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OZET

Ostrus siklusu kemirgen (rodent) diside Gireme hormon degisikligi ile tekrarlanan
fizyolojik libido degisiklikleridir. Bu donem fare gibi kemirgenlerde kisadir. Sadece
4 veya 5 gun surer. Farede 6strus siklusunun belirlenmesi farenin ciftlesme
doénemini belirler. Gebeligin baslangicinin tayininde 6nemlidir. Bu dénemin kisa
olmasi treme ile ilgili calismalarda kemirgenlerin kullaniimasini avantajli hale
getirmektedir. Ancak farelerde bu dénemin tespiti zor oldugu icin calismalarda
cogunlukla ratlar tercih edilmistir. Son yillarda genetigi degistirilmis farelerin tip
alanindaki arastirmalarda kullanimi hizla artmaktadir. Bu nedenle farelerde 6strus
siklusunun tayini 6nem kazanmistir. Bu yontemde vajinal 6rnek alma ve 6rnekten
yapilan vajinal yaymada hiicre tipinin mikroskop altinda belirlenmesi esastir. Bu
konuda literatiirde bircok farkh ¢alisma vardir. Bu yontemin ilk agamasi igin vajinal
surtintt alma metodlari 6nerilmektedir. Vajinal yayma asamasinda hiicre tipinin
mikroskopta tayininde boyama yapmadan degerlendiren metodlar vardir. Bazi
metodlarda boya olarak farkli kimyasallar 6nerilmektedir. Biz laboratuarimizda fare
treme dongusu tayininde hizl, uygulamasi kolay ve etkin bir yontem gelistirdik.
Fare vajinal yaymada suirintli alma yerine vajinal yikama yaptik. Vajinal hiicrelerden
yapilan yaymada oldukga basit bir boyama yontemi olan toluidin mavisi kullandik.
Degerlendirmeyi i1sik mikroskobu altinda yaptik. Bu yontemle hamilelik oranlari
istatistiksel olarak artmis, hamilelik zamani tam olarak bilindiginden istenilen
doénem oosit ve embriyo eldesi mimkiin olmustur. Buradan ¢ikarimla fare dstrus
siklusunun saptanmasinda modifiye ederek kullandigimiz bu yontem diger
yontemlere gore daha hizli, kolay ve degerlendirme asamasinda daha etkindir.

Anahtar sozciikler: Ostrus siklusu, fare, vajinal yayma, toluidin mavisi

SUMMARY

An easy and effective methodology in defining the estrous cycle in mice
estrous cycle is a recurring physiologic change in libido, which is induced by
reproductive hormones in rodents. This cycle is very short in rodents including mice.
It persists for 4 or 5 days. Defining the estrous cycle is important for specifying the
exact time of the mating period. It represents the beginning of the pregnancy in
mice. Having short time period in estrous cycle makes the rodents in advantage in
reproductive studies. Because of the difficulties in uses of this technique in mice,
generally rats are preferred. The uses of genetically engineered mice increase in resent
medical research studies. So, it makes important the determining of estrus cycle in
mice. The main steps of the procedures are the obtaining of vaginal samples for
having vaginal smear and the determination of the cell types in vaginal smear under
the microscope. There are many different studies about this topic in the literature.
Vaginal swap methodologies are favorable for the first step of these procedures.
In the determination of the cell types from vaginal smears, some methodologies
prefer the analyses of cell types under microscope without any staining. In other
methodologies, some chemicals prefer for the staining of the cells obtained from
vaginal smears. In our lab, a rapid, simple and effective methodology was established
in the determination of estrous cycle in mice. Vaginal washing methodology was
applied in first step instead of vaginal swap methodology. In the preparation of
mouse vaginal smear, toluidine blue was used for staining. In the evaluation of cell
types, light microscope was used. By this methodology, the pregnancy ratios were
increased statistically and it is possible to obtain the oocyte and embryo of desired
date by knowing the exact time of pregnancy. These findings represented that our
modified methodology is more rapid and easier in the application and more effective
in the evaluation than other methodologies in defining the estrous cycle in mice.
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Giris

Ostrus siklusu fare gibi kemirgenlerin (Rodentia) digilerinde
ureme hormon degisikliklerine bagli olarak cinsel aktivitelerinin
arttigi déneme verilen addir (1). Genel olarak kemirgenlerde bu
doénem kisadir. Farelerde 4 veya 5 guin surer. TUm memelilerde
Uremenin basarisi hipotalamo-hipofizer aksin fonksiyonuna
baghdir. Bu da hipotalamus, hipofiz ve overlerden salgilanan
hormonlar ile oositin aktive edilmesi sonucunda olur (2). Bu
degisiklikler vajinal bolgedeki hiicre morfolojisini etkiler (3).

Disi farenin yumurtaliklarinda bulunan oositler folikiller i¢inde
birinci mayozun profazindadir. Ovilasyon hipofiz hormonlari
tarafindan tetiklendiginde oosit profazdan kurtulur, birinci
mayotik metafaza (MI) geger (ilk kutup cisminin atiimasi).
Ciftlesme sonrasi oosit aktive olarak MIl fazina gecer. Daha
sonra spermin déllenmesi ile oosit zigot haline gelir (ikinci
kutup cismi atilmasi). Farede ciftlesmenin tayininde en etkin yol
MIl faz oosit bakilmasidir (4). Kemiricilerde treme siklusunun
kisa olmasi Ureme dongusune ait calismalarda siklikla
kullaniimasina yol agmistir. Calisma kolaylidi agisindan en fazla
ratlar tercih edilmistir (5). Ancak giinimuzde hastalik modeli
olusturulmus fareler (genetically engineered mice) tipta yaygin
olarak kullaniimaktadir. Bu hayvanlarin deneysel galismalarda
yaygin kullanimi farelerde Greme donglsinin tayinini dnemli
hale getirmistir(6). Farelerde ciftlesme ancak 6strus déneminde
olur. Ostrus siklusun takibinde vajinal smear (yayma) sitolojik
incelemesi kullanilir. Vajinal yaymada epitelyal hucreler,
kornifiye epitel hiicreler ve I6kositlere bakarak reme doéngisu
zamani belirlenir (V). Faredeki Ostrus siklusu birbirini takip eden
4 doénemde incelenir. Birinci donemde (proodstrus) cekirdekli
epitelyal hucre yogunlugu vardir. Bu hicreler bir arada ya da
ayri ayri gorulebilir. Bazi bolgelerde kornifiye huicreler gorulebilir
(M). Ikinci ddnem (8strus) kornifiye skuamoz epitelyal hiicrelerle
karakterizedir. Hicreler ¢odunlukla kimeler halinde gorulir.
Uciincli dénemde (metdstrus) genellikle I8kositler baskindir.
Birkag cekirdekli epitel ile kornifiye hicreler toplulugu gorulir.
Dérdiincii dénemde (didstrus) artmis Iokosit vardir (9). Ostrus
siklusu tayininde vajinal yaymada bu hicrelerin gézlenmesi
esastir.

Halen literatlrde vajinal yayma alinmasinda yikama yerine
strintu alinmasi yoéntemi onerilmektedir (10, 11). Hdcre
boyamasinda farkli boyalarla ¢ok zaman alan boyama
yontemleri bulunmaktadir (12,13). Ancak halen herkes
tarafindan kabul edilmis kolay, hizli ve etkin bir yontem
bulunmamaktadir.
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Bu amacla farede Ureme donglsinin tayininde daha
Once tanimlanan bir yontem bizim tarafimizdan modifiye
edilerek uygulanmis ve istatistiksel olarak anlamli sonuglar
elde edilmistir. Bu yontemde vajinal yikama ile vajinal yayma
yapiimig, vajinal yaymalar toluidin mavisi ile boyayip analiz
edilmistir. Yazimizda faredeki 6strus donglsinin detaylart,
vajinal acikligin tayini, vajinal sekresyonun alinma yontemleri,
toluidin mavisi ile boyandiktan sonra lreme dongusunin
asamalarinin tespiti detayh olarak agiklanmigtir. Tanimlanan
yontem hizli, uygulamasi kolay ve sonuglari istatistiksel olarak
anlamlidir.

Materyal Metod

Calismamizda 6strus siklusunun tespit edilmesi ile ilgili
fare embriyosunun preimplantasyon dénemini inceleyen bir
galisma igin alinan (GATA Arastirma projesi: AR-Y:)Y/£1) o
haftadan buyuk Y+ adet disi fare kullaniimigtir (1 + fare kontrol
grubu, )+ fare galisma grubu). Kontrol grubunda 6strus siklus
takibi yapilmayan ve hamile olmadigi bilinen 10 adet disi
fare kullanilmistir. Galisma grubunda hamile olmadigi bilinen
disi fare popllasyonundan asagida ayrintilari agiklanan Mc
Lean ve ark.” nin yontemini modifiye edilerek uyguladigimiz
yontem ile 6stros ve prodstrosta oldugu belirlenen 10 adet disi
fare alinmistir (14). Fareler 4 gruba ayrilmistir (14). Kontrol
grubunda Grup 1 ve Grup 2 [Grup 1: Ostrus siklusu tayini
yapilmayip MIl oosit eldesi icin sakrifiye edilen fareler, Grup
2: Ostrus siklusu tayini yapiimayip hamilelik takibi yapilan
fareler], calisma grubunda Grup 3 ve Grup 4 [Grup3: Ostrus
siklusu tayini yapilip Mll oosit eldesi icin sakrifiye edilen fareler
ve Grup 4: Ostrus siklusu tayini yapilip hamilelik takibi yapilan
fareler] fareler yer almistir.

Farelerde stres faktorini ortadan kaldirmak, arastiriciya
farenin alismasini saglamak i¢in calismalara 3 gin sonra
baslanmistir. Tim disi farelerde oncelikle ergenligin tayini
icin vajinal acikhga bakilmistir. Her grupta her g disi fareye
bir erkek fare olacak sekilde (harem usulli) yalnizca bir gece
erkek fareler ile bir araya getirilmistir. Farelerin hamile olup
olmadidi ertesi sabah vajinal tikag (vaginal plaque) tayini ile
bakilmistir.

Farede vajinal acikhgin belirlenmesi; Calisma ve kontrol
grubundaki farelerde ergenligin basladiginin gostergesi olarak
vajinal acgiklik olusur (9). Farelerde vajinal kornifikasyondan
ve ilk 6strus siklusundan yaklasik on giin 6nce vajinal agiklik
meydana gelir (10). Vajinal agiklik tayinine fare 24 glnlik
olduktan sonra baslanabilir ve 30 gunlik oluncaya kadar
devam edilir. Agiklik tayini genellikle vulvanin gézlemlenmesi
ile yapilir. Bu amagla calismadaki her fare ginde 3-4 kez
olmak Uzere kuyrugunun dibinden tutularak dikkatli bir sekilde
kaldinlmistir. Vulva diger el ile acilmistir. Vajen agzinda
herhangi bir sekresyonun olmamasi 6nemlidir. Eger sekresyon
var ise vajen acikligi goérilemeyeceginden temiz bir swap ile
vulva ve vajen temizlenmistir. Her bir tespit fotograflanmistir
(Sekil 1, Sekil 2). Kontrol grubundaki fareler harem usulu ile
erkek farelerle dogrudan ciftlestirilmistir. Calisma grubunda
yer alan farelerde ise 6strus siklus tayini yapilarak predstrus ve
Ostrus asamasina geldiklerinde erkek farelerle ciftlestirimistir.

Sekil 1. Farede kapali vajen goruntisu

Sekil 2. Farede agik vajen goriintlisu

Vajinal yikama ile vajinal yayma yapilmasi; Literatirde
farkl yollar tanimlanmakla birlikte biz caismamizda Yener T
ve ark. larinin kullandigi yéntem takip edilmistir (14). Ostrus
siklusunun bazi asamalari kisa oldugundan (metdstros
gibi) materyaller her gin ayni saatte alinmalidir (calismada
ornekler genelde sabah 9'da alinmistir). Genel olarak dstrus
siklusuna bagdiml yapilacak galismalarda ard arda iki siklus
takibi yapilir (6). Segilen fare kuyrugunun dibinden tutularak
sabitlenmigtir. Pipet 150 pl distile su (dH,O) ile doldurulmustur.
Vulva ve vajen bu su ile dikkatle 2-3 kez ayni suyun tamami
pipette geri c¢ekilerek yikanmistir. Pipetteki su vulva ve
vajendeki hucreleri icerdiginden dikkat ile toplanmistir. Pipet
icerigi dikkatle lam Uzerine bosaltilip, kendi haline birakilarak
kurutulmustur (air-dry). Literatirde vajinal yikama ile ilgili
servikal ve cevre yapilardan olan kontaminasyon riski ilgili
literatlr verileri 1s1ginda minimalize edilmeye g¢alisiimisg, bu
konu ile ilgili (iseme ve diskilama) sorunlari en aza indirmek
icin vulva ve gevresinin vajinal yayma alinirken temiz olmasina
dikkat edilmigtir (14).

Vajinal yaymanin Toluidin Mavisi ile boyanip, 6strus
siklusunun degerlendirilmesi; Alinan Ornekler tamamen
kuruduktan hemen sonra beklenmeden toluidin mavisinin

Farede Gstrus siklusu tayini ® 83



(%1 lik) igine konulmustur. Boyama igin 5-7dakika arasinda
beklenmistir. Toluidin mavisinden c¢ikarilan 6rnek yikanarak
havada kurumaya (air dry) birakilmigtir. Orneklerde yer alan
hiicre morfolojilerindeki degisiklikler havada kurutmaya (air
dry) bagh olabilir.

Ostrus siklusunun degerlendirilmesi; Faredeki ostrus
siklusu 4 veya 5 gun surer. Her agsamada alinan vajinal
ylkama solusyonu yayma haline getirilerek boyanmis ve
1sik mikroskobu (Olympus BX50) altinda degerlendirilmistir.
Isik mikroskobunda 10X blyUtmede hucrelerin birbirlerine
oranlarina bakilmistir. Daha sonra 40X buyutmede hicre
morfolojileri incelenmistir. Evreler belirlenip not edilmistir.
Takip sonucunda prodstrus ve 6strus donemlerinde oldugu
tespit edilen disi fareler calisma grubu olarak alinmistir. Ostrus
siklusu belirlenen calisma grubundaki bu fareler her ¢ disi
fareye bir erkek fare olacak sekilde erkek fareler ile bir gece
bir araya getirilmigtir. Ertesi sabah hamilelik tayini igin vajinal
tikag bakilmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Farede vajinal tikag (Vaginal plaque) goriintiist

MIl oosit toplanmasi; MIl oosit kontrol grubunda Grup
1, ¢galisma grubunda Grup 3’ de yer alan farelerde MIl oosit
toplanmistir. Ciftlestigibelirlenendisifarelerservikaldislokasyon
yolu ile sakrifiye edilmistir. Calismamizda intraperitoneal
anestezik ve analjezik madde vererek Otenazi iglemi
gerceklestirildigi takdirde farelerde oosit ya da embriyolarin
bu maddelerden etkilenebilecegi disinuldiginden servikal
dislokasyon yéntemini  &ézellikle segilmigtir.  Otenazisi

tamamlanan fare sirt Gstu yatirilip sabitlenerek karin bdlgesi
aclimistir. Hayvanin i¢ organlari narin bir sekilde kaldirilarak
uteruslarin kornularina ulasiimistir. Uteruslar servikse kadar
ovaryumlar ile birlikte diseke edilerek karin iginde cikarilip
medya icine alinmistir. Bu asamadan sonraki her islem
steriomikroskop altinda gerceklestiriimistir. Mikroskop altinda
siraslyla ovaryumlar, fallop tlpleri ve uterus kornulari ayrintili
olarak incelenmistir. Oositler de embriyolar da her tirld
sikistirma ve ezilmeye karsi direnclidirler ancak ortamda
bircok hiicre oldugundan gbézden kagma ihtimalleri yuksektir.
Bu nedenle her bir doku incelikle diseke edilerek nazik bicimde
parcalanmistir. MIl oositler ampulla bdlgesinde bulunmustur.
Ovaryumlar pargalanarak da immatur oositler bulunmustur.
Uterus kornulari her asamada oosit icerebileceginden mutlaka
g6zlemlenmistir (7).

istatistiksel analiz sonuglari; Istatistiksel olarak anlamlihgin
tayininde (p degeri) Ki-kare testi uygulanmistir.

Bulgular

Degerlendirmelerimize gdre kontrol grubunda yer alan
Grup 1 ve Grup 2’ deki 10 disi adet farede sadece vajinal
acikhk tayini yapilmistir (Sekil 1, Sekil 2). Bu gruptaki disi
fareler Ostrus siklus takibi yapilmadan bir gece erkek fare ile
karsilastirmistir. Ertesi sabah yapilan vajinal plak takibine
go6re10 fareden yalnizca birinin hamile kaldigi saptanmigstir
(Tablo). Grup 1’ de yer alan 5 fareden higbirinde vajinal tikag
gorilmemistir. Ciftlesmenin gosterilmesi amaci ile bes fare
sakrifiye edilmis MIl oosit bulunamamistir. Grup 2’ deki bes
adet fareden birinde vajinal tikag tespit edilmistir. Bu farelerin
hamilelik takibinde yalnizca vajinal tikag tespit edilen bir adet
farenin hamile oldugu tespit edilmistir (Tablo).

Calisma grubunda yer alan Grup Y ve Grup ¢ teki )
adet farede vajinal aciklik tayini yapilarak eriskin oldugu
belirlenmistir. Bu grupta giftlesme 6ncesi Ostrus siklus takibi
yapiimistir. Sadece prodstrus ve Ostrus asamasinda olan
fareler ciftlesmeye alinmistir (Sekil ¢, Sekil ©). Prodstrus
asamasindaki vajinal yaymada bir arada ve ayri ayri ¢ekirdekli
epitelyal hicre yogunlugu vardir (Sekil ¢). Bazi bolgelerde
kornifiye hiicreler gériilmistiir. Ostrus asamasinda kornifiye
skuamoz epitelyal hucreler (gogunlukla kimeler halinde)
saptanmistir. Hlicre gekirdekleri bu agsamada gortilmemektedir
(Sekil °). Bazi olgularda yayma bulgusu olarak granuler
yapida sitoplazma gorilmistir. Metdstrus asamasinda
genellikle I0kositlerin baskin oldugu birkag c¢ekirdekli epitelile
kornifiye hcreler toplulugu gorilmuistir. Bu asamadaki

Tablo: Kontrol gruplari ile galisma gruplarina gére MIl evresinde oosit elde edilen fare sayilari ve hamile fare sayilari

Kontrol Grubu Calisma Grubu P degeri
Grup 1 Grup 2 (n=5) Grup 3 (n=5) Grup 4 (n=5)
(n=5)
M2 evresinde oosit elde edilen fare sayisi 0 3 P<0,05
Hamile fare sayisi 1 5 P<0,05

Grup 1: Ostrus siklusu tayini yapiimayip Ml oosit eldesi igin sakrifiye edilen fareler

Grup 2: Ostrus siklusu tayini yapiimayip hamilelik takibi yapilan fareler

Grup3: Ostrus siklusu tayini yapilip Mil oosit eldesi igin sakrifiye edilen fareler

Grup 4: Ostrus siklusu tayini yapilip hamilelik takibi yapilan fareler
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Sekil 4. Farede proéstruéta yogun oIara:k‘gbruIe'n epitelyal hiicreler

fareler giftlesmeye alinmamistir (Sekil 1). Didstrus asamasi
I6kosit hakimiyetindedir. Bu asamadaki fareler de giftlesmeye
alinmamistir (Sekil 7).

Sekil 6. Farede metdstrusta gorilen karisik hiicreler (epitelyal
hicreler, kornifiye hlcreler ve I6kositler)

Sekil 5. Farede 6strusta b'iJIen koifiye skuamoz hiicreler

Calisma grubumuzdaki 6strus siklusu tayininde prodstrus
ve Ostrus asamasinda oldugu bilinen on adet disi farenin
besi (Grup Y) ciftlesmenin ertesi sabahi Y adet farede
vajinal tikag saptanmistir. Bu fareler MIl oosit eldesi igin
sakrifiye edildiginde, vajinal tika¢ saptanan tgtinde MII oosit
bulunmustur (Tablo). Oositler genellikle kumulus hicreleri ile
cevrili oldugundan mikroskop altinda tlyli hicreler seklinde
g6zlemlenmistir. Bu asamada oositler koyu renkli bir halo
icinde zonasi parlayan hucreler seklinde goéruntilenmigtir
(XY blyutme ile gorintulenmistir) (Sekil A). Grup 4’ te yer
alan bes farenin timunde ertesi giini sabah vajinal tikac
saptanmistir. Takip edilen farelerin timinde hamilelik tespit
edilmigtir (Tablo).

Kontrol grubuile galisma grubunda Ml oosit eldesi agisindan
Grup Y, Grup Y Kkarsilastirildiginda sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<-,:°) (Tablo). Kontrol grubu
ile calisma grubunda hamilelik ac¢isindan Grup Y ile Grup
¢ karsilastirildiginda sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<-,+°) (Tablo).

Sekil 7. Farede didstrusta gorilen I6kositler

Sekil 8. Farede MII oositin 151k mikroskobu altindaki gérintisu
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Tartisma

Ostrus siklusunun belirlenmesi 6zellikle fare gibi rodentlerde
ciftlesme doneminin belirlenmesi, hamile kalma oranlarinin
attinlmasinda 6nemlidir. Bir diger énemli yarari ise olusan
gebeligin baslangicinin tayininin tam olarak belirlenmesinde
onem tasir. Bu da embriyonal galismalara isik tutar. Farelerde
preimplantasyon déneminde olan degisikliklerin ¢calisiimasina
olanak saglar () °). Ostrus siklus tayini ile prodstrus ve ostrus
evrelerinde erkek fare ile karsilasan disi farede hamilelik
oranlari artar. Bu asamadaki farelerin belirlenmesi igin vajinal
yaymanin gozlemlenmesi en iyi yontemdir (2,4) (Sekil 1-3).
Burada farede preimplantasyon evresinde fare embriyosunda
calismak Uzere bizim tarafimizdan modifiye edilerek basari ile
denenen yeni bir ydntem sunulmaktadir.

Bilindigi gibi vajinal 6rnekleme ile 6strus siklus tayini ¢ok iyi
bilinen ve uzun yillardir arastirmacilar tarafindan uygulanan
bir yéntemdir. Ostrus siklusunun tayini vajinal érnek alma,
Ornekten yapilan vajinal yaymada htcre tipinin mikroskop
altinda belirlenmesi esastir. Bu konuda literatiirde birgok
farkli calisma vardir (11-16). Bu prosedurin ilk asamasi
icin vajinal surintu alma metodlari 6nerilmektedir. Ancak
fare kiguk bir hayvan oldugundan siriintii almada sorunlar
yasanmaktadir (12,13). Bu nedenle biz ¢alismamizda vajinal
yikama yontemini uyguladik. Ancak vajinal yikamada servikal
sekresyonlar ve cevre yapilardan olabilecek kontaminasyon
riski mevcuttur. Literatlrde vajinal yaymayi degerlendirmek igin
bircok goriintileme yontemi vardir. Bu yontemlerden bazilari
boyama olmaksizin direk mikroskobik olarak hiicre ¢eperine
bakmaya dayali bir yontemdir. Bu yontem &zellikle yapan
kisinin konusunda ehil olmasini gerektirir ve boyanma olmadigi
icin degerlendirme asamasinda c¢ok zorlukla karsilasilir (6).
Bir kisim yontemde ise bu asamada boyama yapilir. Bunlar
icerisinde en sik kullanilan yéntemler “Papanicolaou” boyama
ya da metilen mavisi ile boyamadir (14-16). Bu yontemlerde
hicreler daha iyi bir sekilde ayirt edilebilir ancak boyama
yontemleri daha zordur. Laboratuarimizda vajinal hiicrelerden
yapilan yaymada olduk¢a basit bir boyama ydntemi olan
toluidin  mavisi kullanilmistir.  Toluidin mavisi yari ince
kesitlerin boyanmasinda, H. Pylori’ nin mide biyopsilerinde
degerlendiriimesinde rutin kullanilan hizli ve ekonomik bir
yéntemdir (17). Ayrica adli tip uygulamalarinda toluidin
mavisi vajinal bdlgedeki doku hasarinin gdsteriimesinde
kullaniimaktadir (18). Alinan 6rnekler toluidin mavisi ile
boyandiktan sonra degerlendirme asamasinda prodstrusta
oncelikle bir arada ve ayri ayri gekirdekli epitelyal hicre
yogunlugu saptanmistir. Bazi bolgelerde kornifiye hicreler
gorilmistir. Ostrus agsamasinda gogunlukla kiimeler halinde
olan kornifiye skuamoz epitelyal hicreler saptanmistir (2, +).
Isik mikroskobu altinda degerlendirmede hayvanlarin prodstrus
ve 6strus donemlerinin tespitinde bir sorun yasanmamistir.

Sekillerde de goriildigi gibi galismamizda toluidin mavisi ile
boyama asamasinakadar bir sorun olmadigiicin degerlendirme
asamasinda sorun yasanan bir fare olmamistir (Sekil 4-7).
Yontemimiz, diger yontemlere gore (“Papanicolaou” boyama)
daha kisa bir prosedir icerdigi icin daha kisa strede sonug
alinmigtir.
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Grup 1 ve Grup 2teki fareler kontrol gruplari olarak
alinmigtir. Bu gruplarda 6strus siklus tayini yapilmadigindan
disi farelerde 6strus asamasi muhtemelen gegirilmis oldugu
icin erkekle ¢iftlesme ve hamilelik mimkin olmamistir (Tablo).
Grup Y ve Grup ¢’teki fareler galisma gruplari olarak alinmistir.
Bu gruplardaki farelere ise 0strus siklusu tayini yapildigindan
digiler ciftlesmeye uygun ve istekli idiler. Bu farelerde hormonal
degerler giftlesmek ve hamilelik i¢in uygun oldugundan bu
gruplarda hamilelik agisindan basari elde edilmistir (Tablo).

Sonug olarak farede 6strus siklus takibi yapilmayan kontrol
grubundan Grup 1’de hig MIl oosite rastlanmamisken Grup
2'de sadece bir farede gebelik elde edilebilmistir (Tablo).
Ostrus siklus tayini yapilip predstrus ve éstrus asamasinda
oldugu belirlenerek erkek fareler ile bir araya getirilen galisma
grubundaki disi farelerden Grup Y'deki bes fareden Uglinde
MIl oosit toplanmig, Grup ¢’'deki farelerin tamami hamile
kalmistir (Sekil A). Elde edilen sonug kontrol gruplan ile
karsilastirildiginda anlamli bulunmustur (p<-,+°) (Tablo).

Grup 4’te yer alan farelerdeki hamilelik durumunun Grup
2'de yer alan farelerle karsilastiriidiginda istatistiksel olarak
anlamh dizeyde artmasi uygulanan yoéntemin hamilelik
oranlarinin arttinlmasi yonundeki etkinligini gosterir. Grup 3'te
yer alan farelerden toplanan MIl oositlerin varlidi, hamilelik
baslangicinin tam olarak tayininde 6Ostrus siklusu tayininin
yararini kanitlar niteliktedir. Bu durum bizim tarafimizdan
modifiye edilerek kullanilan yéntemin hamileligin baslangicinin
tespitindeki 6zgunlugunu gosterir (14).

Sonug olarak g¢alisma metodumuzun farelerin Greme
mekanizmalarini iceren alanlarda yapilabilecek g¢alismalar
icin bir temel oldugu gértlmektedir. Rutinde farkli alanlarda
kullanilan ydntemlerin biraraya getirilmesi ile tarafimizdan
modifiye edilen bu ydntemin calismalarda hizli sonuglar
alinmasi ve kolay uygulanabilir olmasi agisindan rahatlkla
kullanilabilecegini dustinmekteyiz.
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