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Table 3. Amplitudes (mV) in the first and second record-
ings of the electrocardfogram of the healthy Brown Swıss 
cows. 

p QRS T 
a b a b a b 

X 0.06 0.09 0.27 0.33* 0.21 0.33 
s.e 0.0055 0.0053 0.0187 0.0242 0.0153 0.0242 

ll X 0.13 0.07** 0.36 0.20** 0;26 0.20** 
s.e 0.0163 0.0121 0.'0314 0.0373 0.0229 0.0373 

lll X 0.08 0.10 0.36 0.41 0.23 0.41 
s.e 0.0113 0.0162 0.2620 0.0~16 0.1480 0.276 

aVR X 0.06 0.05 0.27 0.36**' 0.15 0.36** 
s.e 0.0184 0.0580 0.0157 0.0205 0.0150 0.0205 

aVL X 0.09 0.06* 0.33 0.31 0.23 0.35" 
s.e 0.0146 0.0067 0.0187 0.0141 0.0156 0.0141 

aVF X 0.90 0.06* 0.33 0.31 0.26 0.31* 
s.e 0.0079 0.0077 0.0264 0.0273 0.0182 0.0273 

v1 X 0.09 0.08 0.28 0.35* 0.19 .035 

s. e 0.0072 0.0058 0.0257 0.0248 0.0119 0.0.248 

v2 X 0.10 0.08 0.32 0.38 0.23 o.3a 

s.e 0.0147 0.0138 0.0220 0.0234 0.0103 0.0234 

v3 X 0.04 0.03 0.31 0.38* 0.17 0.38* 

s.e 0.138 0.0040 0.0194 0.0219 0.0121 0.0219 

v4 X 0.03 0.03 0.34 0.41* 0.23 0.41 * 

s.e 0.0042 0.0048 0.0177 0.0177 0 .. 0113 0.0177 

* : P< 0.05 
**: P< 0.01 
a : The first recording. 
b: The second recording. 

IN VITRO DÖLLENMiŞ FARE OVUMLARININ GELIŞMESI ÜZERINDE EDTA'NIN ETKiSI 

Tevfik Tekell1 

The effect of EDTA on the development of mouse eggs fertilized In vitro 

Summary : The present study was undertaken to wheth
er EDTA exerts beneficial effect on the development of mouse 
embryos derived from eggs fertilizedin vitro. Superovulated 
eggs were col/ected from ddY females and were inseminated 
with epididymal sperm obtained from ddY males. At 6 hours 
after insemination the fertilized eggs were transferred to the 
Whitten's medium with or without EDTA and the n cultured for 
24 to 120 hours. The development of embryos beyand the 2-
ce/1 stage at 48 hours was significantly enhanced by the pres
ence of 10 mM EDTA. Fifty seven per cent of embryos cul
tured for 96 hours in the medium containing EDTA developed 
morulae stage. Only 13% of embryos cultured for 96 hours in 
the medium without EDTA developed into morulae stage. On 
the other hand, 27% of embryos cultured in the medium with 
EDTA developed in to blastocyst stage. As a conclusion, the 
development of in vitro fertilized mouse embryos beyand the 2 
eel/stagesin Whitten's medium was enhanced by the pres-

ence of EDTA. 
Özet: Sunulan çalişmada, in vitro döllenen fare ovumla

nmn gelişmeleri ÜZerinde gelişme vasatma ilave edilen 
EDTA 'mn etkisinin araştmlmas1 amaçlanm JŞtlf. Bu amaçla, 
ddY lfkl dişi farelerden süperovulasyon ile elde edilen ovumlar 
yine aym Irktan erkeklerin epididimislerinden elde edilen sper
matozoitlerle in vitro olarak döl/endi. Ovum ve spermatozoitle
rin ferti/izasyon vasat1 içerisinde ilk 6 saatlik inküb_asyonlanm 
takiben fertilize ovumlar EDTA'li ve EDTA'siz Whitten's vasatl
·na nakledilerek 24-120 saat süre ile inkübe edildi ve gelişme
leri izlendi. Embriyolarm EDTA ihtiva eden gelişme vasati içeri
sinde 48 saat inkübasyonu sonucunda ileri aşamalara ulaşma 
oranmda art1ş sağlandt. EDTA'It vasat içerisinde 96 saat süre 
ile inkübe edilen embriyolarm% 57'sinin EDTA'siz vasat içeri
sinde inkübe edilen embriyolarm ise aym süre inkübasyonu 
müteakiben yalmzca % 13'ünün morula aşamasina ulaşttklan 
görüldü. Ayrtca bir başka denemede EDTA'li vasat içerisinde 
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120 saat süre ile inkübe edilerek gelişmeleri izlenen embriyol
ann % 27'si blastosist aşamasma ulaşti. Sonuç olarak, geliş
me vasatma ilave edilen EDTA 'mn in vitro ferti/izasyon sonu
cu elde edilen fare ovumlarmm ileri gelişme aşama/anna 
ulaşmalan üzerinde olumlu etkisinin bulunduğu kamsma vanl
dJ. 

Giriş 
Gerek in vivo gerekse in vitro fertilizasyondan sonra elde 

edilen fare embriyoları kültür vasatı içerisinde 1-2 hücreli dö
nemden daha ileri aşamalara ya ulaşamamakta ya da bu oran 
çok düşük kalmaktadır. Miyarnato ve Chang (3), epididimisten 
elde ettikleri spermatozoitler ile in vitro olarak dölledikleri 
ovumları 24 saat süre ile inkübe ederek % 64'ünün bölündü
ğünü göstermişler, daha uzun süre inkübasyonlarını takiben 
de % 1 O'unu blastosist aşamasına kadar geliştirmeyi başar
mışlardır. 

Bazı araştırmacılar (1 ,2) bunun nedenini inceleyerek ferti
lize ovumların blastosist aşamasına ulaşmalarını sağlamak ve 
oranlarını yükseltmek amacıyla kültür için nakledildikleri geliş
me vasatına EDTA'nın az miktarda ilave edilmesinin etkinliğini 
ortaya koymuşlardır. Abramczuk ve ark (1 ), vasata 1 O mM 
EDTA ilavesi ile embriyoların blastosist aşamasına ulaşma 
oranının % 15-30 dan % 70'e yükseldiğini göstermişfardir . Ho
shi ve Toyoqa (2)'da in vitro dölledikleri fare ovumlarında bu 
oranın% 27--~1'den% 90'a ulaştığını bildirmişlerdir. 

Sunulan Çalışmada, gelişme vasatı ( Whitten's)na ilave 
edilen EDT Ainın in vitro olarak döllenen fare ovumlarının iki 
hücreli dönemden sonraki aşamalara ulaşması üzerine etkisi 
araştırıldı. 

Materyal ve Metot 
Çalışmada materyal olarak ddY ırkından seksüel olgunlu

ğa ulaşmış dişilerle aynı ırktan tecrübeli ve yaşlı erkek fareler 
kullanıldı. Farelere kullanılmadan önce 10 saat karanlık ve 14 
saat aydınlık ışık periyodu uygulandı. 

Spermatozoitlerin elde edilmesi ve kapa silasyanlarının 
sağlanması amacıyla, dişi farelerden ovumların elde eqilmesin
den yaklaşık 2 saat kadar önce erkek farelere laparotomi yapı
larak cauda epididimisler testis ve epididimisin diğer kısımların
dan kesilerek ayrıldı, üzeri% 5 co2 ile dengelenmiş pararın ile 
kaplanmış 0.4 ml THY (5) vasatı içerisine konuldu. Cauda epi
didimis bir makas yardımı ile çok sayıda küçük parçalara ayrıl
arak spermatozoitlerin vasat içerisinde yayılmaları sağlandı. 
Spermatozoitler 1.5-2.0 saat süre ile 37°C deki % 5 COili 
etüvde inkübasyona bırakıldı. 

Ovum elde etmek amacıyla kullanılan dişi farelere süper
ovulasyon oluşturmak için 48 saat ara ile önce 7.5 lU PMSG 
ve sonra 7.5 lU HCG hormenu periten için yolla enjekte edildi. 
Ovumlar HCG enjeksiyonundan 14-16 saat sonra stereo mik
roskop altında oviductun genişlemiş ve daha belirgin hale gel
miş olan ampulla kısmının iğne yardımıyla delinmesiyle elde 
edildi. Cumulus oophorus kümesi ile birlikte bulunan ovumlar 
üzeri % 5 C02 ile dengelenmiŞ SIVI parafinle kaplanmış 0.4 ml. 
THY (5) vasatı içerisine kondu. 

Ovum ve spermatozoitlerin birarada inkübasyona bırakıla
rak fertilizasyonlarının sağlanması amacıyla önceden hazırlan
mış olan spermatozoit suspansiyonundan 5-10 ml bir pipet 
yardımıyla alınarak ovumların bulunduğu petri içerisindeki va
sata ilave edildi. Ovum ve spermatozoitler 37 oc deki % 5 
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co2·n etüvde 6 saat süre ile inkübe edildikten sonra karşılaş
tırma yapabilmek için fertilize ovumlar 10 ~M EDTA ilave edi
len ve edilmeyen Whitten's vasatına nakledilerek tekrar 24-
120 saat inkübasyona bırakıldı ve gelişmeleri izlendi 

Bulgular 
Elde edilen bulgular Tablo 1 ,2 ve 3'te sunulmuştur. 

Tablo 1. Gelişme vasat1 Içerisinde 120 saat süre lle ln
kübe edilen in vitro döllenmiş fare ovumlarmm blastoslst ı 
aşamasına kadar gelişmeleri üzerine EDT A'mn etkisi. 

Gelişme Deneme Embriyo 48. saatte 96. saatte 120. saatte 
vasatı no. Sayısı Döllenen morula blastosist 

Embriyo (%) (%) (%) 

EDTA'lı 
57 25(44) 1 0(40) 3(12) 

2 99 

t 
'i~ 

1 

ı 60(61) 34(57) 20(33) 
f· 

Toplam 156 85(54) 44(52) 23(27) 

Tablo 2. in vitro olarak döllenmlş fare ovumlanmn 24 ı 
1'\ ve 48. saatlerde EDTA'li ve EDT A's1z gelişme vasati Için· ~~i 

deki gelişme durumları. 

Gelişme Deneme Embriyo 24.saatte 48.saatte 
vasatı no. "Sayısı 2--hücreli 4-hücreli 

aşamada(%) aşamada(%) 

EDTA'lı 
2 99 60(61) 21 (35) 

3 39 11 (28) 1 (9) 

Toplam 138 71 (51) 22(31) 

EDTA'sız 
2 ~2 1 0(31) 1 (1 O) 

3 30 21170} O{ O} 

Toplam 62 31 (50) 1(3) 

Tablo 3. EDTA'li ve EDT A's1z gelişme vasatlari içeri· 
sinde lnkübasyonlan gerçekleştirilen 2. denemede 96. 
saatte morula aşamasına ulaşan embrlyolar. 

Gelişme Deneme Embriyo 96. saatte 
vasatı no. sayısı morula (%) 

EDTA'lı 2 99 34~57~ 

EDTA'sız 2 32 2~13~ 

Tablo 1'de görüldüğü gibi, i ve 2. denemelerde EDTA 
ilave edilmiş gelişme vasatı içerisinde inkübe edilen toplam 
156 adet fertilize ovumun ilk 48 saatlik inkübasyonu sonucun
da 85 adedi (%54) döllenmiş, 120. saate kadar olan inkübas
yonlarını takiben de 23 adedi (%27) blastosist aşamasına ulaş
mıştır. 

EDTA'lı ve EDTA'sız gelişme vasatı içerisinde ovumların 
inkübe edildiği 2. ve 3. denemelerde 24 ve 48. saatlerde 2 ve 

:..· ... 

( 
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4- hücreli aşamaya ulaşan embriyoların sayısı ve %oranları ta
blo 2' de sunulmuştur. Tablodan da izlendiği gibi EDTA'lı geliş
me vasatı içerisinde inkübe edilen toplam 138 adet fertilize ov
umun 71 adedi (%51} bölünmüş ve 48. saatte bunların 22 
adedi ( %31) 4-hücreli aşamaya ulaşmıştır. EDTA llave edilm
eyen grupta. ise inkübe edilen toplam 62 adet fertilize ovumun 
31 adedi (%50) 24. saatte 2 hücreli aşamaya ulaşmış ve bun
ların ancak 1 tanesi (%3) 48. saatte 4 hücreli aşamaya kadar 
gelişebil miştir .. 

Tablo 3'te ise, yalnızca 2. denemede EDTA'lı ve EDTA'sız 
gelişme vasatı içerisinde inkübe edilen ve 96 saatlik inkübas
yon sonucu morula aşamasına ulaşan embriyoların adet ve 
oranları gösterilmiştir. EDTA'lı gelişme vasatı içerisinde inkübe 
edilen embriyoların % 57'si, EDTA'sız gelişme vasatı içerisinde 
inkübe edilen embriyoların ise ancak % 13'ü morula aşaması
na.kadar geliştirilebilmiştir. 

Tartışma ve Sonuç 
Miyarnato ve Chang (3), epididimisten elde ettikleri sper

matozoitlerle in vitro olarak dölledikleri fare ovumlarını 24 saat 
süre· inkübe ederek% 64'ünün bölündüğünü göstermişler, 96 
saatlik inkübasyon sonucunda bölünen embriyoların ancak% 
1 O'unu blastosist aşamasına kadar geliştirmeyi başarabilmiş
lerdir. Çalışmada 2. ve 3. denemelerde epididimisten elde edi
len spermatozoilerle gerçekleştirilen in vitro fertilizasyondan 
sonra EDTA'sız gelişme vasatı içerisinde 24 saatlik inkübas
yon sonrasında fertilize ovumların% 50'sinin bölündüğü sap
tanmıştır. Denemeler için oranlar ayrı ayrı değerlendirildikle
rinde bu oranlar 2. denemede % 31, 3. denemede ise %70 
olarak saptanmıştır ( Tablo 2}. Ancak EDTA ilave edilmeyen 
denemelerde· embriyoların blastosist aşamasına kadar geliş
meleri izlenememiştir. Yalnızca 48. saatte yapılan kontrollerde 
embriyoların %3'nün 4-hücreli aşamaya kadar geliştiği tesbit 
edilmiştir (Tablo 2). Tablo 3'te görüldüğü gibi, 2. denemede 
96. saatte EDTA'sız grupta toplam 32 adet embriyonun 2'si 
(% 13) morula aşamasına ulaşmıştır. Bu oran, Miyarnato ve 
Chang (3)'ın normal gelişme vasatı içerisinde embriyoların in
küba edilmelerini takiben 96. saatte morula aşamasında elde 
edilen% 11'1ik oranayakın bulunmuştur. 

Normal gelişme vasatı içerisinde, tek ya da 2-hücreli 
aşamadan ileri safhalardaki embriyoların düşük oranda bulun
masının nedenini açıklamaya çalışan araştırmacılar (1 ,2), bu 
safhadaki embriyoların blostosist aşamasına ulaşmasını sağla
mak ve oranlarını yükseltmek için vasata az miktarda 
EDTA'nın ilavesinin etkinliğini ortaya koymuşlardır. Abramczuk 
(1), in vivo olarak döllanmiş ovumların EDTA ilave edilmiş va
satta %70'inin, ETDA'sız vasatta ise % 15-30'unun blastosist 
aşamasına ulaştığını göstermiştir. Hoshi ve Tayoda (2)'da in 

vitro dölledikleri ovumların EDTA'sız gelişme vasatında % 27-
31 'inin, EDTA ilave edilmiş vasat içerisinde ise % 90'dan faz
lasının blastosist aşamasına ulaştığını belirtmektedirler. Yapı
lan tüm bu çalışmalar, gerek in vitro gerekse in vivo olarak döl
lenan ovumların, 2-hücreli bölünme aşamasından sonra 
gelişme vasatı na EDTA ilavesiyle blastosist aşamasına ulaşan 
embriyoların oranlarının yükseldiğini göstermektedir. Sunulan 
çalışmada Tablo 1'de de görüldüğü üzere gelişme vasatına 
EDTA ilave edilere~ uzun süre inkübe edilen 1 ve 2. deneme
lerdeki toplam embriyoların % 23'ünde blastosist aşamasında 
embriyolar elde edilmiştir. Bu oran araştırmacılar ( 1 ,2)'ın elde 
ettiği blastosist aşamasına ulaşan embriyo oranlarından daha 
düşük olarak bulunmuştur. EDTA'sız gelişme · vasatları içeri
sinde embriyoların 120. saate kadar inkübasyonl~rı gerçekleş
tirilemediğinden blastosist aşamasına ulaşma oranları bakımın
dan EDTA'lı ve EDTA'sız gelişme vasatları içinde inkübe 
edilen embriyolar arasında herhangi bir mukayese olanağı 
sağlanamamıştır. Ancak Tablo 3'te görüldüğü gibi, 2. dene
mede EDTA ilave edilmiş vasat içerisinde 96 saatlik inkübas
yon sonucunda morula aşamasına ulaşan embriyoların oranı 
(%57} EDTA ilave edilmemiş gruptaki embriyoların oranına 
(%13) kıyasla daha yüksek bulunmuştur. Ayrıca embriyoların 
kısa süreli olarak inkübe edildikleri 2. ve 3.denemede ise (Ta
blo 2) 48. 'saatte, EDTA'lı vasat içerisinde toplam embriyoların 
% 31'nin, EDTA'sız vasat içerisinde ise % 3'nün bir ileri yani 4-
hücreli aşamaya ulaştıkları gözlenmiş ve EDTA'lı vasat içeri
sinde inkübasyon sonucu elde edilen 4-hücreli embriyoların 
oranının EDTA'sız grupta elde edilen orandan daha yüksek ol
duğu saptanmıştır. 

Sonuç olarak diğer araştırmacılar (1 ,2)'ında belirttikleri 
gibi bu çalışmada da in vitro olarak döllanmiş ovumların EDTA 
ilave edilmiş ve edilmemiş gelişme vasatında uzun süreli inkü
basyonlarını takiben, bölünme aşamasından sonraki ileri 
aşamalara ulaşmaları bakımından, EDTA'lı grupta önemli bir 
artış sağlanmış ve vasata EDTA ilavesinin 2-hücreli safhadaki 
embriyoların daha ileri aşamalara kadar gelişmelerinde olumlu 
etki yaptığı kanısına varılmıştır. 
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