilmesi gibi geleneksel empedans spektroskopisi (EIS)
prensipleriyle benzer bir prensipte ¢alisir. Fakat, akimi 6lgmektense, kiiguk bir elektrokimyasal
prob, elektrolitteki lokal akimi 6lgecek sekilde yiizeye yakin olarak tarama yapar (31-39).

EIS 300 (Sekil 11) Elektrokimyasal Empedans Spektroskopi Teknikleri yazilimi ile 10
MHz ile 1 MHz frekans araliginda empedans 6l¢timlerini yapabiliriz. 2 milli Ohm’ dan 10 tera
Ohm (1012 Ohm)' a kadar olan Empedans olcumleriniz icin arastirma tabanli Gamry'nin 4
modelinden birini kullanabiliriz. Geleneksel empedans sistemlerindeki cihazlarin kapladigi
blylk hacim/alan, ylksek empedans degerlerinin élgliminde sinirlamalar ve yiksek maliyet
gibi ¢cogu dezavantajlarin Ustesinden gelinmistir. EIS 300 yazilimi ile Potansiyostatik EIS,
Galvonastatik EIS, Hibrid Galvanostatik EIS ve Mott-Schottky egrileri gibi dort farkl
empedans deneyini gerceklestirebiliriz. EIS uygulamalari kaplama, yakit hicresi
karekterizasyonu, pil testleri, korozyon hizi belirleme, mekanik ve kinetik calismalar ile daha
fazlasini icerir. Sahip oldugu detayh "Esdeger Devre Model Dizenleyicisi" ve "Egri Eslestirme
(Fitting)" 6zelligi ile deney diizeneginin elektriksel olarak ifadesi icin ekstra bir yazilim ihtiyaci

bulunmamaktadir. Ayrica élciim yapmadan 6nce secilen esdeger devre modelleri Uzerinde,
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girilen frekans araliklarinda ve devre elemani degerlerinde Empedans grafiklerinin

simulasyonunu yaptlabilmektedir (39- 50).

2.8.

2.8.1.

f”. ‘ '
Sekil 11: EIS 300 sistemi
EIS ile Standart Deneyler:

Potansiyostatik EIS

Genis frekans araliginda empedans spektrumu elde eder. Elektrokimyasal hiicrede hem 2

hem de 3 elektrot sistemi ile calisilabilir. Kullanici AC potansiyelini, DC Ofset potansiyelini,

baslama ve bitis frekanslarini ve 6l¢tlmas veri noktalarinin sayisini kontrol edebilir (41).

2.8.2.

Galvanostatik EIS:

Genis frekans araliginda empedans spektrumu elde eder. Elektrokimyasal hiicre

galvanostatik kontrol altindadir. Galvanostatik EIS acik devre potansiyelinin surekli kaydigi pil

ve korozyon testlerinde kullanislidir. Potansiyel degerleri diisik empedansli pillerde ¢ok kiiglik

oldugu ve potansiyel ¢ok yiksek c¢ozlndrluklerde 6lgllebildigi icin bu 6zellik piller igin
Onemlidir (41).
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2.8.3. Hibrid Galvanostatik EIS:

Galvanostatik EIS’in bir formudur. Potansiyel degeri frekans arali§i boyunca kullanilan
galvanostatik modda uygulanacak olan akimi belirlemek icin hiicreye uygulanan ilk
potansiyelin verilerini kullanir. Alinan empedans degerleri istenilen potansiyele ulasiimak igin
AC akimini ayarlamada kullanilir. Bu frekans araligi boyunca olusabilecek yuksek veya diisiik
potansiyeli engeller (41).

2.8.4. Coklanmis Potansiyostatik EIS:
ECM8 Multiplexer araciligiyla empedans taramasi yapar. Verimliligi artiran bu 6zellik,
kullanicinin tek bir cihazla 8 drnege kadar calisabilmesini saglar (41).

2.8.5.  Mott-Schottky:

Hicrenin empedansi DC offset potansiyeli araliinda tek bir test frekansi kullanilarak
olgulur. Hicre direnci ve kapasitans degeri (basit paralel RC modeli varsayilarak) DC voltajin
bir fonksiyonu olarak gercek zamanlh cizilir. Bu teknik genel olarak yari-iletken ve ince tabaka

formasyon calismalarinda kullantlir(41).

2.9. Ratin Genital Sistemi:

Ratlarin dretilmesi blylk oranda farelerinkine benzer. Bununla birlikte, disi ratlarda
erkek feromonlarina baglh olarak éstrus dongiistiniin senkronizasyonuna rastlanmaz. Ostrus ve
gebeligin senkronizasyonu, 4 gunliuk bir progesteron uygulanmasi sonucu olusan anéstrusu
miuteakip, FSH ve PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin; gebe kisrak serum
gonadotrofini) veya eCG enjeksiyonu ile saglanir. Ostrus déngusii giiniin aydinlik periyodunun
uzayip kisalmasindan etkilenir. Ginlik 12-16 saatlik bir 1sik periyodu ile yapilan rat
yetistiriciliginin basari sansi en yuksektir. Strekli 1s1ga maruz birakilan (¢ gin gibi kisa bir
stire olsa bile) ratlarin treme fonksiyonlarinda ciddi problemler olusur (51-56).

Ciftlesmeyi takip eden 12-24 saat icerisinde, vaginada bir tika¢ meydana gelir. Bu plagin
vaginada veya kafesin herhangi bir yerinde gorilmesi, cinsel birlesme zamani hakkinda bilgi
verebilir. Rat tretim sistemleri farelerinkine benzer. Dogum sonrasi 6strus devresinde ¢iftlesme
olursa, déllenmis yumurtanin (zigot) uterus duvarina yapisma sureci; dolayisiyla, gebelik suresi
birkac glin uzar (57).
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DoOngu 4 gunlik ise 2 gund didstrustur (diostris 1 ve 2), 5 glnlik ise 3 ginl diostris
olarak geger (56-59).

Vasektomi olmus erkekle ciftlesen prodstrus evesindeki disi yalanci gebelik olarak
adlandirihr(60-80). Yalanci gebelik icin disi, proostrus (PE) evresinde hazirlanir.
Superovulasyon igin ise 6stris (E) doneminde hazirlanir(57-61, 78).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma deneyseldir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Bu arastirma Doktora tezi kapsaminda 2010’den itibaren 2013’ye kadar, Dokuz Eylil
Universitesi’nin Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, ayrica Deney Hayvanlari Anabilim

Dali imkanlarindan yararlanilarak yapilmistir.

3.3. Arastirmanin evreni ve drneklemi /calisma gruplari:

Mayis 2011 yilinda Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali binyesinde deneysel IVF
laboratuvar alt yapisi hazirlanmaya baslandi. Haziran 2012’de kullanima hazir hale geldi ve
hemen proje baslatildi. Once proje icin gerekli mikrogipler hazirlandi ve deneyler baslatild.
Toplam 55 adet 8-16 haftalik 220 -250.gr agirliginda Wistar Albino susu Rat Dokuz Eylil
Universitesi’nin Deney Hayvanlari Anabilim Dalindan temin edildi. Projenin dnceden planina

gore 15 adet erkek ve 40 adet disi alindi. Ozet olarak gruplar tabloda gésterilmistir:
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3.4.
3.4.1.

YOntemlerin semasi

Yontemin ve Gruplarin Sema ile Gosterilmesi:

Asagidaki tabloda (Tablo 1) calismadaki kullantlan yodntemler islem sirasina gore

gosterilmistir:

Tablo 1: Yontemlerin calisma ozeti

Sira | islem

Amag

1 Mikrocip hazirlamasi

EIS 6lcimu icin oosit capina uygun ¢ip hazirlandi

2 Vasektomi

Deneyden 10 giin 6ncesi kisir erkek hazirlandi

3 Slperovulasyon Oosit toplama icin 6strus evresinde olan disiye uygulandi.
Superovulasyon igin eCG ve hCG hormonu kullanildi
4 MESA OPU ginu sabah mikro cerrahi ile sperm aspire edildi ve spermler

hazirlandi.

5 Oosit toplama® (OPU)

12-16 saat hCG enjeksiyonu sonrasi oosit toplandi.

6 EIS(-) Oositlerin yarisina EIS ile degerlendirmeden ICSI ya da IVF
uygulandi.
7 EIS(+) Oositlerin diger yarisi EIS ile degerlendirilip, ICSI ya da IVF
uygulandi.
8 Yalanci gebelik rat | Vasektomi olan erkekle embriyo transferinden bir gece oncesi
hazirlamasi ciftlestirilen pro ésterus evresinde olan disiye denir.
9 Embriyo Transferi Yalanci gebe ratlara toplam 4-14 arasinda embriyo transfer edildi.
10 Alici  annenin  dogumunu | 17-18 giin sonra dogum gerceklesti
beklemek

11 Data degerlendirilmesi

1. Fertilizasyon, embriyo transfer ve dojum orani
hesaplandi.
2. EIS Potansiyel Penceresi hesaplandi.

1 OPU: Oocyte Pick- Up
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3.4.2.  Gruplarin semasi
Asagidaki tabloda (Tablo 2) 6zet olarak gruplar agiklanmistir:

Tablo 2: Gruplarin ¢alisma 6zeti

Al: 5Ad | Normal kosullarda beslenip, MESA ile elde edilen spermler normal
Kontrol grubu YUT leri igin kullanildi (EIS olmayan).
A2: 5Ad | Deneyden 10 gun énce vasektomi edildiler.
Grup A Vasektomi grubu
Erkek
grubu . .
15 adet A3:Sperm Toplanan spermler rutin olarak hazirlandi ve YUT leri igin kullanildi
aspirasyon grubu 5Ad | (EISile uygulananlar).
B1: Kontrol grubu | 10 Normal kosullarda beslenip, oositleri toplandi.
Ad
EIS yontemi ile incelenen
oosit
B2.1,1 +
grubu 5 Ad. Normal sperm
8-16 5 adet IVF olduktan sonra embriyo
Haftalik EIS+ transfer edilecektir.
Wls_tar B2.1 EIS yontemi ile
Albino Rat grup 10 Ad. incelenmeyen oosit
55 adet B2.1,2 +
Erkek=15 grubu 5Ad. Normal sperm
Disi =40 | GrupB 5 adet IVF olduktan sonra embriyo
Disi B2: Yalanci | 20 EIS- transfer edilecektir.
grubu gebelik grubu? Ad EIS yéntemi ile incelenen
40 adet B2.2,1 oosit
grubu 5 Ad. +
5 adet Normal sperm
EIS+ ICSI olduktan sonra
embriyo transfer
B2.2 edilecektir.
grup 10 Ad. EIS yontemi ile
B2.2,2 incelenmeyen oosit
grubu 5Ad. +
5 adet Normal sperm
EIS- ICSI olduktan sonra
embriyo transfer
edilecektir.
B3:0osit toplanan | 10 Toplanan oositler B2’ye gore 4 gruba ayrildilar.
grubu Ad

3.4.3.  Gruplarin agiklamasi:
15 adet erkek ve 40 adet disi olmak Uzere toplam 55 adet 8-16 haftalik 220 -250.gr
agirhginda Wistar Albino susu rat (Rat) Dokuz Eylil Universitesi’nin Deney Hayvanlar

Anabilim Dalindan temin edildi.

2 valanc gebelik grubu (Pseudo pregnancy group): vasektomi olan erkek grubu pro-6sterus disilerle bir gece ayni kafeste birakilir. Ciftlesen

disiler, yalanci gebelik grubu olarak adlandilar (80 - 83).
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Erkek grubu A ve disi grubu B olarak adlandirildi ve her iki grup alt gruplara ayrildilar:
1- Erkek grubu (A) 3 alt gruba ayrildi:

- Kontrol grubu (A1):5 adet: MESA ile sperm temin edildi, EIS uygulanmayan oositlerle
isleme alindi.

- Vasektomi grubu (A2): 5 adet. Tum erkekler deneyden 10 giin 6nce vasektomi oldular ve
kisirhk testi yapildi.

- Sperm aspirasyon grubu (As): 5 adet. MESA ile sperm temin edildi, EIS uygulanan
oositlerle isleme alindi.

2- B grubu 40 adet disi rat 3 alt gruba ayrildilar.

- Kontrol grubu (B1) 10 Adet: EIS uygulanmayan oositler bu gruptan temin edildi.

- Yalanci gebelik grubu (B2) 20 Adet: Vasektomi olan erkek grubu ve pro-6strus evresinde
olan disi grubu bir gece ayni kafeste birakildi. Ciftlesen disiler, yalanci gebelik grubu olarak
isimlendirildi. Bu grup 4 alt gruba ayrildi ve her disinin uterusuna 4-14 adet embriyo transfer
edildi:

v B 211 (IVF +/ EIS+):EIS yontemi ile incelenen oosit ile normal sperm IVF sonrasi daha
Onceden yalanci gebelik olarak hazirlanan ratlarin uterusuna 4-14 adet embriyo transfer
edildi.

v B212 (IVF +/EIS -): EIS yontemi ile incelenmeyen oosit ile normal sperm IVF sonrasi daha
Onceden yalanci gebelik olarak hazirlanan ratlarin uterusuna 4-14 adet embriyo transfer
edildi.

v B 221 (ICSI +/ EIS+): EIS yontemi ile incelenen oosit ile normal sperm ICSI sonrasi daha
Onceden yalanci gebelik olarak hazirlanan ratlarin uterusuna 4-14 adet embriyo transfer
edildi.

v' B 222 (ICSI +/ EIS-): EIS yontemi ile incelenmeyen oosit ile normal sperm ICSI sonrasi
daha énceden yalanci gebelik olarak hazirlanan ratlarin uterusuna 4-14 adet embriyo transfer
edildi.

- Oosit toplanan grup (Bs): 10 adet. EIS uygulanan oositler bu gruptan temin edildi

“’EIS (Electrochemical Impedance Spectroscopy) metodunu kullanarak ICSI (Intra

Cytoplasmic Sperm Injection) ile oositin spermle uygun fertilizasyon zamaninin arastirilmasi*

bashgina dayanarak ICSI gruplarinin sonucu tezde degerlendirilmistir. IVF’den alinan sonuclar

daha sonra degerlendirilecektir.
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3.4.5. Calisma materyali:

Bu arastirmada yukarida aciklandi§i gibi toplanan oositler ikiye ayrilip ve bir grup EIS
yontemiyle degerlendirildi. Diger grup gintmuzdeki rutin YUT kriterlerine gére olgun olup
olmadig1 tespit edildi. Oositler islem sonrasi B> alt gruplarina transfer edildi.

Tum hayvanlar numaralandirildilar. Tablo 3, 4 ve 5°de ratlarin numarasi, yapildigi islem,
teslim tarihi ve sayisi agiklanmistir:
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3.4.6. Erkek Grubunun galisma Ozeti
Asagidaki tabloda (Tablo 3) erkegin alim tarihi, islemin adi ve zamani ve sonu kisaca

gosterilmistir.

Tablo 3: Erkek grubunun ¢alisma 0zeti

Sira Grup Teslim tarihi islem islem Tarihi Disi No. Rat sonu Aciklama
E® A, 03.09.2012 Vasektomi 04.09.2012 Oldu FAZLA KETAMIN
E, A, 03.09.2012 Vasektomi 05.09.2012 D; + D5 + Dy7 Pilot Deney Hayvanlari
AD
Es A, 03.09.2012 Vasektomi 08.09.2012 Ds + Dg + Dyg Pilot Deney Hayvanlari
AD
19.09.2012 D,
E4 A A; 03.09.2012 MESA 07.10.2012 D, Pilot Deney Hayvanlari
18.11.2012 D, AD
Es A A; 03.09.2012 MESA 27.09.2012 D, Pilot Deney Hayvanlari
07.10.2012 Ds AD
Es A, 02.10.2012 Vasektomi 03.10.2012 Dy + Dg + D2y Pilot Deney Hayvanlari
AD
E; A, 02.10.2012 Vasektomi 14.12.2012 Di; + Dy7 + Dy Pilot Deney Hayvanlari
AD
23.01.2013 D1y
Es A A; 02.10.2012 MESA 01.02.2013 Dis Pilot Deney Hayvanlari
AD
24.01.2013 D14
Eo Ar As 02.10.2012 MESA 28.01.2013 Dis Pilot Deney Hayvanlari
AD
Eio A, 02.10.2012 Vasektomi 10.10.2012 Dyo + D1g + Do Pilot Deney Hayvanlari
AD
En A, 14.01.2013 Vasektomi 04.02.2013 D3, + Dg3 + Dag Pilot Deney Hayvanlari
AD
01.02.2013 D16
Ei, A A, 14.01.2013 MESA 07.02.2013 Dy Pilot Deney Hayvanlari
27.02.2013 Dss AD
05.03.2013 Dy
Eis A, 14.01.2013 Vasektomi 10.02.2013 Dgs + Dgg Pilot Deney Hayvanlari
AD
09.02.2013 D3
Eis A A; 14.01.2013 MESA 11.02.2013 Dyg Pilot Deney Hayvanlari
15.02.2013 D2, AD
09.03.2013 Dg7
06.02.2013 Dis
Eis A A; 14.01.2013 MESA 16.02.2013 Dss Pilot Deney Hayvanlari
07.03.2013 Do AD

3 E1: Erkek Numara 1 ve...
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3.4.7.

Disi grubunu ¢alisma 6zeti Tablo 4 ve 5’de sunulmustur:

Disi grubunun galisma Ozeti

Tablo 4: Disi grubunun D1 — D20 galisma 0zeti

Sira  |Grup | Teslim tarihi islem islem Tarihi  [Donor ya Alici islem sonucu Rat sonu Aciklama

D;* B; 03.09.2012 Siperovulasyon 16.09.2012 Ds Oosit toplama Dekapite -

D, Bs 03.09.2012 Superovulasyon 24.09.2012 Ds Oosit toplama Dekapite -

D3 B2 03.09.2012 Yalanci gebe 21.09.2012 Ds Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

D4 B; 03.09.2012 Siperovulasyon 04.10.2012 Dy Oosit toplama Dekapite -

D5 B2 03.09.2012 Yalanci gebe 30.09.2012 D, Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

D6 Bs 02.10.2012 Superovulasyon 14.10.2012 Do Oosit toplama Dekapite -

D7 B; 02.10.2012 Siperovulasyon 15.11.2012 Dg Oosit toplama Dekapite -

D8 B2z 02.10.2012 Yalanci gebe 21.11.2012 D, Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

D9 B2z 02.10.2012 Yalanci gebe 10.10.2012 D, Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

D10 | B2z 02.10.2012 Yalanci gebe 20.10.2012 D¢ Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

D11 B; 14.01.2013 Siperovulasyon 20.01.2013 Dis Oosit toplama Dekapite -

D12 | B;21 14.01.2013 Yalanci gebe 26.01.2013 D1 Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

D13 Bs 14.01.2013 Superovulasyon 25.01.2013 Do Oosit toplama Dekapite -

D14 Bs; 14.01.2013 Siperovulasyon 21.01.2013 D1, Oosit toplama Dekapite -

D15 | Bj21 14.01.2013 Yalanci gebe 25.01.2013 Dy Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

D16 B; 28.01.2013 Siperovulasyon 03.02.2013 D7 Oosit toplama Dekapite

D17 | Ba11 28.01.2013 Yalanci gebe 03.02.2013 D1 Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

D18 Bs 28.01.2013 Superovulasyon 03.02.2013 D2 Oosit toplama Dekapite

D19 | Bj21 28.01.2013 Yalanci gebe 10.02.2013 Dy Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

D20 | Bj21 28.01.2013 Yalanci gebe 30.01.2013 Dis Gebe kaldi Pilot Deney
Hayvanlari AD

4Dy Disi 1 Ve...
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Tablo 5: Disi grubunun D21 — D40 ¢alisma 0zeti

Sira Grup Teslim tarihi islem ‘ islem Tarihi Donor ya Alict  |islem sonuc{  Rat sonu Aciklama
D B211 31.01.2013 Yalanci gebe 08.02.2013 Dig Gebe Pilot Deney
Hayvanlari AD

Dy, Bs; 31.01.2013 Superovulasyon 12.02.2013 Dy OPU Dekapite -

Dz Bs 31.01.2013 Siiperovulasyon 06.02.2013 Do OPU Dekapite -

Dy Bs; 31.01.2013 Superovulasyon 04.02.2013 Dys OPU Dekapite -

Dys B211 31.01.2013 Yalanci gebe 09.02.2013 Dy Gebe Pilot Deney

Hayvanlari AD

Dy Bs; 01.02.2013 Superovulasyon 02.03.2013 D3y OPU Dekapite -

Dy7 B222 01.02.2013 Yalanci gebe 17.02.2013 D, Gebe Pilot Deney
Hayvanlari AD

Dy B221 01.02.2013 Yalanci gebe 18.02.2013 Dss Gebe Pilot Deney
Hayvanlari AD

Dy Bs 01.02.2013 Superovulasyon 09.02.2013 Dss OPU Dekapite -

Dso B211 01.02.2013 Yalanci gebe 01.03.2013 D3y Gebe Pilot Deney
Hayvanlari AD

Da1 Bs; 08.02.2013 Siperovulasyon 24.02.2013 Dso OPU Dekapite -

D3, B211 08.02.2013 Yalanci gebe 23.02.2013 D3y Gebe Pilot Deney
Hayvanlari AD

D33 B2 08.02.2013 Yalanci gebe 15.02.2013 Dyg Gebe Pilot Deney
Hayvanlari AD

D34 Bs; 08.02.2013 Siperovulasyon 18.02.2013 D3, OPU Dekapite -

Dss Bs 08.02.2013 Superovulasyon 13.02.2013 Das OPU Dekapite -

Dss B2 28.02.2013 Yalanci gebe 06.03.2013 Dy Gebe Pilot Deney
Hayvanlari AD

D37 Bs; 28.02.2013 Yalanci gebe 06.03.2013 Dsg OPU Dekapite -

Dss B2 28.02.2013 Yalanci gebe 08.03.2013 D3 Gebe Pilot Deney
Hayvanlari AD

Dsg B2 28.02.2013 Yalanci gebe 04.03.2013 Dy Gebe Pilot Deney
Hayvanlari AD

Dao Bs; 28.02.2013 Yalanci gebe 04.03.2013 Dss OPU Dekapite -

3.5. Deneyin Asamalari

Projenin akisina gore ilgili yéntemler calismada uygulandi.
3.5.1. Mikrogip hazirlamasi

Tezin materyal metoduna dayanarak, oosit ve spermin EIS 6l¢ciimu i¢in mikrogip yapildi

ve denendi.
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3.5.1.1. Oosite uygun mikrogip hazirlanmasi

Ilk basta farkli kalinhkta plastik cam (Plexiglass) denemelerinden sonra 6 mm
kalinligindaki plastik cam uygun bulundu. Oosit mikrogipin hazirlanmasi icin 6nce farkli
matkap uclariyla (0.5,1.0,1.2, 1.50, 2.00,2.50 mm) 5mm derinliginde bir kuyucuk kazilip, sonra
0,3 mm matkap ucuyla, 300 um ¢apinda ve 1 mm uzunlugunda bir silindir seklinde kanal acild1.
Bu parganin arkasinda bir oluk kazilip, farkli mikrociplerden birisinde 50 um capinda platin-
iridyum teli, digerinde 120 um capinda bakir teli ve Gglnci bir plexi glass’te 230 um capinda
gumaus teli yerlestirildi. Sonunda giimis tel uygun bulundu. Tidm bu parcalari bir lam izerine
monte edildi (Sekil 12-17) (77).
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Sekil 14:EIS i¢in hazirladigimiz tek haneli oosit

mikrogipi

Sekil 15: EIS i¢in hazirladigimiz tek haneli oosit
mikrogipi

Sekil 16: EIS 6lcimu icin 5 haneli oosit mikrogipi

Sekil 17: EIS 6lgimu icin 14 haneli oosit
mikrocipi
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3.5.1.2. Oosit 6lgumi igin hazirlanan Gumis Klorur elektrotu

Oosit EIS 6lcima igin, Ag/AgCI referans elektrot ve direkt dlglimi icin Ag elektrotu

hazirlandi. Gumus klorur elektrot, gimis Klorir ile doygun potasyum klorir ¢ozeltisine

daldirilmis bir gimas elektrottur. Pek ¢ok elektro analitik uygulamalarda elektrotlardan birinin

yari-hiicre potansiyelinin bilinmesi, sabit olmasi ve ortamdaki cozeltinin bilesiminden

etkilenmemesi arzu edilir. Buna uygun bir elektrota " Referans elektrot” denir (77).

Gumis Klorir elektrotlar ticari olarak bulunabildigi gibi laboratuvar kosullarinda da

yapilabilir. Gimus- doymus gumis klorur elektrotun potansiyeli 25°C'de standart hidrojen

elektrotuna gore 0,199 volttur. Normal bir elektrotun yapisi basittir (Sekil 18) ve kolaylikla

hazirlanabilir. Biz oosit ile capinda calistigimiz igin bir mikro elektrottan yararlandik (Sekil 19-

21). Referans mikro elektrotlari guimus/ gimus Klorlr solisyonunda tutuk ve deneyden énce

ortamla iyice temizledik ve set-up yaptik (52, 53).

E i

Ag tel

KCI {doKi} +12
/ damia 1 M AgNO,

KCl (kati)

agar tapa, KCI
ile doygun

poréz tapa

Sekil 18: Referans elektrotun

semasi

Sekil 19: Mikroelektrot. Solda 30G igne basi. Ortada
alev Uzerinde ¢apini dusirdiguimiz mikropipet, Sagda

230pum capinda gumas tel.
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Sekil 20: Mikroelektrot. Solda referans mikro | Sekil 21: Mikroelektrot. Solda referans mikro
elektrotu, elektrot ve icindeki AgCl ile kaplanmis glimiis
Sagda 230pum capinda gumdas tel ile kiyaslamasi|  telin sagda insulin ignesi ile kiyaslamasi

3.5.1.3. Elektriksel yéntemle gimis telin ince bir AgCl tabakasiyla kaplanmasi

1) Parlak gumus bir elektrot 0.1M hidroklorik asit icine yerlestirildi.

2) Bu 230um tel DC gl¢ kaynaginin pozitif kutbuna baglandi.

3) Bir adet pilin komur elektrotu katot yerine kullanildi.

4) Soliisyondan 30 sn boyunca 2.5mA/cm akis saglandi. Elektroliz sirasinda akimin

yogunlugunun 0,6 mA/cm daha az olmamasi saglandi. Cunku dusuk akim yogunlugu, elektrot
ylzeyinde 1s1ga duyarh gri bir tabaka olusturur ve bu elektrot yanitinin hatali olmasina sebep
olur.

Bizim hazirladigimiz referans giimus klortr elektrotu, standart gtimus klorir elektrotlar
gibi glimus bir telden olusturuldu. 200 um capindaki gimus telinin Gzerini elektrik yontemiyle
ince bir gimus klorid (AgCl) tabakasiyla kapalandi. Kaplanmis tel, doymus potasyum klortr
cozeltisine koyuldu. Alev tzerinde ¢ekerek mikro pipetin ucu 50 um capina disuruldu ve agarla
kapatildi. Aslinda ortam veya oosite yaklasan ucu ince oldugu icin poréz cam diske ihtiyac
duyulmadi ve bir agar jeli tipa konularak yari-hiicreden ¢ozelti sizmasi dnlendi. Kiguk, steril
cam kavanozda 1gr saf agar, 100 ml suda ¢ozilup, berrak bir ¢ozelti elde edilinceye kadar
isitildi. Sonra 35 gr potasyum Klor(r ilave edildi.1 cc ¢Ozelti sicakken, tiipin ucu buna hizla
daldirildi. Sogudugu zaman, elektrik direnci disik bir jel halinde katilasti. Jelin Ustline bir
tabaka kati potasyum klorur konuldu ve tiip doygun potasyum klorir ¢ozeltisi ile dolduruldu.
Sonra en fazla 50uL, 1M gumis nitrat ¢ozeltisi ilave edildi ve bu ¢dzeltiye 200um kalinhiginda
gumdas bir tel daldirildi. Yapistiriciyla diger ucu kapatildi ve telin serbest kismi altin ayakla

43



Olgim icin hazirlandi. Mikro elektrot korunmasi igin eppendorf ucuna yerlestirildi.
Hazirladigimiz referans mikroelektrotlar Ag/AgCl soliisyonunda tutuldu (Sekil 22-25)(53).

iqmeron

Sekil 22: Hazirlanmis referans Sekil 23: “Microdrive’ Gstiine monte edilmis
mikroelektrotlar referans mikro elektrot.

Sekil 25: Ag/AgCI
sollisyonu

Sekil 24: EIS cihazi ile Ag telin ince bir gimus

klortr (AgCl) tabakasiyla kaplanmasi

3.5.2.  Vasektomi islemi

Erkek grubu (A) olarak 15 adet 8-16 haftalik Wistar Albino susu rat, 3 alt gruba ayrildi.
Az (5 adet ) grubundaki tim ratlara vasektomi yapildi. Ayni sperm aspirasyonu gibi,
skrotumdan 0,5 cm yukari (Penis hizasinda) cilt kesildi ve hemen testisten ¢ikan vas deferens
kanali bulundu. 4-5 mm katgttle vas deferens baglanip kicuk makasla vas deferens kesildi
(Sekil 26). Testis skrotumdaki yerine alinip cilt dikildi ve 37°C rat 30 dk bekletildi (Sekil 27)
ve 10 glin sonra kisir erkek rat kullanima alindi (Sekil 28) (62, 63, 72). Bu grubun kisirhgindan
emin olmak i¢in vasektomi olan rat, podsterus evresinde olan disi ile ayni kafese koyuldu. Ertesi
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glin vaginadan smear alindi ve sperm olup olmadigi kontrol edildi. Tim cerrahi islemler
basariliydr.

e

Sekil 28: Eix Rat’in vasektomi sonrasi
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3.5.3.  Siperovulasyon islemi

Yetiskin, 8-16 haftalik disi Wistar Albino susu ratlarda intraperitonal (ip) stiperovulasyon
yapildi (58-61, 69-72, 75, 78-84, 91, 93). Ratlar 65 nem, 20 — 25°C (ortalama 21+0.5°C) sicaklik
ve 12/12 saat karanlik/aydinlik dénemine 2 hafta boyunca uyum sagladilar. Stiperovulasyon
icin aday rat smear yaymasiyla cinsel dongusuniin pro-0strus, ostrus, di-6strus veya met-0strus
evrelerinden hangisinde oldugu belirlendi. Ostrus evresinde olan rat stiperovulasyona alindi.
Bu grubun ovulasyonunu indiiklemek icin saat 19:50 ve 20:00 arasinda 25 - 30 IU eCG ve 48
saat sonra 25 - 30 IU hCG ip olarak verildi. Hormon enjekte edilenler ayri kafeste, 15-16 saat

bekletildikten sonra oosit toplama islemine alindi (72, 94).

3.5.4. Mikroskobik Epididimal Sperm Aspirasyon

Bu metodta optik blyitme kullanilarak epididimden sperm elde edildi. Bu grubun
erkeklerinden mikro enjeksiyon isleminden 6nce MESA ile sperm elde edildi. Erkek rat ketasol
ile anestezi edildi (Ketamine 80-100 mg/kg ve Xylazine 5-10 mg/kg) (Sekil 29). MESA
isleminde skrotumdan yukari (penis hizasinda) 0,5 cm, cilt kesildi ve hemen testisin apikalinde
epididim bulundu. Bir pensetle epididimin kaudali bulundu($ekil 30). Tespit edildikten sonra,
30G baslikh instlin ignesi ile epididimin i¢ine az miktar ortam enjekte edildi ve hemen aspire
edildi (Sekil 31). Rat oosit ve sperm manipulasyonu i¢in kullanilan temel ortam Hepes igeren
Krebs-Ringer bikarbonat ¢ozeltisi ile modifiye edilmis (nKRB-Hepes) ortamdir. Elde edilen
spermler falkon tipune koyuldu. Testis skrotumdaki yerine alinip, cilt dikildi. Sperm
hazirlanma asamasina gecildi (Sekil 32, 33). Sperm sayim islemi neubauer laminda
(Hemasitometre) yapildi (Sekil 34)(6, 23, 27, 35- 36, 44, 70-76, 88, 92- 102).

Sekil 29:MESA uyguladi§imiz erkek rat Sekil 30: MESA yontemini uygularken
epididimin kaudasi gérulmekte
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ekil 31: MESA aspirasyonu: insilin ignesi ile

epididimin icine az miktar ortam enjekte edildi. Sekil 34: Rat sperm sayimi (Neubauer lam)

Hemen sonrasinda ortam, spermlerle birlikte

aspire edildi.

| Sekil 32: Sperm aspirasyonu

Sekil 33: Spermlerin falkona
aktariimasi

3.5.5. ICSI yontemine gore oosit toplama islemi
Oosit ve sperm manipilasyonu icgin kullanilan temel ortam hepes iceren bikarbonat
cozeltisi ile modifiye edilmis Krebs-Ringer (MKRB-Hepes) ortamidir (58, 61, 72, 74, 75, 83,
84,91, 93).
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Tablo 8’e (58, 60, 69, 70, 72, 75) gore bu ortam, aslinda NaHCO3 konsantrasyonun
25.07mM’den 5,0 mM e indirilmesinin ve 20 mM Hepes ilave edilmesinin haricinde rat
oositlerin IVF i¢in Toyoda ve Chang tarafindan kullanilanin aynisiydir (69).

Embriyo kdlttrd icin kullanilan ortam mR1ECM ve DMEM-F12 ortamidir (58, 60, 69,
70,72, 75,).

Disiler hCG enjeksiyondan 15-16 saat sonra oosit toplama islemine alindi. Oosit
toplamak amaciyla disi rat %10 Ketasol ile anestezi edildi ve dekapite edilerek oldirildu. Steril
durumda cilt ve karin kaslari ayrildi ve hemen bagirsaklarin kenarinda uterus gérunda. Bir ince
makasla ovaryum ve fallop tlpleri uterustan ayrildi. Eksize edilen tuba uterina bir polistiren
klltdr kabindaki (35 mm x10 mm) % 0,1 (w / v) sigir testislerinden alinmis hiyaluronidaz ile
takviye edilmis 37°C ‘deki mKRB-Hepes kii¢lik bir damlasina (100-200 pl) yerlestirildi.(Sekil
35). Kumulas hicreleri ile oositler tuba uterinanin ampuller kismindan serbest birakildi ve
yaklasik 5.dk ortam iginde tutuldu. Bu islemler invert mikroskop ile gerceklestirildi. Kimalus
hlcrelerini oositen uzaklastirmak icin farkl pipetlerle (200. 150 ve 120 um) pipetlendiler ve
Surekli yikandilar. Pipetler laboratuvarimizda alev Ustlinde steril pastor pipetini ¢ekerek
hazirlandi. Kimullstan ayrilan serbest oositler i kez NaHCO3 (konsantrasyon 25.07 mM)
iceren Hepes’siz mKRB ortamla yikandi ve 100ul ayni ortam igine yerlestirildi. Bir CO2
inkibator (%5C0O2 370C atmosfer) icinde sperm mikro enjeksiyonuna kadar, 1 saat inkibe
edildi (Sekil 36).(72, 86- 102).

Sekil 35: Rat tuba uterina ve ovaryumu  |Sekil 36: Bir damla ortam i¢inde yeni toplanmis
oositler(x100)

3.5.6. Toplanan oositlere uygulanan islemler
Oositleri toplamadan dnce hangi gruba ait oldugu belli olsun diye isimlendirildi ve guruba

gore on hazirhklar yapildi. Toplanan oositler EIS (+) olanlar ICSI isleminden 6nce EIS
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yontemiyle degerlendirildiler. EIS(-) olanlar EIS yontemiyle degerlendirilmeden, ICSI islemine

alindilar. Olusan embriyolar 3.gun bir yalanci gebe disiye transfer edildiler (Sekil 37-40) (92-

107).

Sekil 37: Qositin EIS yontemi ile

degerlendirilmesi

Sekil 38: Hazirladigimiz mikrogip icinde
referans elektrotun yerlesimi

e > % -l.
A
$~. t - - !
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N ra
e 1 » . d
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- : ¥
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"I, ’ ’o i + Af'

& o :
Sekil 39: Hazirladigimiz mikrogip i¢inde

referans elektrotun yakindan gérianumd.

Sekil 40: Hazirladigimiz mikrogip oosite cok
yakin 6l¢ciim halinde. Ok; ZP(x400).

49




3.5.7.  Toplanan oositlerin ICSI islemi i¢in yaptlan hazirliklar

Bu asamadaki islem ve kullanan malzemeler ayni tip bebek merkezlerindeki gibiydi.
Fakat embriyo kalttra icin kullanilan ek ortam mR1ECM idi ve mikro enjeksiyon bu ortamda
geceklesti. Spermler az hareketli oldugu icin PVVP az kullanildi (8, 54, 55, 58, 60, 61, 69. 72).
ICSI amach toplanan oositler déllenme sonrasi B 221 (ICSI+/EIS+) ve B 222 (ICSI+/EIS-)
gruplarina transfer edildi. Kumulustan serbestlesen oositler ¢ kez 25.07 mM NaHCO3 iceren
Hepes’siz mKRB ortami ile yikandi ve 100ul ayni ortam icine yerlestirildi.

B 2.2 (ICSI+/EIS-) grubundaki EIS olmayan aday oositler CO; inkiibator (%5 CO> ve
37°C atmosfer) icinde sperm mikro enjeksiyonuna kadar, 1 saat inkibe edildi.

B 221 (ICSI+/EIS+) grubundaki aday oositler ayni diger gruplar gibi glnimizdeki
YUT lerin kriterlerine gore secildi (23-28). Fakat mikro enjeksiyondan 6nce oositlerin EIS
degerleri oOlculdukten sonra ICSI islemi tamamlandi (Sekil 46-51). 3. giin embriyolar,
hazirlanan yalanci gebe disiye transfer edildi (Sekil 41-46) (23, 25, 26, 72, 103-115, 117, 118).
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Sekil 41: ICSI 1.asamasl | Sekil 42: ICSI 2. asamasi

sekll 43 ICSI 3. asama Sekil 44: 1CSI 4.asamasi|
| Sekil45:ICSlI5.asamasi | Sekil 46: 1CSI 6.asamas!
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3.5.8. Yalanci gebelik grubu (B2) hazirlanmasi

Bu gruptaki disiler iki blyik alt gruba ayrilip, sirasiyla B 2,1 (IVF) ve B 22 (ICSI) olarak
tanimlandilar. Daha 6nce de belirttigimiz gibi bu tezde B 22 (ICSI) grubunun verilerini
degerlendirildi. Yalanci gebe disileri hazirlamak icin EIS yontemine goére numaralandirildi.
Standart olarak bir yetiskin alici disiye sabah smear testi uygulanip pro 6strus evresi tespit
edildi. Vasektomi olan erkekle 2 saat 151k periyodu bitmeden 6nce bir gece (karanlik dénem
sresi) ayni kafeste birakildi. Ciftlesen disiler, yalanci gebelik grubu olarak isimlendirildi.
Hazirlanan disilere 4 — 14 adet arasinda embriyo transfer edildi (8, 54, 55, 58, 60, 61, 69. 72).
Ortalama 17 ve 18. gunden sonra dogum yapan bu gruplar, yavrulari sayildiktan sonra normal
ve sadlam rat olarak Dokuz Eyliil Universitesi Deney Havanlari AD’na teslim edildi.

3.5.9.  Embriyo transferi

Oositler YUT kriterlerine gore secildi (Sekil 47- 50). Fertilizasyon sonrasi asamalar (12,
24, 48 ve 72 saat) kontrol edildi (Sekil 51-60). Bizim ¢alismamizda 42 - 72 saatler arasinda,
morula evresindeki embriyolar transfer edildi.

Embriyo secimi IVF/ICSI yonteminde asagidaki kriterlere gore yapildi (26).
a)Blastomer sayisi = 4 > Blastomer sayisi <8  b)Blastomer blyikligu = esit
c)Fragmantasyon <%20 d)Blastomerin multinukleasyonu = 0

Pasteur pipeti alevde ¢ekerek inceltildi. Transfer pastor pipetine 6nce biraz sivi parafin,
sonra sirasiyla hava, M12 ya da F-mR1ECM ortam, tekrar hava, normalde en az 2 ve en fazla
7 adet morula, hava ve sonunda tekrar ortam ¢ekildi (Sekil 61-63). Her yalanci gebe icin 2 tane
pipet hazirlandi. Bu pipet stereo mikroskobunun kenarina koyuldu. Onceden hazirlanan yalanci
gebelik disi rat, anestezi edildi. Ratin karin kismina antiseptik uygulandiktan sonra killari tras
edildi (sekil 64-65). Tras oldugu bélgeye en ve uzunlugu 1,5 cm? bir cilt kesisi yapildi. (Sekil
66). Karin kaslari kenara ayrilip bir kiicik pensetle bagirsaklarin alt kismindan uterus disari
cikarildi (Sekil 67 ). Uterus kisminda igne ile (26G baslikla) bir delik acilip, pipetle buradan
transfer islemi yapildi (Sekil 68-69). Bu kisim, dikildikten sonra (Sekil 70) rat 30 dk 37°C bir
yerde g6zlem altina alindi (Sekil 71-72). Tek tek kafeslerde olmalari tercih edildi (Sekil 73).
Ortalama 17-18. glinden sonra dogumlari beklendi (Sekil 74). Gebe kalan ve dogum yapanlar
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islemin basarili oldugunu kanitladi. Laktasyon stirecinden sora yavrular Deney Hayvanlari AD’
na teslim edildi (Sekil 75).

, B
adr ke
Sekil 47: Secilen oosit. A; Pronikleus, ok: zona  [Sekil 48: Secilen oosit pipetleme asamasinda.,
pellusida, B; kumulus hicreleri(x200). A; Pronukleus, ok: zona pellusida, B: kumulus
hicreleri(x400)

Sekil 49: ICSI islemine hazirlanan oosit; Ok; || Sekil 50: ICSI islemine hazirlanan oosit; Ok;

birinci cisim (x200). birinci cisim, A:ZP(x200).
L
S ‘ A 2 - ' :
boad s il VAL

Sekil 51: ICSI isleminden yaklasik 14 saat Sekil 52: ICSI isleminden yaklasik 16 saat
sonra (x200) sonra (x400)
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Sekil 53: Fertilizasyon sonrasi 16.-18. saat. Kisa|| Sekil 54: Fertilizasyon sonrasi 16.-18. saat.
Ok; 2 Prontikleus. Uzun oklar: Birinci cisim. A; Ok; 2 Pronukleus, A; ZP (x400)
ZP (x200).

Sekil 55: Fertilizasyon 1. guni; Normal

ekil 56: Fertilizasyonun 2. giini; Normal
boélinme (x400). > y d

bolinme ve 4 simetrik blastomer (x400).

Sekil 57: Fertilizasyonun 2. giinii sonu;

e | k Sekil 58: Fertilizasyonun 3. giind; Normal
Normal bélinme ve 6 simetrik blastomer || psliinme 8-16 simetrik blastomer. (Transfere
(x400). aday morula)(x200)

54



Sekil 59: Fertilizasyonun 5. Ginu. Ok: Dis hiicre

y Oy Sekil 60: Fertilizasyonun 5. giinii; Ok: I¢
kitlesi(>400), hiicre kiitlesi(x400).

= 2-3cm-

Air bubble 3 Air bubbte 2 Air bubble 1

|

1-1a0wm | (00000000
diameter)

i I
Mz eggs M2 light paraffin ail

Sekil 61: Sematik olarak transfer pipetinin

hazirlanmasi
Sekil 62: Rat uterusun
anatomisi ve ayrintilari
owary and
fat pad
~F
o &
pviduct £
E“suur pipette
d
A S e
a 26-gauge needle
transfer pipette

Sekil 63: Sematik olarak transfer islemi
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Sekil 64: Anestezi edilip, traglanmis Sekil 65: Operasyon bolgesi batikonla
yalanci gebelik grubuna ait rat dezenfekte edildi

| /‘,]'m. P X r
Sekil 66: Operasyon bolgesinde 0,5 -1 cm
bir kesi (Ok)

_,;P?f‘!

Sekil 68: Uterus steril gazli bez ile Sekil 69: Uterus pensetle sabitlendi ve pipetle
sabitlendi embriyolar transfer edildi
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Sekil 70: Transfer sonrasi dikis atildi

Sekil 71: Diger boynuza da ayni
transfer islemi uygulandi

Sekil 72: Transfer sonrasi kafeste tek
olarak tutuldu

Sekil 74: Transferden 18 giin sonra dogum yapan
anne (8 transferden 6 dogum)

ekil 75: Yavrular 3 hafta laktasyo
sonrasi Deney Hayvanlari AD’ na
eslim edildi
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3.6. Arastirmanin Degiskenleri:

Erkek grubuna (A1, A2, Az) herhangi bir ilag verilmedi. A2 grubuna vasektomi yapildi.

A1 ve Asz gruplarindan MESA ile elde edilen spermlere swim- up ve santrifuj isleminde
kullanilan ortam disinda herhangi bir ilac¢ verilmedi.

Calhismada disi kontrol grubu olarak kullanilan ratlarin oositleri, tip bebek merkezlerinde
oldugu gibi, sadece YUT kriterlerinden yararlanilarak secildi (EIS —)(26).

B1 ve Bs gruplarindan toplanan oositlerin yarisinda sadece YUT kriterlerinden
yaralanirken (ICSI+/ EIS —) diger yarisinda YUT kriterlerine ek olarak EIS yonteminden
yararlanildi (ICSI+/ EIS +).

B1 ve Bz grubunda 20 adet disinin dnce smear yaymasiyla ostrus dongusiinde oldugu
tespit edildi. 25-30 1U eCG ve 48 saat sonra 25-30 1U hCG ip enjekte edilerek stiper ovulasyon
gerceklestirildi. Bu iki gruba hCG enjeksiyonundan 15-16 saat sonra %10’luk ketasol ile
anestezi yapildi. Toplanan oositlere kullanilan medium disinda herhangi bir ilag verilmedi.

B> alt gruplarindaki ratlarin smear yaymasiyla pro-ostrus doneminde olup olmadigi tespit
edildi. Ancak tespit yapilirken herhangi bir 6zel ilag verilmedi.

Embriyo transferi igin B> alt gruplarina 10-15dk %10’luk ketasol ile anestezi yapildi.

Bu embriyo transferini uyguladigimiz yalanci gebelik disiler, dogum sonrasi saglikh
yavrulari ile birlikte, pilot hayvan olarak Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim

Dali’na teslim edildi.
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3.7. Veri toplama aragclari:
3.7.1.  Arastirmada kullanilan demirbas malzemeler:

Tablo 6: Arastirmada kullanilan demirbas malzemeler

Sira Demirbas adi Modeli Aciklama
1 Stereo Zoom CARL ZEISS
Mikroskop 2000-C model Stereo Zoom

Mikroskop; 10X Okdler Cifti,
Model Stand N ile birlikte komple

2 Inverted Mikroskop, CARL ZEISS Marka AXIO Hucre, doku kultaru ve
ICSI Sistem Uyumlu: | OBSERVER Al Model Hoffman | YUT calismalarina uygun
Modulasyonlu.

3 CO./0; inkiibatér : RS-BIOTECH/ ingiltere Marka Huicre ve embriyo
CO170R-230-1000 uygulamalari.
GALAXY 170R Model.
4 EIS 300 ve Series Frekans Araligi: 10 uHz — 300 kHz Potentiostatic EIS
G750 Potansiyostat AC Amplitude: 27.6 pv -1.81V Multiplexed
sistem rms Potentiostatic EIS
Galvanostatic EIS
Hybrid EIS
Single Frequency EIS
5 Mikromaniplator - OLYMPUS MN-151
Sistemi. . OLYMPUS ON-1X99 ICSl igin

OLYMPUS IM-9B
OLYMPUS ON-IXS-2
OLYMPUS NR

6 Santrifij Sigma 1-14 Sperm hazirlamasi

3.7.2.  Arastirmanin yontemleri

Calismada kullanilan tiim yontemler deney asamalari kisminda agiklanmistir.
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3.8. Arastirmanin Plani ve Takvimi:

Eylul 2009 Aralik 2009

Etik Kurul ve Yontemin Onayi

8 Ocak 2010 14 Ocak 2010

BAP Proje Giris ve Kabuli

2010.KB.SAG.024 2009219

A 4
 Lovoraarteariames e Devys eyl Topames

Laboratuvar hazirlanmasi ve Deneysel Materyallerin Toplanmasi

Mart 2010 Ekim 2011

A 4
 sewemen

Ocak 2011 Mart 2012

BAP Malzeme istegi

Laboratuvar Calismalari

Haziran 2012 Mart 2013

Tez Yazimi

|¢

Ocak 2013 Nisan 2013

3.9. Verilerin degerlendirilmesi:
EIS verileri EIS 300°e ait 6zel Gamry Analiz programinda degerlendirilidi. Veri analizleri

Windows 8’e uygun SPSS ’in 15.0 versiyonu ile yapildi. Degerler ortalama + standart sapma

olarak verildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada T-student testi kullanildi. P < 0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Varyasyon 0,5’den az olan Ol¢iimlerde
dogruluk >%95 kabul edildi.
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3.10.  Arastirmanin sinirhhklari:
Arastirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir aksaklikla karsilasiimamistir.

3.11.  Etik Kurul Onayi

Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu
tarafindan 08.01.2010 toplanti No, 14.01.2010 toplanti tarihinde 03/2010 protokol No. ile etik
acidan uygun bulunmustur. Etik kurul onayi Ek-1 ve Ek- 2 olarak teze eklenmistir (Ek 1 - 2).
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4.
4.1.

BULGULAR
B222 Grubu (ICSI+/ EIS -): EIS yonteminden yararlanmadan ICSI

uygulanmasi

B 222 (EIS -) gruptaki 5 ratin her biri icin ayri ayri oosit sayisi, fertilizasyon, embriyo

transferi ve dogum sayisi degerlendirildi ( Tablo 7, Cizelge 1):

Tablo 7: EIS(-) grubuna ait veriler

B 222 EIS - Toplanan oosit sayisi Fertilizasyon sayisl Transfer Dogumda yavru
(Oocyte Pick Up) sayisl sayisl
Grup 1 EIS 17 12 5 3
Grup 2 EIS 15 11 6 4
Grup 3 EIS 16 13 6 4
Grup 4 EIS 15 12 7 4
Grup5 EIS 14 10 6 4
Cizelgel: EIS(-) grubuna ait veriler
16
14
'_
g m ICSI-(FER)
<
M ICSI-(TRANS)
= ICSI-(DOGUM)
1 i 3 4 5
ICSI+/EIS- ALT GRUPLARI
4.1.1. Ba222 (ICSI+/ EIS -) grubundaki verilerin sayisi ve basari yiizdesi:

B 222 grubundan elde edilen veriler: Grup ici ve gruplar arasi ortalamasi hesaplandi ve
degerlendirildi (Tablo 8, Cizelge 2):
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Tablo 8: (ICSI+/ EIS -) grubundaki verilerin sayisi ve basari ylzdesi

EIS - (Oosit) EIS-(FER) | EIS- (TRANS) EIS - (DOGUM)

Cizelge 2: EIS( -) grubundaki fertilizasyon, transfer ve dogum sayilari

ICSI+/EIS- GRUBU
80
70
60
50
40

ADET

30
20
10

1 2 3
1: FERTILIZASYON / 2: EMBRIYO TARANSFER / DOGUM SAYISI

4.2. B 221 (ICSI+/EIS +):EIS yonteminden yararlanan oositler

B 221 (ICSI+/EIS +)gruptaki 5 ratin her biri icin ayri ayri oosit sayisl, fertilizasyon,
embriyo transferi ve dogum sayisi degerlendirildi ( Tablo 9, Cizelge 3):
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| Tablo 9: EIS(+) grubuna ait veriler

B 221 EIS + Toplanan oosit sayisi Fertilizasyon Transfer sayisi | Dogumda
(oocyte pick up) Sayis! yavru sayis|
Grupl EIS+ 15 12 10 7
Grup2 EIS+ 14 11 11 5
Grup3 EIS+ 13 12 11 .
Grup4 EIS+ 12 11 11 .
Grup5 EIS+ 14 11 10 5

Cizelge3: EIS(+) grubuna ait veriler

14

® ICSI+(FER)

adet

B ICSI+(TRANS)
# ICSI+(DOGUM)

1 2 3 4 5
ICSI+/EIS+ GRUBU

4.2.1. 221 (ICSI+/ EIS +) grubundaki verilerin sayisi ve basari yiizdesi:

B 2.1 grubundan elde edilen veriler: grup ici ve gruplar arasi ortalamasi hesaplandi ve
degerlendirildi (Tablo 10, Cizelge 4):



Tablo 10: (ICSI+/ EIS +) grubundaki verilerin sayisi ve basari
ylizdesi
ICSI+ ICSI- ICSI+ ICSI+
(Oosit) (FER) (TRANYS) (DOGUM)

Cizelge 4: EIS( +) grubundaki fertilizasyon, transfer ve dogum sayilari

60 53

50

40

30

ADET

20

10

1 2 3
ICSI+/EIS+ GRUBU

4.3. B 221 (ICSI+/ EIS +) ve B 222 (ICSI+/ EIS -) gruplari arasinda
karsilastirma:

Elde edilen verilerden EIS( +)/ EIS( -) arasinda fertilizasyon, embriyo transferi ve
dogum sayisi karsilastirildi (Cizelge 5):
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Cizelge 5: EIS( +)/EIS(-) grubundaki fertilizasyon, transfer ve dogum sayilar

80

70

60

50

40

Adet

30

20

10

0

1 2 3
EIS+/EIS- GRUPLARI

4.4, EIS ile elde edilen verilerin degerlendirmesi:

Siiperovulasyon isleminden sonra 145 adet oosit toplandi. Toplanan oositlerden YUT
Kriterlerine gore 115 tanesinin olgun oosit oldugunu tespit ettik.

Bunlardan 57 adet olgun oositi EIS yontemiyle inceledik.

Ayni zamanda YUT kriterlerine gore olgun olmayan oositleri EIS parametrelerine gore
Olctik. Fertilizasyon islemi yapilmayan oositleri de apoptoz o6ncesi EIS yontemiyle
degerlendirdik.

B 221 grubundaki oositleri, 300 sn boyunca 14 asamada EIS potansiyelini Potansiyostat
sistemi ( EIS 300 ve Series G750,; Frekans Araligi: 10 uHz — 300 kHz, AC Amplitude: 27,6
MV —1.81 V rms) ile olctiik. Her gruptaki oositleri ayri tabloda not ettik.

4.4.1. B221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 1. denegin EIS verilerinin araligi:

Her oosit i¢in tek basina ortalamasini hesapladik (Tablo 11) (Cizelge 6).
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Cizelge 6: B 221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 1. denege ait EIS élcimi

ICSI(+) / EIS(+) GRUBU 1. DENEK

135,00

130,00 ,A
125,00

Yy
120,00 N\ /

mV

v

115,00

110,00

105,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
OOSIT No.

4.4.2. B221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 2. denegin EIS verilerinin araligi:

Her oositin ortalamasi EIS’e gore hesaplandi (Tablo 11)(Cizelge 7).

Cizelge 7: B 221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 2. denege ait EIS dlcimu

ICSI+/EIS- GRUBU 2.DENEK

128,00

126,00

124,00

122,00 v /\YM
120,00 \/

118,00

mV

116,00

114,00

0O0SIT No.
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4.4.3. B 221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 3. denegin EIS verilerinin araligi:

Her bir oositin ortalamasi hesaplandi (Tablo 11) (Cizelge 8).

Cizelge 8: B 221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 3. denege ait EIS 6lgimi

ICSI+/EIS+ GRUBU 3. DENEK
130,00

128,00

126,00 X
40 MM
122,00

120,00

mV

118,00 T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

OOSIT No.

4.4.4. B 221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 4. denegin EIS verilerinin araligi:

Her bir oosit ortalamasi hesaplandi (Tablo 11) (Cizelge 9).

Cizelge 9: B 221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 4. denege ait EIS élcimi

ICSI+/EIS+ ALT GRUBU 4.DENEK
125,00

124,50 % ‘x
124,00

123,50 |~ i\/——‘/
123,00

122,50 o
122,00
121,50
121,00

mV

0OSIT No.
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4.45. B221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 5. denegin EIS verilerinin araligi:

Her oositin EIS’e gore ortalamasi kullanarak hesaplandi (Tablo 11) (Cizelge 10).

Cizelge 10: B 221 (ICSI+/ EIS +) grubunun 5. denege ait EIS 6lgimi

ICSI+/EIS+ ALT GRUBU 5.DENEK

\A\
\/H

124,00
123,50
123,00
S 122,50
€ 122,00
121,50
121,00
120,50

¥

9 10 11

0O0SiT No.

4.5.

cizelge:

Her olgun sayilan oosit icin EIS potansiyel 6lcimiuni 300 sn boyunca 14 asamada

B 221 (ICSI+/EIS+) grubundaki oositlerin EIS ile elde edilen sonuclarina ait

kaydettik. Her oositin kendi cizelgesinde EIS potansiyelinin ortalamasini hesapladik (Cizelge

11):
Cizelge 11: ICSI( +)/EIS(-) gruplarindaki olgun bir oositteki EIS dlcuminiin cizelgesi
o | |
‘II
-l A f‘- S T S SO O S Y O O
5 1N R | 4 [} I ' 4 p | 1 % }
B '11; . “ | 1 & 'I I| '\l‘ lf TI | { || 'I{If
i | [ ‘|| ‘\| ’|J *‘ ll + 1 l| i ]
I It \ ! | , , t | ! i |
NN

-#- CURVE (2801201 3-00st BOTA}
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4.6. Karsilastirma amacli olgun olmayan oosit i¢in EIS ¢izelgesi:

Karsilastirma amagcli olgun saylimayan oositler de EIS ile degerlendirildi (Cizelge 12):

| Cizelge 12: ICSI +/E1S+ gruplarindaki olgun olmayan bir oositteki EIS élgiminin cizelgesi ‘
...J.d % 48 E80 ers’
Chat | Exparmmentn s | Expermsenat otes | Hirmare Setins -
B k- |0 QDA e E
B =i e ‘W =
j
fn
I 4 1 / ] [ I‘ + I‘
”J‘\Nf‘\u\r\.?\*\"\\(\\ﬁf\i{\‘\{\{\’\\[\
i SO T Y A A I VY
TR VAN A R | S R (A | R A
T I | [ N A
g | ' + f |4 ' | t |l !
J '4[ v A SR S S L jov
v
Lt
4.7. ICSI+/EIS+ verilerin varyasyon hesaplamasi:

EIS potansiyel élgtimlerinin dogrulamasi i¢in ICSI+/EIS+ grubundaki tim EIS
degerlerinin varyasyonlari hesaplandi (Tablo 11, Cizelge 13 ):
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Tablol1l: ICSI +/ EIS (+) arasinda varyasyon miktarinin degisimi

EIS+ Vf
1.denek 1.denek 2.denek 2.denek 3.denek 3.denek 4.denek 4.denek 5.denek 5.denek
(Vvs.Ref)
Orta. Orta. Orta. Orta. Orta.
ACSI + Var. Var. Var. Var. Var.
mv mv mvVv mvVv mvVv
1.0o0sit
127.5643 | 0.070867 | 126.4143 | 0.061224 | 127.3857 | 0.092653 | 123.4429 | 0.129592 | 123.5143 | 0.048367
2.0o0sit 127.5071 | 0.117806 | 123.9786 | 0.035969 | 122.9286 | 0.124898 | 123.4714 | 0.022041 | 122.8357 | 0.009439
3.0osit 131.5214 | 0.107398 | 122.3857 | 0.098367 124.35 0.093929 | 123.0929 | 0.124949 | 122.5071 | 0.002092
4.0o0sit 124.4 0.062857 | 123.3857 | 0.059796 | 125.3143 | 0.076939 | 123.5929 | 0.182092 | 123.2357 | 0.003724
5.00sit 130.15 0.118214 | 123.3643 | 0.090867 | 122.3643 | 0.062296 | 123.6429 | 0.16102 | 122.2071 | 0.217806
6.00sit 123.2714 | 0.079184 | 119.6929 | 0.109235 122.45 0.113929 124.15 0.028214 | 122.1214 | 0.008827
7.0osit 123.5571 | 0.092449 | 123.3071 | 0.082092 1225 0.111429 | 124.4643 | 0.063724 123.1 0.078571
8.0o0sit 123.3786 | 0.523112 | 121.5429 | 0.069592 123 0.117143 | 124.4286 | 0.074898 | 122.5286 | 0.183469
9.0osit 124.0429 | 0.049592 | 123.2714 | 0.422041 | 123.0786 | 0.151684 123.45 0.083929 | 122.3643 | 0.003724
10.Oosit | 118.5357 | 0.090867 | 122.4571 | 0.14102 | 123.6714 | 0.069184 | 122.8786 | 0.440255 | 121.7643 | 0.039439
11.00sit | 122.5571 | 0.053878 | 122.2286 | 0.064898 | 124.6286 | 0.097755 | 122.6357 | 0.112296 | 123.0429 | 0.008163
12.0osit | 127.3286 | 0.046327 - - 122.7857 | 0.174082 - - -
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Cizelge 13: ICSI +/ EIS (+) arasinda varyasyon miktarinin degisimi

0,3
0,25
- [\ A
=
€ 0,15
c
= [\ /\
& 01
- [ \—7—\
$ 0,05 . . T
0 T T T ¢ % l 1
0 2 6 8 i 12 14
-0,05 .
OOSIT No.
4.8. EIS ile Secilen Oositlerin Fertilizasyon EIS Potansiyel Penceresinin
Belirlemesi:

Varyasyona dayanarak, EIS ile olcllen elektriksel potansiyel tiim oositlerde
degerlendirildi (Cizelge 11, 12). Elde edilen tiim verilerden olgun ve basarili fertilizasyon igin
> Fertilizasyon EIS Potansiyel Penceresi *” ( Fartilization EIS Potential Window)’ (FEPW) adi
altinda gosterildi (Cizelge 15, 16).

Wistar susu ratlarda, oosit igin bulunan EIS Potansiyel Penceresi 118 ile 132 mV olarak
kabul edildi. Fertilizasyon icin uygun gorilen oositler en az 118.5357mV, en fazla 131.5214
mV bulundu. Cogunlukla 123.2714 mV gosterildi (Cizelge 14).
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Cizelge 14: EIS ile Secilen Oositlerin Fertilizasyon EIS Potansiyel Penceresinin Belirlemesi

134

132

130

128

120

118

116

=¢—10.-20.S mV

=i=30.-40.5 mV
==fe=50--60.S mV

=>¢=70.-80.S mV

=3}¢=90.-105.S mV
=0=118.-130.S mV

e 140.-151.5 mV

160-=173.S mV

204.-216.S mV
=f}=225.-238.5 mV

w=fe=247.-260.S mV

269.-281.S mV
«9/¢=290.-300.S mV

60
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S. TARTISMA:

infertilite bir saglik sorunu olmanin 6tesinde hem Kisisel hem de sosyal bir problemdir.
YUT, son yillarda infertilite tedavisinde giderek daha yaygin uygulanmasina ragmen, birgok
deneyimli merkezde bile canli dogum orani % 45’in altindadir (24, 91-93, 108-113).

20. Yuzyildan beri infertilite sorununu ¢6zmek igin cesitli yontemler kullantlir (10).
Bunlar; ilaglar (6rn. Androjenler, Gonadotropinler, Antidstrojenler), cerrahi yontemler (6rn.
Varikoselektomi, Vasovasostomi, Vasoepididimostomi) ve YUT [6rn. GIFT (Gamet Intra
Fallopian transfer) — ZIFT (Zigot Intra Fallopain transfer) — IUI (Intra Uterin Inseminasyon) —
IVF (In Vitro Fertilizasyon)] dir (9-12). Bu yontemlere ragmen yine de kesin ve yeterli bir
basari saglanamamistir (11).

Arastirmacilar bugiine kadar infertilite sorununu basarili ve ayni zamanda diisiik
maliyetli cozmek igin farkli yontemler denemislerdir. Bu arastirmalarda deney hayvanlarina
standart modeller, makroskobik, mikroskobik ve molekuler denemeler, degisik medyumlar ve
ilaclarlar uygulamislardir.(119). Hucre kaltari ve Greme hakkinda cesitli calismalar devam
etmektedir (11- 16, 24, 47, 66, 78, 96-101, 107-113, 114- 120).

In-vitro kosullarda bazi faktorlerin ve bilinmeyen sebeplerin infertilite tedavisini
etkiledigi gosterilmistir (47, 96).

Bugune kadar graniiloza hucrelerinin ve hormonlarin oosit gelisiminde ve
olgunlasmasinda etkisinin ¢ok oldugu agiklanmistir ve bunlara benzer faktorler oosit

seciminde dénemli sayilir (11).

Lanzendrof ve ark., Hamster’in oositine bir sperm enjeksiyonu sonrasi ¢ekirdeginin
yogunlugunun azaldigini, spermlerin %90’ inda akrozom reaksiyonu oldugunu rapor
etmislerdir. 1988 yilinda Lanzendrof ve ark., bir diger arastirma grubuyla insanda %30
fertilizasyon orani bildirmislerdir. Dolayisiyla enjeksiyondan sonra ¢ok sayida dejenere oosit
oldugu rapor edilmistir (13).

Fertilizasyonun esasi molekiiler faktorlere ve karsilikli uygun elektriksel potansiyele
dayanir (74, 84).

Son derece hassas bir yontem olan EIS yontemi ile her hlicrenin 6zel parametreleri elde
edilebilir (37, 50, 123-125).
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2007 yilinda, La Belle T. ve ark., tarafindan EIS izleme dayali bir biyosensor sitokin,
interlokin-12 (IL-12) 'de tarif edilmistir (40)

2007 yilinda, Yun Y.H., ve ark., son derece uyumlu, duvari kuleler seklinde, ¢ok katl

karbon nanotupler hazirlamislar.

Empedans élctima icin bu nanotplerin icine akiskan kanal gmmudisler ve insan prostat

kanser htcrelerinin (LNCaP ) tedavisinde kullanmislar, olumlu sonuclar almislardir (126).

Yun Y.H., ve ark., diger bir arastirmalarinda non-invaziv biyoelektrik empedansi,
hlicre-ylzey arasinda uygulamislar ve apoptoz-kaynakli insan kolon kanseri degisikliklerini
izlemislerdir(127).

EIS ydntemi insanin vicut 6lculerinden bireysel DNA 6lcilerine kadar genis alanlarda
kullaniimistir (43, 77, 44, 128-140).

Biyolojik sistemlerde akimi saglayan bilesenlerin, viicut dokulari, hiicre ici ve hiicre disi
sivilar gibi iletken bir ¢ozelti icerisinde hareket eden yikli potasyum (K+), klor (CI-),
sodyum (Na+) ve kalsiyum (Ca++) iyonlari oldugu rapor edilmistir. (Hodgkin,1937) (141-
148).

YUT’ lerde kullanilan ortamlar hiicre fizyolojisine uygun secilmistir. Oosit normalde
kas ya da ndron gibi aksiyon potansiyeline sahip bir hiicre degildir. Az pompali kanallar
membranda az bulunmasi gerekir. Buna ragmen tim uyarilabilen hiicrelerin 6zeliklerine

sahiptir.

Bu ¢alismada olgun, uygun ve saglam oosit se¢imi EIS ile planlandi. Hazirlanan
mikogip tzerinde oositlerin EIS’i 6l¢ildu.

Karsilastirma amacli olarak olgun sayilmayan oositlere de EIS ile 6lcim yapildi.
Potansiyostat analiz programina gore, EIS potansiyeli 100 mV’ten yukari olanlar FEPW’ne
dahil edildiler.

Fertilizasyon orani, embriyo transfer orani, EIS 6l¢timleri, ohm kavrami ve
kapasitorlerin elektriksel davranislarina gore Wistar susu olan ratlar igin oositin uygun
fertilizasyon EIS penceresi 118 - 132 mV arasinda belirlendi.

Optimal EIS penceresi 122-124 mV bulundu.
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Oosit canli bir hiicre oldugu igin kolayca cevreden etkilenebilir. Calismanin diger bir
amaci; hiicreye zarar vermeden ve sadece dogal yollardan midahele ederek az zamanda,
maliyeti dislk bir fertilizasyon geceklestirmektir. EIS 6l¢cimu kullanarak bu amaca

olabildigince ulasiimistir.
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6. SONUC VE ONERILER:

Bizim ¢alismamizda ilk olarak oosit i¢in (FEPW) kullanildi.

Ik kez Wistar susu ratlarin oositleri icin EIS potansiyel penceresi 118 ile 132 mV

arasinda belirlendi. Optimal EIS potansiyel penceresi 122-124 mV bulundu.

Embriyo transfer basari orani uygun, olgun ve saglam oosit se¢imi nedeniyle %
51.72’den %92.98’e yiikseldi.

Farkli mikrogipler hazirlayarak klinik uygulamalara kesin katkisi olacagini

dustinmekteyiz.

Tup bebek merkezlerindeki zamanin ve maliyetin tasarrufuna 6nemli katki

saglayacagini disinmekteyiz.
Ayni uygulama asagidaki konulara da dnerilebilir:
* Bu calismadaki gibi ayni islem IVF de yapilabilir.
* Embriyo segimi,
 Sperm dondurulmasi,
» Kok hticre se¢imi,
* Transgenetik hayvanlarin tretiminde,
» Doku mihendisliginde,
« ila¢ deneyiminde
» Ozellikle patolojik durumlarda acil teshis igin

* Tlp bebek merkezlerinde fazla oositlerin Gzerinde ilk denemeler igin

» Kok hcre ile zigotun FEPW Karsilastirmasi ve bir “’Parametrik Tablo’” ¢izilmesi icin

» Ozet olarak sitolojide hiicrenin biyofizik ozellikleri 6l¢tlebilmesi igin.
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