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Table 3. Amplitudes (mV) in the first and second record-
ings of the electrocardiogram of the healthy Brown Swiss
COWS.

QRS T
a b a b ’ a b
| X 0.06 0.09 0.27 033 0.21 0.33
s.e £ 0.0055 0.0053 0.0187 0.0242 0.0153 0.0242
Il X 0.13 0.07** 0.36 0.20** 0.26 0.20*
s.e 00163 0.0121 00314 0.0373 0.0229 0.0373
] X 008 . 0.10 0.36 041 - 0.23 0.41
s.e 00113 0.0162 0.2620 0.0:76 0.1480 0276
aVR X 0.06 0.05 0.27 0.36* 0.15 0.36**
s.e 00184 0.0580 0.0157 0.0205 0.0150 0.0205
avlL 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 0.26 031"
s.e 0.0079 0.0077 0.0264 0.0273 0.0182 0.0273
vy X 0.09 0.08 0.28 0.35* 0.19 035
se 0.0072 0.0058 0.0257 0.0248 0.0119 0.0.248
Vs X 0.10 0.08 0.32 0.38 0.23 0.33
s.e 0.0147 0.0138 0.0220 0.0234 0.0103 0.0234
Vg X 0.04 0.03 0.31 0.38* 0.17 0.38"*
se 0.138 0.0040 0.0194 0.0219 0.0121 0.0219
V4 X 003 0.03 0.34 - 041* - 0.23 0.41*
s.e 0.0042 0.0048 00177 0.0177 0.0113 0.0177
* :P<0.05
*: P<0.01

a: The first recording.
b : The second recording.

IN VITRO DOLLENMIS FARE OVUMLARININ GELISMESI UZERINDE EDTANIN ETKIS|

Tevfik Tekeli !

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 fertilized in vitro. Superovulated
eggs were collected 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 then cultured for
24 to 120 hours. The development of embryos beyond the 2-
cell 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 into blastocyst stage. As a conclusion, the
development of in vitro fertilized mouse embryos beyond the 2
cell stages in Whitten's medium was enhanced by the pres-

ence of EDTA.

Ozet : Sunulan ¢aligmada, in vitro déllenen fare ovumia-
nnin - gelismeleri  (izerinde - gelisme vasatina ilave edilen
EDTA'nin etkisinin aragtinlmasi amaglanmigtir. Bu amagla,
ady irk: disi farelerden stperovulasyon ile elde edilen ovumiar
yine ayni irktan erkeklerin epididimislerinden elde edilen sper-
matozoitlerle in vitro olarak déllendi. Ovum ve spermatozoitle-
rin fertilizasyon vasati igerisinde ilk 6 saatlik inkiibasyonlarint
lakiben fertilize ovumlar EDTA'l ve EDTA'siz Whitten's vasati-
na nakledilerek 24-120 saat sdre ile ink(ibe edildi ve gelisme-
leri izlendi. Embriyolarin EDTA ihtiva eden gelisme vasat: igeri-
sinde 48 saat inkdbasyonu sonucunda ileri asamalara ulasma
oraninda arttg saglandi. EDTA'll vasat igerisinde 96 saat stre
ile inkibe edilen embriyolarin % 57'sinin EDTA'siz vasat igeri-
sinde inkibe edilen embriyolarin ise aymi sire inkibasyonu
mdteakiben yalmzca %13'Undn morula agamasina ulagtiklari
gbrildd. Ayrica bir bagska denemede EDTA' vasat igerisinde
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120 saat siire ile inkibe edilerek gelismeleri izlenen embriyol-
arin % 27'si blastosist asamasina ulagti. Sonug olarak, gelis-
me vasatina ilave edilen EDTA'min in vitro fertilizasyon sonu-
cu elde edien fare ovumlaninin ileri gelisme agamalarina
ulasmalan (zerinde olumlu etkisinin bulundugu kanisina varl-
dl.

Girig

Gerek in vivo gerekse in vitro fertilizasyondan sonra elde
edilen fare embriyolar kiiltlr vasati igerisinde 1-2 hiicreli dg-
nemden daha ileri agamalara ya ulagamamakta ya da bu oran
ok distik kalmaktadir. Miyamoto ve Chang (3), epididimisten
elde ettikleri spermatozoitler ile in vitro olarak délledikleri
ovumlar 24 saat siire ile inkilbe ederek % 64'Uniin bélindd-
guna gostermigler, daha uzun stire inkibasyonlarini takiben
de % 10'unu blastosist asamasina kadar geligtirmeyi basar-
miglardir.

Baz) aragtirmacilar (1,2) bunun nedenini inceleyerek ferti-
lize ovumlarin blastosist asamasina ulagmalarnini saglamak ve
oranlarini yukseltmek amaciyla kiltdr igin nakledildikleri gelig-
me vasatina EDTA'nin az miktarda ilave edilmesinin etkinligini
ortaya koymuslardir. Abramczuk ve ark (1), vasata 10 mM
EDTA ilavesi ile embriyolarin blastosist agamasina ulagma
oraninin % 15-30 dan % 70 yikseldigini gdstermiglerdir . Ho-
shi ve Toyada (2)'da in vitro délledikleri fare ovumlarinda bu
oranin % 27-31'den % 90'a ulagtigini bildirmiglerdir.

Sunulan galigmada, geligme vasatr ( Whitten's)na ilave
edilen EDTA'in in vitro olarak ddllenen fare ovumlarinin iki
hicreli dénemden sonraki agamalara ulagmast dzerine etkisi
arastiriidi.

Materyal ve Metot

Cahgmada materyal olarak ddY trkindan sekstel olguniu-
ga ulasmis disilerle ayni irktan tecrlibeli ve yagl erkek fareler
kullanildi. Farelere kullaniimadan énce 10 saat karanlik ve 14
saat aydinlik 1sik periyodu uygulandi.

Spermatozoitlerin elde edilmesi ve kapa sitasyonlarinin
saglanmasi amacyla, digi farelerden ovumlarin elde edilmesin-
den yaklagik 2 saat kadar énce erkek farelere laparotomi yapi-
larak cauda epididimisler testis ve epididimisin diger kisimlarin-
dan kesilerek aynid, tizeri % 5 COo ile dengelenmis parafin ile
kaplanmig 0.4 mi THY (5) vasati ierisine konuldu. Cauda epi-
didimis bir makas yardimi ile ok sayida kiiglk pargalara ayril-
arak spermatozoitlerin vasat igerisinde yayiimalar sagland:.
Spermatozoitler 1.5-2.0 saat sire ile 37°C deki % 5 COjli
etiivde inkiibasyona birakiidi.

Ovum elde etmek amaciyla kullanilan digi farelere stper-
ovulasyon olusturmak igin 48 saat ara ile dnce 7.5 IU PMSG
ve sonra 7.5 IU HCG hormonu periton igin yolla enjekte edildi.
~ Ovumlar HCG enjeksiyonundan 14-16 saat sonra stereo mik-
~ roskop altinda oviductun geniglemis ve daha belirgin hale gel-
mig olan ampulla kisminin igne yardimiyla delinmesiyle elde
edildi. Cumulus oophorus kimesi ile birlikte bulunan ovumlar
Uzeri % 5 CO, ile dengelenmig sivi parafinle kaplanmig 0.4 ml.
THY (5) vasati igerisine kondu.

Ovum ve spermatozoitlerin birarada inkiibasyona birakila-
rak fertilizasyonlarinin saglanmast amaciyla énceden hazirlan-
mig olan spermatozoit suspansiyonundan 5-10 ml bir pipet
yardimiyla alinarak ovumlarin bulundugu petri igerisindeki va-
szaéa ilave edildi. Ovum ve spermatozoitler 37 °C deki % 5

CO,'li etiivde 6 saat siire ile inkiibe edildikten sonra kargilag-
tirma yapabilmek igin fertilize ovumliar 10 mM EDTA ilave edi-
len ve edilmeyen Whitten's vasatina nakledilerek tekrar 24-
120 saat inkilbasyona birakildi ve gelismeleri izlendi

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

Tablo 1. Geligme vasati icerisinde 120 saat stre ile in-
kiibe edilen in vitro délienmig fare ovumlarinin blastosist
asamasina kadar geligsmeleri Gizerine EDTA'nin etkisi.

Gelisme Deneme Embriyo 48.saate  96. saatte 120. saatte

vasatl  no. Sayisi  Dollenen  morula  blastosist
Embriyo (%) (%) (%)
EDTAL 57  25(44) 10(40)  3(12)
2 99 60(61)  34(57) 20(33)
Toplam 156  85(54) 44(52) 23(27)

Tablo 2. in vitro olarak délienmig fare ovumiarinin 24
ve 48, saatlerde EDTA'l ve EDTA'siz gelisme vasati igin-
deki gelisme durumiari.

Geligme Deneme Embriyo 24.saate  48. saatte
vasatt  no. “Sayist  2hicrel 4-hicreli
agamada (%) agamada (%)

EDTAI| 99 60(61) 21(35)

3 39 11(28) 1(9)
Toplam 138 71(51) 22(31)
EDTA's1z B2 10(31) 1(10)

3 30 21(70) 0(0)
Toplam 62 31(50) 1(3)

Tablo 3. EDTA'h ve EDTA's1z gelisme vasatlan iceri-
sinde inkibasyonian gerceklestirilen 2. denemede 96.
saatte morula agamasina ulagan embriyolar.

Gelisme Deneme  Embriyo 96. saatte
vasat no. Say!si morula (%)
EDTAl 2 99 34(57)
EDTA'siz 2 32 2(13)

Tablo 1'de gdriildigi gibi, 1 ve 2. denemelerde EDTA
ilave edilmig geligme vasat igerisinde inkiibe edilen toplam
156 adet fertilize ovumun ilk 48 saatlik inkiibasyonu sonucun-
da 85 adedi (%54) ddllenmis, 120. saate kadar olan inkiibas-
yonlarint takiben de 23 adedi (%27) blastosist agamasina ulas-
migtir.

EDTA'I ve EDTA'siz gelisme vasati igerisinde ovumlarin
inklbe edildigi 2. ve 3. denemelerde 24 ve 48. saatlerde 2 ve
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4- hiicreli agamaya ulagan embriyolarin sayisi ve % oranlar ta-
blo 2' de sunulmugtur. Tablodan da izlendigi gibi EDTA'l gelig-
me vasat) igerisinde ink(ibe edilen toplam 138 adet fertilize ov-
umun 71 adedi (%51) bdlinmiig ve 48. saatte bunlarin 22
adedi ( %31) 4-hiicreli agamaya ulagmigtir. EDTA ilave edilm-
eyen grupta ise inkibe edilen toplam 62 adet fertilize ovumun
31 adedi (%50) 24. saatte 2 hiicreli agamaya ulagmig ve bun-
larin ancak 1 tanesi (%3) 48. saatte 4 hicreli agamaya kadar
gelisebilmigtir.

Tablo 3'te ise, yalnizca 2. denemede EDTA'I ve EDTA'siz
gelisme vasati igerisinde inkiibe edilen ve 96 saatlik inkiibas-
yon sonucu morula agamasina ulagan embriyolarin adet ve
oranlari gosterilmistir. EDTA'l gelisme vasatt igerisinde inkiibe
edilen embriyolarin % 57'si, EDTA's1z gelisme vasati igerisinde
ink(ibe edilen embriyolarin ise ancak % 13'l morula agamasi-
na-kadar gelistirilebilmigtir.

Tartigma ve Sonug

Miyamoto ve Chang (3), epididimisten elde ettikleri sper-
matozoitlerle in vitro olarak délledikleri fare ovumlarini 24 saat
stre inkiibe ederek % 64'Uniin bélindigini gdstermigler, 96
saatlik inkiibasyon sonucunda bélinen embriyolarin ancak %
10'unu blastosist agamasina kadar gelistirmeyi bagarabilmig-
lerdir. Galismada 2. ve 3. denemelerde epididimisten elde edi-
len spermatozoilerle gergeklegtirilen in vitro fertilizasyondan
sonra EDTA'siz gelisme vasatl igerisinde 24 saatlik inkiibas-
yon sonrasinda fertilize ovumlann % 50'sinin bdlundigu sap-
tanmigtir. Denemeler igin oranlar ayn ayn degerlendirildikle-
rinde bu oranlar 2. denemede % 31, 3. denemede ise %70
olarak saptanmigtir ( Tablo 2). Ancak EDTA ilave edilmeyen
denemelerde embriyolann blastosist agamasina kadar gelig-
meleri izlenememigtir. Yalnizca 48. saatte yapilan kontrollerde
embriyolarin %3'nlin 4-hlcreli agamaya kadar gelistigi tesbit
edilmigtir (Tablo 2). Tablo 3'te gorildiga gibi, 2. denemede
96. saatte EDTA'siz grupta toplam 32 adet embriyonun 2'si
(%13) morula agamasina ulagmigtir. Bu oran, Miyamoto ve
Chang (3)in normal gelisme vasati igerisinde embriyolarin in-
kiibe edilmelerini takiben 96. saatte morula agamasinda elde
edilen % 11'lik orana yakin bulunmustur.

Normal geligme vasati igerisinde, tek ya da 2-hiicreli
agsamadan ileri safhalardaki embriyolarin diigiik oranda bulun-
masinin nedenini agiklamaya g¢aligan aragtirmaciar (1,2), bu
safhadaki embriyolarin blostosist agamasina ulagsmasini sagla-
mak ve oranlarini yikseltmek igin vasata az miktarda
EDTA'nin ilavesinin etkinligini ortaya koymuslardir. Abramczuk
(1), in vivo olarak déllenmig ovumiarnin EDTA ilave edilmig va-
satta %70%inin, ETDA'siz vasatta ise % 15-30'unun blastosist
agamasina ulaghgini géstermigtir. Hoshi ve Toyoda (2)'da in

vitro ddlledikleri ovumlarin EDTA'siz geligme vasatinda % 27-
31'inin, EDTA ilave edilmig vasat igerisinde ise % 90'dan faz-
lasinin blastosist agamasina ulasti§ini belitmektedirler. Yapi-
lan tim bu galigmalar, gerek in vitro gerekse in vivo olarak dél-
lenen ovumlarin, 2-hiicreli bdlinme agamasindan sonra
geligme vasatina EDTA ilavesiyle blastosist asamastna ulagan
embriyolarin oranlarinin yikseldigini géstermektedir. Sunulan
calismada Tablo 1'de de gbrildugli Gzere gelisme vasatina
EDTA ilave edilerek uzun stre inkiibe edilen 1 ve 2. deneme-
lerdeki toplam embriyolarin % 23'inde blastosist asamasinda
embriyolar elde edilmigtir. Bu oran aragtirmacilar ( 1,2)'in elde
ettigi blastosist agamasina ulagan embriyo oranlarindan daha
digik olarak bulunmugtur. EDTA's1z gelisme ‘vasatlan igeri-
sinde embriyolarin 120. saate kadar ink(ibasyonlan gergekles-
tirilemediginden blastosist asamasina ulagma oraniar bakimin-
dan EDTAN ve EDTA'siz gelisme vasatlan iginde inkiibe
edilen embriyolar arasinda herhangi bir mukayese olanagi
saglanamamgtir. Ancak Tablo 3'te gérildigu gibi, 2. dene-
mede EDTA ilave edilmig vasat igerisinde 96 saatlik inkiibas-
yon sonucunda morula agamasina ulagan embriyolarin orani
(%57) EDTA ilave edilmemis gruptaki embriyolarn oranina
(%13) kiyasla daha yiksek bulunmugtur. Ayrica embriyolarin
kisa stireli olarak inkibe edildikleri 2. ve 3.denemede ise (Ta-
blo 2) 48.'saatte, EDTA'll vasat igerisinde toplam embriyolarnin
% 31'nin, EDTA'siz vasat igerisinde ise % 3'ntin bir ileri yani 4-
hicreli agamaya ulastiklan gézlenmig ve EDTA'l vasat igeri-
sinde inkiibasyon sonucu elde edilen 4-hiicreli embriyolarin
oraninin EDTA's1z grupta elde edilen orandan daha ylksek ol-
dugu saptanmigtir.

Sonug olarak diger aragtirmacilar (1,2)inda belirttikleri
gibi bu galigmada da in vitro olarak déllenmig ovumlarin EDTA
ilave edilmig ve ediimemis gelisme vasatinda uzun sireli inki-
basyonlarini takiben, bélinme agamasindan sonraki ileri
agamalara ulagmalan bakimindan, EDTA' grupta 6nemli bir
artig saglanmig ve vasata EDTA ilavesinin 2-hiicreli safhadaki
embriyolarin daha ileri agamalara kadar gelismelerinde olumiu
etki yaptidt kanisina varimistir.
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