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ON SOz

Beseri tip, yiizyillardir en iyi ¢abalarimizi ortaya koymamiza ragmen savunmaci bir bilim ve
uygulamadir. Olusan dejeneratif, kardiyovaskiiler, otoimmun, malin veya enfeksiyoz
hastaliklarin elimine edilmesi veya en azindan kontrol altinda tutulmasi gerekir. Cogu bolgede
koruyucu hekimlik daha etkiliyken gectigimiz pandemi olgusu bu uygulamalarin sinirh bir
cercevede etkili olabildigini gdstermistir. Ote yandan, cogu koruyucu yaklasim da savunmaci

yaklasimdir.

Yardimci iireme teknikleri ve bunun laboratuvar kismi farkl: bir karakterdedir. Bunun saldirgan
bir tarafi oldugunu sdylemiyoruz (aslinda diinya ¢apinda azalan sayidaki insana gore hala

Oyledir). Bunun yaratici oldugunu belirtmek daha uygun olacaktir.

Yaratici ¢iinkii yeni hayatlar yaratiyoruz. Calismalarimizin en heyecanli bolimii fertilizasyonu
indiiklemek ve erken embriyonik gelisimine yardime1 olmaktir. Preimplantasyon dénemindeki
embriyolar1 in vitro kiiltiirde destekleyebildigimiz kadar desteklemek ve sonunda bu

embriyolar1 dogal ortamlar1 olan uterusa basit bir enjeksiyonla ugurlamak icin ¢alisiyoruz.

Kapsamli bilimsel anlayis ve dikkatli risk degerlendirmesi yapmadan sadece sezgisel olarak
gelistirildigi i¢in de yaratici. Gegmise baktigimizda, tavsan (Chang, 1959) ve fare
(Whittingham, 1968) gibi sadece iki turde sinirli sayida IVF basarist elde edilmisken 1978
yilinda IVF yoluyla ilk insani olugturan 6ncii bilim adamlarinin cesaretini anlamak oldukga zor
(Steptoe and Edwards, 1978). Ilk insan bebek, basarili sigir (Brackett et al., 1982), domuz ve
koyun (Cheng et al., 1986), kedi (Goodrowe et al., 1988), at (Palmer et al., 1991) ve kdpek
(sadece 2015°te dogmustur, Nagashima et al., 2015) IVF uygulamalarindan 6nce dogmustur.
Smirli da olsa mevcut bilgimizle Louise Brown’in yaratilmasinin oldukg¢a sanslh bir siireg
oldugunu biliyoruz. Sonu¢ daha farkli olabilirdi. Bu durum doga ananin bizim tarafimizda

oldugu nadir durumlardan biridir.

Bu seviyedeki bir cesaret gliniimdiz insan embriyolojisinde karsilasilan tipik ve degerli bir
yaklasim degildir. Karsilagtirildiginda giintimiizdeki yasal sinirlamalar ¢ok daha kisitlayict
durumdadir. In vitro fertilizasyonun endiistrilesme ve ticarilesmesi yaraticiligi engellemekte
ve siki protokoller ve kurallar yaratic diisiinceyi engellemektedir. Her ne kadar “ Ordnung muf3
sein” (diizen olmak zorundaysa da), diizenin yarattigi negatif etki sonucunda bilimsel ¢iktilar
azalmis, teknolojik gelismeler yetersiz kalmis ya da duraksamis ve genelde etkinlik azalmistir.

Bir ¢ikis noktasi bulmamiz gerekiyor.



Bu diisiinme siirecinde, hazirladigimiz kitabin amaci teorik, teknik ve mental olarak sizlere
yardimc1 olmaktir. Kitapta, en uygun ¢6zimui bulmak icin en 6nemli konulara odaklanilmus,
bazen standart goriisler zorlanmais, alternatifler sunulmus, daha iyi ¢6ziim arayislari ve yaratict
disiince tesvik edilmistir. Yasal ve disiplin konular1 bir yana, manevi gorev ve
sorumluluklarimizi da unutmamamiz gerektigi hatirlatilmistir. Sonugta, verilen bu ¢ercevede

¢6zlm bulmaya calisilacaktir.
Umariz yardimci olur.

Laboratuvar embriyolojisi ile ilgili olarak, bir¢ok ekip tarafindan diizenlenen ve 6nde gelen
bir¢ok bilim adamlarindan olusan etkileyici gruplar tarafindan yazilan ¢ok sayidaki kapsaml
kitaba kars1 degiliz. Kitaptaki icerik sinirlamalar1 ve belirli alanlardaki sinirli veya yetersiz
bilgi/ilgi eksikligi bizi yalnizca belirli konularda ilgilenmeye, bosluklar1 doldurmaya, dikkati
belirli alanlara odaklamaya veya bazi goriislere karsi cikmaya zorladi. Ozel ilgi alanmiz burada

tartisilan konular arasinda degilse 6ziir dileriz.



GIRiS

Biiyiik bir macera baslamak iizere
Winnie the Pooh

Iklim degisikligi ve diger yikici olaylar sonucunda hayatta kalsak bile diinya niifusunun bu yiiz
yilin sonunda belirgin bir sekilde azalacagi tahmin edilmektedir. Yirmi {i¢ gelismis tilkenin
niifusu neredeyse yarisini kaybedebilir. Bunun nedeni 1950 yilinda 4.5’ten 2017 yilinda 2.4’e
diisen ve 2100 yilinda da 1.7’nin altina diismesi beklenen kiiresel fertilite oraninin hizla
diismesidir  (https://www.bbc.com/news/health-53409521) (https://focusonreproduction.eu/
article/News-in- Reproduction-Population). Her ne kadar ¢evre bu degisiklikten fayda saglasa
da, geng ve yashlar arasindaki dengesizlik sosyal gerginligin artmasina neden olmaktadir. Bu
durumu durdurmak veya yavaglatmak icin olasi herhangi bir yolu devreye sokmak i¢in

distintilmelidir.

Infertilite kiresel olarak ciftleri %8-12 oraninda etkilemekte ve bu oranin bazi bolgelerde
%30’a kadar yiikseldigi goriilmektedir (Inhorn and Patrizio, 2015). Cok kesin olmamakla
birlikte en ¢ok kabul goren oran %15 olarak belirtilmektedir. Yardimei lireme tekniklerinden
(ART) elde edilecek sonuglar, sorunu yaratan neden, hastanin yasi, viicut kitle endeksi, cografi
konum ve uygulamay1 yapan iinitenin etkinligi gibi bir¢ok faktor tarafindan etkilenmektedir.
En etkili tekniklerin kullanilmasi sayesinde gelecekte infertil ciftlerin yaklasik %40-50’si

cocuksuz bir gelecekten kurtarilabilecektir.

Diinyada her y1l dogan 130 milyon bebek dikkate alindiginda ART, bu sayiya yilda 130 x 0,15
X 0,4= 11,4 milyon ¢ocuk daha ekleyerek gelecekte niifusun azalmasini yavaglatan énemli bir
etken olacaktir. Su anda yillik dogum orani 500.000 civarinda hesaplanmis ve bu oranin teorik
olarak hesaplanan ihtimallerden ve talepten %5 daha az oldugu tespit edilmistir (Fauser, 2019).
Talepten bahsettigimizde, toplum beklentisinin tek ve muhtemelen baskin olmayan bir faktor
oldugu goriilmektedir. Saglik calisanlar1 olarak bizim temel amacimiz, bireylerin yararina

olmali veya bu gibi bir durumda, ciftlerin veya tiim ailenin mutlulugu {izerine olmalidir.



Gergekleri ihtiyaclara dondiirmenin ii¢ ana yolu vardir: nicel yaklasimda, IVF kliniklerinin
sayisini ve kapasitelerini artirmak; nitel yaklasimda, her uygulamadaki canli dogum oranini
artirarak verimliligi yiikseltmek ve finansal yaklagimda ise, tiim cografi bolgelerdeki niifusa en
yiksek kalitede IVF hizmeti sunabilmektir. Laboratuvar embriyologlarinin birinci se¢enege
katkida bulunma sanslar1 ¢cok fazla degildir ancak ikinci segenekte 6nemli rolleri varken tiglincii
segenckte onemli 6l¢iide katkida bulunabilirler.

Bunun nasil olabilecegini tartisalim.



2.

ILKELER

“Bilim adaminin rolii, Doga yasalarini ¢ignemektir”
Steen Malte Willadsen

Insan yardimer iireme teknikleri konusunda oldukea sansliy1z. Cogu evcil tiirden farkli olarak,
insan oositi birgcok manipiilasyona ragmen yasayabiliyor ve embriyo in vivo gelisimine devam
edebiliyorsa, bunlarin oldukga biiyiik bir miktar1 in vitro donemin stres dolu siirecini telafi
ederek saglikli bir bebegin dogmasini saglayabilmektedir. Dogal olmayan ve asirt miidahalelere
ragmen Slii dogum veya gelisim anomalileri gibi uzun déonem yan etkilerle karsilasilma orani
sasirtict derecede diisiiktiir. “Saglikli olur veya iz birakmadan kaybolur” yaklasimi ¢ogunlukla
siurlt seviyedeki bilgimiz nedeniyle yaptigimiz yanlis se¢im ve uygulamalarin ciddi duygusal,
ahlaki ve yasal sonuglarindan korunmamizi saglamaktadir. Ancak bunun bir ayricalik oldugunu

unutmamamiz ve bunu suiistimal etmemeliyiz.

Disiplinimizin 40 yillik sonuglarint kutlamak igin yayinlanan 6zel sayilara baktigimizda veya
8 milyon bebegin dogmasindan bahseden ve bu konuda yayimlanan harika istatistikler gtz
oniine alindiginda basariy1 kimse kiicimsememelidir. Kimse de yapmaz. Aslinda birkag catlak
ses diginda herkes memnun, kendine giivenen ve gelecege dair iyimser bir durus sergiliyor.

Genel kani iyi isler yaptigimiz ve ilerlemenin etkileyici yonde oldugu yoniindedir.
Tiim saygimla soruyorum: neye kiyasla?

Hatali yaklagimlarimiz ve yenilik¢i uygulamalari bilime ¢ok ge¢ sundugumuz i¢in gegtigimiz
kirk yil boyunca infertil olan ve sonsuza dek infertil kalacak olan giftlerin biiyiik bir kismindan
m1 bahsediyoruz? Maliyetleri son derece yiiksek tutmak elde edilen sonuglarin olumsuz
olmasina yol agmaktadir. Diinya genelinde ¢ogu toplum i¢in infertilite tedavisini bilgili, varliklt

ve sansli kesimin ayricaligi olarak siirdiiren kati bir yap1 bulunmaktadir.



Harcayacak zamanimiz yoktur. Ilk olarak bazi eski ilkeleri yeniden gdzden gecirmemiz

gerekmektedir.

1. Dogal yol

Onlarca yildir in vivo ve in vitro embriyo {iretimi arasindaki mevcut bosluklar1 daraltarak ve
sonucunda ortadan kaldirarak in vitro sistemleri gelistirmeye calisiyoruz (Bavister, 1995;
Mortimer at al., 2018). In vitro kiiltiir ortamlarina “yetersiz”, “stresli”, “olduke¢a giizel” ve
“ovidukt ve uterusaun saglayabilecegi kadar mitkemmel” seklinde tanimlamalarin getirilmesi

gerekmektedir.

Bununla birlikte baz1 ger¢ekler dogal yolun siipheli tistiinliiglinii ¢iiriitmektedir. Genis ¢alisma
alanimiz gostermektedir ki, beseri tip i¢in en ikna edici sOylem, bu bilimin doganin
basarisizliklari iizerine dayanmasidir. Insanlarda yardimer iireme teknikleri dogal siirecin bir

fiyaskosu olan infertiliteyi tedavi etmek tizerine kurulmustur.

Canli dogumla sonuglanan dogal bir gebelik sirasinda bile, ovidukt-uterus ortam: embriyo
gelisimini tamamen destekleyici olmayabilir. Ovidukt sivis1 sadece epitel hiicrelerinin Grind
degildir. Salgilanmanin yani sira, epitel tabakas1 yoluyla farkli ¢6ziinebilir faktorlerin pasif ve
aktif tasinmasinda da rol oynar. Bu faktorler, gercek durumu yansitir ve fetiisiin ve yavrularin
gelecegi lizerinde ciddi hasar ve uzun vadeli olumsuz etkiler de dahil olmak iizere derin

sonuglari olabilecek toksik maddeler (alkol ve nikotin gibi) igerir (bkz. referanslar: Vajta et al.,
2010).

Dogal yolu gizemli hale getirerek, in vivo siirecin nicel verimliliginin in vitro karsiligindan
daha yiiksek olmadigimi da goz ardi ediyoruz. Insanlarda, yakin zamanda yapilan bir analize
gore, in vivo olarak elde edilen embriyolarin %40 ila 601 fertilizasyonun ardindan
kaybedilebilmektedir (Jarvis, 2016). Sigirlarda, gelisim orani antral folikiil agamasindan veya
spermatozoondan blastosiste kadar dl¢iildiigiinde in vitro embriyo iiretiminin genel verimliligi,
in vivo siirecten yaklagik 100 kat daha yiiksektir. Bu fark, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu

uygulandiginda insanlarda daha da yiiksek olabilmektedir.

In vitro memeli embriyo iiretimi, in vivo uygulamalarin kusurlu bir kopyasi olarak degil, kendi
cerceveleri, smnirlamalar1 ve olasiliklar1 olan yapay bir silireg olarak goriilmelidir. Mevcut
kosullar, gelecekteki uygulamalarin arayisini kisitlamamalidir. Memeli embriyo gelisiminde in

vitro sistemler kullanildiginda, geleneksel ortam, gaz, sicaklik, yag ¢ergevesinin Gtesinde yeni



kosullar olusturmak igin sonsuz se¢enek bulunmaktadir. Bu slirecte, dogal siirecin bir pargasi
olmayan faktorleri de g6z oniinde bulundurmak zorundayiz. In vitro ortam, anne viicudunun

potansiyel ya da zararli etkilerinden de arindirilmis olabilir.

2. Neye ihtiyac var/yok

Diger sorun grubu, in vivo durumu yanlis yorumlayarak veya in vivo kosullarin 6zelliklerini
mekanik olarak in vitro kiiltiire uygulayarak embriyolara neyi tercih etmeleri gerektigini dikte
eden otokratik yaklagimla ilgilidir. Ornegin, gebe memelilerde, 6zellikle de insanlarda yaygin
olarak bahsedilen bazi oviduktal faktorlerin veya fenomenlerin varligt in vivo olarak
dogrulanmamugtir. Ovidukt sivisinin fizyolojik olarak belirlenen birgok bileseni, in vitro
ortamda zararli etkiye neden olabilir (basit bir iyon olan potasyumu diisiiniin). Oviduktta
belirlenmeyen baz1 maddeler ise in vitro ortamda varsayilan zararl etkiye sahip olmayabilir
(6rnegin EDTA). Embriyonun c¢evresinde bulunan hyaluronik asit ve i¢cinde bulunan yag
damlaciklar1 gibi bazi faktdrlere in vitro sistemlerde ihtiya¢ duyulmaz. In vivo ortami

yakalamak i¢in yapilacak herhangi bir girisim in vitro ortamda tiim dengeleri bozabilir.

Bu zihniyetin daha asir1 bir 6rnegi olarak, geleneksel inkiibatorlerdeki siirekli gaz akisinin
sozde 'canlandirict' etkisi verilebilir. Buna karsin, yedi gilinliik kesintisiz embriyo kiiltiirii
sirasinda 200 sigir embriyosu i¢in 30 ml statik gaz hacmi, toplanan oositlerin %50'sinin
blastosist agamasina kadar gelismesini desteklemek icin fazlasiyla yeterlidir. Benzer yanlis
yaklagimlar, embriyo kiiltiirii sirasinda toksik maddelerin birikimini 6nlemek ve dejenere ve
olii embriyolarin zararli etkilerini azaltmak amaciyla onerilen sik stk medyum degistirilmesi ile

ilgiliydi. Ancak bu etki higbir zaman kanitlanamadi.

Bu gibi hatalar1 6nlemenin en mantikli yolu ofisinizde daha az zaman geg¢irip laboratuvarda
daha fazla zaman harcamanizdir. Birakin embriyolar yapay zekay:1 kullanmadan sizlere neye

ithtiyaglar1 oldugunu sdylesin. Onlari izleyin, yardim edin ve sevin.
3. Faktorler

“Bir IVF laboratuvarinda tek bir onemli sey vardir; o da her sey!” diyen 2018 Kahire
Konsensus Grubu (Mortimer et al., 2018), daha sonra bu faktorlerden ¢ogunu siralamis- birkag
eklemeyle birlikte - ancak laboratuvarin ortam sicakligi gibi bazi temel konular1 unutmustur.

"Her sey" hakkinda konusmak bayagidir, bu tiir kliseler pratik uygulamalarda hicbir sekilde



yardimc1 olmaz. Bir siralama olusturulacaksa en yaygin hatalardan kaginmak i¢in hayati 6nem

tastyan ve siklikla g6z ardi edilen faktorlere 6ncelik verilmelidir.
Uzerinde durulmasi gereken temel faktorler;

- Sicaklik

- Zaman

- pH ve ozmolarite

- Toksik hasar ve enfeksiyon kaynaklarmin eliminasyonu (Yiiksek oksijen
konsantrasyonu buna dahildir)

- Mikro ¢evre

- Kiiltiir medyumunun temel bilesenleri ve

- Bahsedilen bu konulardaki devamliliktir.

Izleyen béliimlerde bu konular ayr1 ayri ele alinacaktir. Yaygin olarak iizerinde durulan kural
ve ¢Ozlimler yerine laboratuvarimizda yaratilan veya dogrulanan alisilmamis ydntemlere

odaklanilacaktir.

4. Beceriler ve gorevler

Embriyologlarin temel becerilerinden bahseden yeni bir kitapgikta bunlar; gizlilik, kayit tutma,
izlenebilirlik, aseptik teknik, mikroskoplar, gamet ve embriyolarda yapilacak pratik
manipiilasyonlar ve risklerin azaltilmasi seklinde listelenmistir. Embriyologlar canli insanlarla®
calisirlar ve yasamlarinin 6zellikle en 6nemli ve hassas evrelerinden birinden sorumludurlar.
Embriyo laboratuvarlari bir hizmet birimi olmamakla birlikte, embriyologlar hekimlerin

egemen ve esit ortaklaridir.

Bir embriyologla personel arasindaki temel fark zihniyettir. Bu meslegin degerini, ayricaligini

ve sorumlulugunu yerine getirmek i¢in bir tiir Hipokrat Yeminine ihtiyag¢ vardir.

! Herhangi bir ahlaki veya hukuki tartismaya girmeyi diisiinmiiyoruz. Bu kitapta "insan", "bebek" vb.
gibi terimler empati, sevgi, 6zen ve sorumluluk gibi olumlu duygu ve yaklasimlar yaratmak amaciyla
bilingli olarak kullanilmistir.



YAPI

“Bir seyin iyi yapilmasini istiyorsaniz, kendiniz yapin”
Napoleon Bonaparte

Basarinin gizli anahtari iyi baslangictir. Bu konuda ¢ok da sansli degiliz. Didaktik yaklasim ve
gelenekler bizlere alt yapis1 ve tiim ihtiyaglari ile birlikte bir IVF laboratuvarini olusturmamiz

konusunda bask1 kuruyor.

Bir embriyologun miitevazi geliri 6zel 6zel altyapi projelerinde galismalarini gerektirse de
bizler kendimizi kalifiye tasarimci, duvarci, malzeme uzmani veya tasarimci olarak
tanimlayamayiz. Bunun &tesinde IVF laboratuvarlart neredeyse tiim embriyoloji kitaplarinda
detayli bir sekilde agiklana 6zel standartlara sahiptir. Tek yapmaniz gereken bu sayfalari
fotokopi ¢ektirmek ve bunlari bir saglik hizmetleri insa uzmanina vermek ve 6n kapisinda

anahtarini beklemektir.

Diinya ¢apinda yiizlerce IVF laboratuvarini ziyaret ettikten sonra, vakalarin buyuk
cogunlugunda bu yaklasimim kullanildigini goézlemledik. Sonucta, kayda deger istisnalar
disinda, oldukca hayal kiriklig1 yasadik. Onceden belirlenmis kosullar ve birbiriyle celisen
pratik gerekliliklerin highir zaman miikemmel bir insan embriyoloji laboratuvari yaratmaya izin

vermedigini ancak bunun yine de ugruna ¢abalamamiz gereken bir hedef oldugunu anladik.

Konum

Klinigi makul 6l¢iide mesgul ve yasayabilir tutmak i¢in, konumunun 200.000 ile 1.000.000
kisinin ise gidip gelme yolu iizerinde bulunmasi gerekir. Bunun yaninda, ¢ogu iilkede yasal
gereklilikler i¢cinde tanimlanan giincellenmis altyapiya, acil durum ve hastane hizmetlerine ve
nitelikli is giiciine de ihtiyac vardir. Cevredeki liniversite binalari, hastaneler ve gokdelenler bir

tiir profesyonellik ve gilivenlik hissi yaratir.



Garaltala bir ortam, Kirli ve pis kokulu hava ve agir atmosfer; sokaklardan veya gesitli
kurumlardan gelen genis Olgekli farkli kimyasallarin varligt veya farkli seviyelerde
gergeklestirilen faaliyetler de dahil olmak tizere ¢ok sayida ongoriilemeyen, potansiyel olarak
zararh faktore ragmen belirlenen faydalar sayisal olarak bu dezavantajlardan daha fazla olabilir.
Cevredeki insan kalabaligi ¢cogu zaman goz ardi edilse de ciddi kimyasal ve psikolojik strese
neden olabilir. Tim bu olumsuz etkileri telafi etmek i¢in, IVF Unitelerinde bir¢ok arag ve énlem
gelistirilse de bunlarin koruyucu etkisi sadece kismi olup ek sorunlar da yaratabilirler. Cesitli
filtreleme ve havalandirma tinitelerinin yarattig1 titresim ve evaporasyonu diisiinecek olursak
laminar akis kabinlerinin embriyoloji ¢aligmalari tizerindeki etkilerinden hi¢ bahsetmememiz

gerekir.

Sakin bir banliyode, tek basina cekici bir binada bu sistemi kurmak segenekler arasinda
olmalidir. Bu sekilde kurulacak bir insan IVF {initesinin devamliligini saglamak, kati kurallar
olan ve kurallar1 sik sik degisen ve bir¢ok kisitlamasi olan bir mega yapida c¢alismaktan ¢ok

daha kolay olacaktir.

Bu konuda kisisel bir deneyimimi anlatmak istiyorum (GV). Danimarka’nin en niifuzlu kita
pargasi olan Jylland’in orta kesiminde yerlesim alanlarindan kilometrelerce uzak bir bélgede
son derece sansl tesadiifler sayesinde bir embriyo laboratuvarinda ¢alisma sansina sahip
oldum. Havay: kirleten tek kaynak arastiricilarin kiiciik arabalaryydi. Arastiricilarin ¢ogu zaten
hava saganak hatta kar yagish da olsa bisikletle gelip gidiyordu. Laboratuvarimizda klima,
porzitif basing, o6zel hava filtreleri yoktu ve tiim embriyo ¢alismalarimizi laminar kabin disinda
eldiven kullanmadan, agiz pipetiyle ve maskesiz bi¢cimde ger¢eklestiriyorduk. Bunun yaninda
vibrasyon sorunu da yasamiyorduk. MikromanipUlatorlerimiz basit tahta tezgahlarda
duruyordu. Haftalarca ziyaretcilerin gelmedigi, aylarca ozel etkinliklerin diizenlenmedigi bir
ortamda uluslararasi standartlara gore oldukga etkileyici bir sayida olduk¢a uyumlu 7-10 kisi

(zaman zaman degisiyordu) ¢alistyorduk.

Steril ¢calisma kurallarini dogru bir sekilde uygulayarak, 12 yil boyunca bir milyondan fazla
oosit tizerinde sigirlarda IVF islemi yaptigimizda toplanan oositlerin %50 si blastosist evresine
ulasiyordu. Benzer bir durum sigir ve domuz partenogenik aktivasyonunda ve somatik hiicre
niikleer transferinde de soz konusuydu. Bu sonuc¢lar yayinlanmis en iyi sonu¢lardandwr ve hala
da bu 6zelligini siirdiirmektedir. Toplamda 6 kontaminasyonla karsilagtik. Kontamine biyolojik
kaynak suratle belirlendi ve elimine edildi. Bu durum gizemli hava kirliligi ile hi¢hir zaman

iliskilendirilmedi.



Bunlar evcil hayvanlardaydi diyebilirsiniz. Ancak insan ve hayvan embriyolarini karsilastirma
sans1 buldugumuzda sigir ve domuz embriyolarina gore insan embriyolarinin daha az duyarl
oldugunu tespit ettik. Bunun yaninda sigir embriyolarimin transfer edilebilir hale 7 giinliik bir

kiiltiirden sonra ulastigin1 da unutmamak gerekir.

Yukarida anlattiklarim sadece bir ornekti. Sizlere laboratuvarmizi Gobi COli’nde veya
Antarktika’da kurmanizi onermiyoruz. Biz sadece, embriyolarimizi umutsuzca korumaya
calisigimiz zararl etkilerden bircogunun bizim tarafimizdan yaratildigini ve bazi kiglk

cozumlerle 6nlenebilecegini belirtmek istiyoruz.

Zemin Plam

Yalnizca yeni inga edilmis veya tamamen yeniden yapilandirilmis bir bina gibi istisnalar disinda

diizenlemenin optimum sartlarda yapilabilmesi oldukg¢a ender goriiliir.
Oncelikler asagidaki sekildedir;

- Oosit, semen ve embriyo ¢alisma alanlari, inkiibasyon ve saklama, kimyasallar ve
kullan at malzemeler ve operasyon salonu gibi yerlere kontrolsiiz insan giris ¢ikisi
mumkunse ¢ift kapili bir sistemle engellenmelidir.

- Asagidaki liniteler arasinda dogrudan baglanti gereklidir;

o Laboratuvar ve operasyon salonu (klinigin rutin ¢alisma diizenlemesine gore
pencere veya kapilarla veya her ikisi birden ) arasinda,

o Laboratuvar ve saklama/kriyo saklama {initeleri arasinda,

o Operasyon salonu ve pre ve post-operatif alanlar arasinda.

- Gaz tiipleri, s1v1 azot konteynerleri, kesintisiz gii¢c kaynaklar1 (UPS) (siddetle tavsiye
edilir) gibi kirli malzemelerin ayr1 bir girisi olmali ancak laboratuvar ve saklama/kriyo
saklama tiniteleri ile baglantili olmalidir. Sivi azotun laboratuvar i¢inde kat ettigi yol
hasar1 engellemek icin 6zel zemin malzemesiyle kaplanmalidir.

- Konsiiltasyon odasi, ofis, bagvuru boliimii ve resepsiyon gibi alanlar laboratuvar ve
operasyon alanlarindan ayr1 olmalidir.

- Son olarak, semen toplama odasinin girisi, bekleyen hastalarin merakli bakislarma

maruz kalmamalidir.



Genellikle tiim bu gereksinimleri karsilamak zor olsa da sansa bagli olarak miimkiin olabilir.
Biz insan ve evcil hayvanlarda kullanilabilecek birkag ¢oziim gelistirdik. Bunlardan bazilar

standart biiyiikliikteki konteynerlerden yapildi.
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Sekil 1. Kiiclik 6l¢ekli insan ART merkezinin sematik goriiniimii. Taban alan1 yaklasik 200 m?.
Kapasite: Yilda 200-400 siklus. Bu diizenleme standart konteyner kullanimina izin
vermektedir.

Tasarim: G. Vajta
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Sekil 2. Kiicuk olgekli insan ART merkezinde embriyo laboratuvarinin sematik gorinimdi.
Taban alan1 yaklasik 25 m?. Diizenlemeler tasinabilir konteynerlere uygun olacak sekilde
yapilmistir.

Tasarim: G. Vajta
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Sekil 3. Buyuk hayvanlarda, mezbahadan toplanan ovaryumlardan oosit elde etmek, in vitro
maturasyon, fertilizasyon, somatik hiicre nlkleer transferi, in vitro embriyo kulturd ve
kriyoprezervasyon icin tasarlanmis laboratuvar. Taban alam yaklasik 100 m?. Kapasite: 4-6
arastirici, 3-4 teknik personel ile yilda 100.000 in vitro matir oosit Uretimi. Dizenlemeler
taginabilir konteynerlere uygun olacak sekilde yapilmis olmasina ragmen bazi ayri servis
iinitelerinin olmasi gereklidir.

Tasarim: G. Vajta
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Sekil 4. Kiiciik hayvan embriyo laboratuvari. Taban alani: yaklasik 25 m?. Kapasite: 2-3
arastirict/teknisyenle yilda yaklasitk 20.000 in vitro matiir oosit tretimi. Dlzenlemeler
taginabilir konteynerlere uygun olacak sekilde yapilmasina ragmen bazi ayr1 servis tinitelerinin
olmasi gereklidir.

Tasarim: G. Vajta
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Sekil 5. Eski bir tiniversite binasinin bodrum katinda dnceden var olan bir alanin insan ART

laboratuvar1 icin tasarlanmis olan plani. Bu diizenleme yukarida listelenen neredeyse tiim



gercksinimleri karsilayan ve zor zamanlarda uygun ¢o6ziimlerin bulunabilecegi nadir bir
ornektir.

Lejant: 1. Ana giris, 2. Servis girisi, 3. Resepsiyon, 4. Kan alma, 5. Sperm alma, 6. Hormon ve
androloji laboratuvari, 7. Kriyoprezervasyon ve ICSI laboratuvari, 8. Embriyo laboratuvari, 9.
Operasyon salonu, 10. Dinlenme odasi, 11. Konsiiltasyon odasi, 12. Toplant1 odasi, 13. Doktor
odasi, 14. Arsiv, 15. Mutfak, 16. Kriyo saklama, 17. Depo, 18. Giyinme odasi, 19. Dus, 20.
Tuvalet.

Tasarim: Dr. Béla I.Bodnar ve Dr. Zoltan Tandor. izinleri icin tesekkiir ederiz.

Diizenleme

Insan ART laboratuvarlan ile ilgili birgok kitapta; yapr malzemeleri, boyalar, solventler,
yapistiricilar, zemin malzemesi, mobilyalar, farkli amacla kullanilacak borular, havalandirma-
iklimlendirme-filtrasyon, aydinlatma ve elektrik donanimi gibi bir¢ok giivenli kullanim
gerektirecek konudan detayli bir sekilde bahsedilmistir. Bu konularda yapilacak en kiigiik
hatanin boyutu okudugunuz kitabin fiyatindan daha fazla olacaktir. Dogru se¢ilmis i¢c mimar ve
ingaatcilar bolgesel veya ulkesel boyuttaki diizenlemelere h&kim olabilseler de bazi durumlarda

ortaya atilan Oneriler izin/akreditasyon siirecindeki gecikmelerin 6nlenmesine yardimci olabilir.

Bu kisa boliimde, yazarlar, girisimciler ve is adamlari tarafindan ¢ok da dnem gosterilmeyen

ancak sorunlarin 6nlenmesinde yardimci olacak birkag pratik konu tlizerinde duracagiz.

[k olarak, embriyoloji iinitelerinde siklikla géz ardi edilen énemli bir giivenlik konusundan
bahsedelim. Sivi azotun depolandigi tanklarin (pratik olarak her insan embriyo laboratuvarinda
5o litreden fazla bulunan) bulundugu odalar giivenli bir havalandirmaya sahip olmali1 ve buna
ek olarak alarm sistemiyle baglantisi bulunan diisiik oksijen sensorleri bulunmalidir. Bu
sensorlerin kumanda {initeleri odalarin hem i¢inde hem de diginda bulunmalidir. Diisilik oksijen
(%18’den az) olmast durumunda odada tehlike altinda olan bir personelin kurtarilmasi i¢in hava
destekli bir solunum cihazi mutlaka bulundurulmalidir. Depo odasinin kapisina yakin bir
sekilde konumlandirilmis bir veya iki adet bu gibi kurtarma cihazi hayat kurtarir. Bu tip
onlemler almamis olan bir evcil hayvan embriyo laboratuvarinda dliimciil bir kaza meydana

gelmistir.



Bina tasarimiyla ilgili olmasa da hatirlatmamiz gereken bir diger 6nemli konu da s1v1 nitrojenin
hicbir kosulda kapali bir aragta tasinmamasi gerektigidir. Bununla birlikte tagima kabi ve

personel ayni kabinde bulunmamalidir.

su/cm oraninda pozitif basing yaratilmasi onerilirken bu kural operasyon salonlar1 i¢in ciddi
diizenlemelerle ortaya konmustur. Bu ikilem resmi olarak ¢Oziilemezse ve denetgiler ART

laboratuvarlarinin 6zel ihtiyaglarina hakim degillerse bariz 6nceliklerin farkina varmak zorlagir.

Duvar, tezgah ve zemin renkleri nadiren tartisilan konulardandir. Biz nétr ve tek renkli
yiizeyleri 6neriyoruz. Modaya gore se¢ilmis desenli tezgahlarda cam kapillarlari bulmak zorlu
ve tehlikeli bir durum haline gelebilir. Zemindeki her tiirlii kirli noktay1 fark edecek sekilde bir
diizenleme yapin. Bunun aksine mozaik goriiniimlii bir zemin kaplamasiyla yerdeki Kiri

gizlemeye kalkarsaniz kontamine kiiltiirlerle karsilasirsiniz.

Aydinlatma konusuna gelince; biz ¢ogu embriyologun aksine normal tavan aydinlatmasinin
embriyolarimiz ilizerine herhangi bir olumsuz yoniinii gézlemlemedik. Hatta hafifce kisilmis
dogal 151k — tabi ki direkt giines 15181 degil- embriyolar tarafindan iyi tolere edildi. Bizler oda
icin sade ve 1lik bir aydinlatma ve her ¢alisma istasyonu i¢in masa lambasi kullanmay1 tercih
ediyoruz. Bu sekildeki bir aydinlatma ile 0Ozellikle de mikroskobik ve makroskobik

caligmalarda 6zel alan hissi yaratilmaktadir.

Embriyo laboratuvarmmin ortam sicakligir ¢ok onemli bir konu olmasina ragmen, ilgingtir ki en
cok ithmal edilen konulardan biridir. “Oda sicaklig1” “ortam sicaklig1” en sik kullanilan ifadeler
arasinda yer almakta ve ne sekilde ifade edilirse edilsin ya da anlasilirsa anlasilsin
havalandirma/iklimlendirme sistemine bagli olarak 18 ile 26 °C arasinda degismektedir (farkl

kitalarda farkli laboratuvarlardaki kisisel deneyimlere gore belirlenmistir).

Bir embriyo laboratuvarinda kontrol edilmesi ¢ok gii¢ olan birgok faktor yer almaktadir. Oda
sicakligr bunlardan biri degildir. Ancak diger yandan, preimplantasyon ddnemindeki
embriyolarin gelisimi i¢in oda sicakliginin ne kadar 6nemli bir faktdr oldugunun anlasilmamasi
memeli embriyolojisinin gelisimini 70 yildir geciktirdi. Edindigimiz izlenime gdre bu sorun

hala varligin1 stirdirmekte ve bircok tutarsiz sonuca neden olmaktadir.

Tipki anne viicudunda oldugu gibi embriyolarin sabit parametreleri tercih ettigi konusunda

hepimiz hemfikiriz. Embriyolar1 inkiibatdrden ¢ikarmak her zaman kontrolsiiz bir strese neden



olmaktadir. Her ne kadar 1sitma tablalar1 bu durumun 6nlenmesinde yardimci olsa da, soguk
havada meydana gelen dalgalanmalar kaginilmaz olmakta ve kontrol edilememektedir. Daha
da onemlisi aktivasyon, ekilibrasyon, diliisyon gibi parametreler sicakliga baglidir ve bunlar
belirli sicakliklar i¢in optimize edilmistir. Rastgele bir oda sicakliginda yapilan bu gibi

uygulamalarda sonuglar da belirsiz olacaktir.

Insan embriyo ve oositlerinin dondurulmasinda ilk bastan beri kullanilan 25°C’lik ortam
sicakligi hem embriyologlar ve hem de embriyolar i¢in uygun bir sicaklik aralig1 olarak kabul
edilmektedir. Bu sicaklik kontaminasyon ihtimalini artirmasa da embriyolarin strese maruz
kalmasin1 belirgin bir sekilde azaltmaktadir. Inkiibatér disindaki tiim uygulamalar icin kabul
edilebilir seviyede olan bu sicaklik derecesi giinliik calismalarda karsimiza cikabilecek

tutarsizliklardan birini de elimine etmektedir.

Embriyo ¢aligmalarinin yapildig1 alanlarda dogru ve giivenilir tipte havalandirma ve 1sitma
sistemlerinin  bulunmasint ve odalarin duvarlarina biiyiik dijital termometrelerin

yerlestirilmesini siddetle 6nermekteyiz.

Aletler

Kucuk ve biyik alet ve donanim igin genel anlamda Onerilerimiz olacaktir. Para sikintisi
disinda, giiclii nedenleriniz olmadig: siirece ev aletlerinde oldugu gibi ucuz modelleri almayin.
Ote yandan, olduk¢a donanimli son modelleri alirken de dikkatli olun. Ureticinin pazar
aragtirmasini yaptig1 gizli galismalarin bir pargast olmamaya gayret edin. Uretiminin iizerinden
3-5 yil gecmis, iyi referanslara sahip bir cihaza sahip olmak islev ve giivenilirlik anlaminda

daha giivenli bir yatirim olabilir.

Isitma tablalar1 ve 1siticili cihazlarin sayisinda higbir masraftan kaginmayin. Thtiyaciniz olandan
fazlasin1 alin ancak ok 0zel ozelliklerin sizi kandirmasina da izin vermeyin. Biz klon
laboratuvarimizda yillarca lokal bir eczaneden aldigimiz 1sitict pedleri paslanmaz celik
levhanin ¢evresine sararak ve sadece baslangigta 1s1 ayarlamasini yaparak basarili sonuglar elde

ettik.

Ayni ¢oziim yolunu insan IVF’i i¢in Onermesek de coklu sensorlerin, yazilimlarin ve

gostergelerin varliginin gereksiz bir liikks oldugunu savunuyoruz.



Tiim bunlara ragmen emin olmaniz gereken konular asagida siralanmistir.

- Yag da dahil olmak (zere medyum iceren her tip 37°C’de veya tiire Ozgii 1sida
tutulmalidir. Bu amag igin ayri test tiipli almaniza gerek yoktur. Eger bir metal ustaniz
varsa ona uygun silindirik delikleri olan aliiminyum bloklardan bir¢ok sayida
yaptirdiktan sonra bunlart 1sitici tabla lizerine yerlestirirsiniz.

- Mikroskop altinda petrideki medyum igerisinde bulunan oosit veya embriyolarla direkt
manipullasyon yapmayacaksaniz bu kaplarin iizerini yar1 saydam plastik kaplarla
Ortinuz. Bu amag i¢in plastik pipet uclarinin bulundugu kutularin kapaklar1 oldukga
uygundur.

Zamanlayicilarla ilgili olarak saglam, tezgadh {stii, basit ve klavyesi kolay kullanilabilen
tiptekileri 6neriyoruz. Bunun igin Jadco marka zamanlayicilari 6rnek verebiliriz. Bu cihazlar
yardim almadan tek elle ve bakmaya bile gerek duymadan baglatilip durdurulabilmelidir.
Kiyafetinize tutturulmus kiigiik renkli saatler ilgi ¢ekici olmakla birlikte size ¢alisma alanindan
uzaklagsma Ozgiirliigii verebilir. Jadco tipi saatler ayn1 zamanda cebinize de konabilir. Kiiciik
bir tavsiye; laboratuvarimizda farkli tiplerde zamanlayicilar kullanmayimn. Varietas delactat

(cesitlilik keyiflidir) ancak bu durumda hata kaynagi da olabilir.
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Sekil 6. Aliiminyum 1sitic1 bloklar ve tezgah {istii zamanlayici.

Calisma alaninizda 6zellikle de ayni1 alanda ve benzer aktivitelerde birden fazla kisi ¢alisiyorsa
titizlikle bir diizen saglaym. Calistiginiz konuda ihtiyaciniz olmayan her seyi ortamdan
uzaklastirin. Caligacaginiz tiim malzemenin (mikroskop, pipetler, pipet uglari, 1sitict bloklar,
plastik kapaklar, zamanlayicilar) her zaman ayni pozisyonda olmasina 6zen gosterin. Gorsel
temas olmadan ve diisiinmeksizin her seyi bulabilmelisiniz. Hizli ve etkili bir 15 i¢in askeri

tarzda bir diizen olusturmak vazgecilmez olmalidir.

Son olarak inkiibatorlerden bahsedelim. Bir IVF laboratuvarinin birden fazla inkiibattre

ihtiyac1 vardir. Bunlar;

- Kisa siireli inkiibasyonlar ve bikarbonat tamponlu bos kaplarin preinkiibasyonu icin bir
veya iki adet “dolap tipi” inkiibator,

- HEPES veya MOPS tamponlu medyumlarin 6n 1sitmasi i¢in gaz igermeyen basit
inklbator,

- Son olarak, en 6nemlisi embriyo kulttrd igin 6zel 3 gaz sistemli inkiibatorler.

Son 6rnek 6zel bir bélimde anlatilacaktir.



4.

INKUBATORLER

“Amerikalilar yer ¢ekimsiz ortamda yazi yazabilmek igin
birkac milyon dolar harcayarak bilyeli tikenmez kalemi icat ettiler.
Ruslar ise kursun kalem kullandilar”

Dogru olmayabilir ama tipik bir durum. Embriyoloji ile ilgili olarak Amerikalilart

Su¢lamamaliyiz. Daha dogrusu sadece onlar1 degil.

Macaristan’da “Veteriner at1” seklinde cevrilebilen "Allatorvosi 16" deyimi vardir. Bu deyim
19. ylizyilda birisinin bir atin sahip olabilecegi tiim olas1 dis ve i¢ hastaliklar1 sergileyen bir at
resmi olusturmasiyla ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde ise bu deyim, tiim olumsuz kosullari
tanimlamak icin kullanilmaktadir. Buna benzer bir deyim Ingilizcede bulunmamaktadir. Bunun

yerine makul bir sekilde “Embriyoloji inkiibatorii” denmesini neriyoruz.

Her sey daha farkli gelisebilirdi. Doksanli yillarda ¢ok uluslu biiytik sirketlerde yaraticilik esas
degildi. Endiistrinin bdylesine énemli bir konudaki ihmali nedeniyle, basarili laboratuvarlar ve

bilim adamlarindan pratik problem ¢6zme becerisi ve el becerilerinin fazla olmasi istenirdi.

Gegtigimiz yiizyilin son on yilinda hem insan hem de hayvan embriyo tiretimindeki artig yeni
girisimlerin baglamasina neden oldu. Farkli tipteki hiicre ve doku kiiltiirlerinde basartyla calisan
dolap tarzi inkibatorlerde, kullanilan farkli programlarin baslangig, bitis ve ara donem
kontrolleri sirasinda kapagin acilip kapanmasi istenilen kararliligin ve dogrulugun saglanmasini

engelledi.

Tim pre-inkibasyonlar ve maturasyon, fertilizasyon ve embriyo kiiltiirii sirasindaki
manipulasyonlar igin sadece bir karbondioksitli inkiibatériniz varsa bu durumda inkiibatorin
kapag1 glinde 15-20 defa agilacaktir. Bu durumda tiim sistem ¢okecek ve blastosist gelisimi
%25-30’dan sifira diisecektir. Sonucta patron veya klinik sefi {iziilecek, uygulamalarin
durmasin isteyip herkesin cihazi temizlemesini, havalandirilmasini ve yeni medyumlarin

hazirlanmasini isteyecektir.



Bir veya iki programla yapilan yeni baslangi¢lar genellikle basarili olur. Ortamda bir rahatlama
hissi baglar, haftadan haftaya artan sayida basarilar elde edilir ve sonunda yeni bir ¢okiisle
karsilasilir. Bilgi aligverisinin bugiinkiinden bile yavas ve etkisiz oldugu ve kritik veya saglikli
embriyo gelisiminde siddetli dalgalanmalarin meydana geldigi zamanlarda, ¢ogu laboratuvar

olaylarin arkasindaki gergekleri zor yoldan 6grenmek zorunda kaliyordu.

ilk tasarimlar

Cogu laboratuvarda basit ve ev yapimi bir ¢oziim yaratilarak kullanilmaya baslandi. Bazi
kimyasallarin saklanmasinda kullanilan genis, kalin duvarli cam desikator kaplari yeni bir
isleve sahip oldu. Her programa ait petriler bunlarin igine yerlestiriliyor, daha sonra uygun gaz
karigimiyla doldurulup dolap tipi inkiibatorlere yerlestiriliyorlardi. Ortam 1sisinin istenilen
sicakliga ulagmasi saatler stirse de ilerleyen surecte sabit parametrelerle daha iyi ve daha tutarl
sonuclar elde edildi. Tek problem kaplarin biiyiikliigiiydii ve dolap tipi tek bir inkUbatér cogu
zaman tek olsa da bazen de iki desikator kabi alabiliyordu.

O giinlerde Danimarka evcil hayvan embriyoloji arastirmalarinin en 6nemli noktasiydi ve
amaca yonelik iiretilmis ilk embriyo inkUbatori Kopenhag’da K-system adi verilen yerel ve
kiigiik bir firmanin az da olsa destegiyle kullanima sunuldu (Avery ve Greve, 1992). Bu cihaz
1sitma i¢in harici sirkiilasyonlu bir pompaya baglanan su ceketli kiigiik bir metal kutudan
olusuyordu. Thtiya¢ duyulan gaz karisimi nceden hazirlanip kiigiik bir delikten veriliyor, diger
taraftaki baska bir delikten de disar1 alintyordu. Gazin igeri verilip birka¢ dakika sonra kutunun
diger tarafindan ¢ikinca bu iki delik elektrik yalitim bantlariyla kapatilip tiire bagl olarak 5-7
giin stireyle birakilirdi. Sistem basit, tutarli ve glivenilirdi, miikemmel kalitede embriyolar elde
ediliyordu. Baz1 pratik manipilasyonlarla insan ve hayvan laboratuvarlarinin en gézde cihazi
haline geldi. Ne yazik ki bu cihazin kullanim1 Danimarka’daki birka¢ hayvan laboratuvarinda

sinirlt kaldi ve on yil iginde tamamen unutuldu.

Endustrinin ilgisi

Bu noktadan sonra isler ilerledi ancak ne yazik ki tam olarak dogru yonde olmadi. Yeni yiizyilin
ilk yilinda, bir firma devrim niteliginde bir tasarimla Ustten yliklemeli masadstu inkibatoru

gelistirdi. Bizim sigir embriyo laboratuvari da diger birimlerle birlikte cihaz prototipinin testi



icin secildi. Biz de bu cihazla 1. giinden itibaren veya klonlamada kullandigimiz 0.-7.ginler
arasinda tek kiiltiir sistemlerini galistik. Yeni modelde geleneksel sistemler kadar olmasa da

oldukga tatmin edici sonuglar aldik. Blastosistlerin goriiniimiinden pek memnun kalmadik.

Bulgularimiz alakasiz olarak degerlendirildi ve inkiibator pazara sunulup ¢ogu insan IVF
laboratuvarinda yerini aldi. Diger firmalar ilk modeli modifiye ederek stsli eklentilere sahip
yar1 klon modeller yapmaya basladilar. Onceden hazirlanmis gaz karisiminin yerini, her bélme
icin farkli gaz kombinasyonlar1 saglayan cihaz i¢indeki karistiricilar aldi. Oldukga pahali olan
bu cihazlara insan IVF laboratuvarinda kesinlikle gerek bulunmamaktadir. Ureticiler, her
odacik i¢in bireysel analizlerde kullanilmak tizere ayr1 gaz girisleri ve rutin uygulamalarda asla
ihtiya¢ olmayacak sicaklik araliklarina sahip ayarlanabilir sofistike 1sitma sistemleri yarattilar.
Sirketin mali isler sorumlusunu daha da mutlu etmek i¢in bir de giinliik verileri kaydeden -

higbir pratik degeri olmayan- ilgi ¢ekici renkli ekrana sahip bilgisayar baglantis1 eklediler.

Bununla birlikte 6zellikle iistten yiiklemeli masa {istii inkiibatorlerde, kompartmanlara ayirma
ve 151 ve gazin istenilen diizeye siiratle geri dontiisii tartisilmaz avantajlar arasinda geliyordu.
Bu avantajlar geleneksel dolap tipi inkubator {ireticilerinin yenilik yapmasi gerekliligini
dogurdu. Bu yenilikler arasinda daha hassas sensorler ve dolayistyla parametreler ve ¢ift i¢ kap1
sistemli yar1 izole bolmeli 3 gaz karistiricilt sistemler yer aliyordu. Bir diger mantikli adim ise,
daha az hastanin 6rneklerinin bulunabilecegi sekilde (en uygunu hasta basina bir inkiibator)
cihaz biiyiikliigiiniin azaltilmasi olmustur. Ancak maalesef ki kiiciik cihaz diisiik maliyet demek
degildir ve ¢ok az sayida klinik bu kadar biiyiik yatirimi, genis alan1 ve diizinelerce cihazin
isletme maliyetini karsilayabilmektedir. Kiiciik kapasiteli cihazlarda kapak a¢ilmasi sonrasinda
optimum 1si-gaz ortamina doniis dolap tipi olanlara gore daha siuratli olmaktadir. Bu

parametreler, dolap tipi inktbatorlerde Ustten ylklemeli modellerin ¢ok gerisinde kaldi.

Geligmeler burada bitmedi. Yenilik¢i diizenlemelerle birlikte hibrit cihazlar Gretildi. Time-lapse
ozellikli cihazlara gelismis bir goriinlim kazandirilarak bu ek segeneklerle hastadan alinan
paralarin cogunun inkiibatorlere gitmesi saglandi. Gelistirilen bu yeni sistemlerin yarar ile ilgili
cok az veri bulunmaktadir. Bunun yaninda time-lapse uygulamalarinda kullanilan petri

kaplariyla ilgili sorun da ortaya ¢ikmistir. Bu konu ilgili boliimde tartigilacaktir.

Ortamdaki nem konusu fireticiler ve embriyologlar tarafindan neredeyse tamamen
atlanmaktadir. Ureticiler inkUbatorlerdeki nemli atmosferin sensorlerle ilgili sorunlar ortaya
cikardigint ve doku kiiltlirli siselerinden farkli olarak embriyo kiiltiir droplarinda kullanilan

yagin evaporasyonu engelledigini belirtmislerdir. Bu nedenle iireticiler sadece “ortam nemine”



(“ortam” t1p dilinde absurd bigimde “idiopatik™ terimine benzemekte ve Ihavenoclue ya da bir
baska deyisle “higbir fikrim yok® un akademik dille sdylenen seklidir) sahip inkibatorler
gelistirip bunun faydalarini (6rn; azalan fungal enfeksiyonlar) gururla reklam araci olarak

kullandilar.

Doku kiiltiiriiyle ugrasan eski dostlar, neme bagli kontaminasyon tehlikesini en aza indirmenin
yontemlerini ¢ok iyi bilirler. 2005 yilinda 6nce yayimlanmus ilgili makalelerin materyal metot
boliimlerinde “maksimum nem” standart bir agiklama olarak kullaniliyordu. Biz de herhangi
bir degisiklik yapmadik. Embriyo laboratuvarlarinda sorun giderme her zaman zorlu bir konu
olmustur. Ancak ya mantar enfeksiyonu? Hatirladigimiz kadariyla 25 yilda sadece 2 vaka oldu

ve biri inkiibatoriin agik durumda bulunan su tepsisinden kaynaklandi.

Fungal enfeksiyonlar oldukga nadir goriliir ve 6nlemesi oldukga kolaydir. Tehlikeyi 6nlemek

icin gelistirilen yeni “kuru” sistemler olumsuz sonuglar1 belirlenmedigi siirece rahatlikla

kullanilabilir.

Bir, iki, bir

Embriyolojide kuru sistemin kullanilmaya bagladig: sirada talihsiz bir tesadiifle bagka bir sistem
olan iki agamali kiiltiir biiyiik bir popiilerlik kazanmistir. Yeni ylizyilin ilk 10 yilinin ortalarinda
ART klinikleri ya boliinme asamasinda embriyo transferi yapmislar ya da kiiltiiriin 3.glinlinde
kiiltir medyumunu degistirmislerdir. Bu yeni moda yaklasima direnmeye cesaret eden az
sayidaki sirket bile 3.glinde medyum degisikligi riizgarina yakin bir sekilde hareket etti. Neden
olarak da gizlice; durumun “bilimsel olmadigini1 sadece sirket avukatlari tavsiyesine gore”
hareket ettiklerini belirttiler. Geriye doniip bakildiginda kuru inkUbatorlerin oldukga iyi
performans gosterdiklerini sylemek gerekir (Mori et al., 2011).

Bazi laboratuvarlarin 1-5.giinler arasinda kesintisiz kiiltire donmesiyle problemler ortaya
¢ikmaya basladi. Bu durum yeni bir moda akiminin ortaya ¢ikmasina neden oldu. Bu da,
embriyologlarin kiiltliriin 3.giinlinde standart olarak yaptig1 embriyo degerlendirme islemini
inkiibatoriin kapagini agmadan yapabilen time-lapse cihazlar kullanmakti. Bunun yaninda bazi
kliniklerde kesintisiz kiltir, hem embriyo kalitesinde hem de transfer sonras: sonuglarda
azalmaya neden oldu ve besin eksikligi ve toksik metabolik {iriinlerin birikimi gibi eski

siiphelileri suglayarak tekrar 3.giinde medyum degisimine gegildi. Ilgingtir ki nemlendirilmis



inkiibatorlerin kullanildig1 diger laboratuvarlarda sorun olusmadi. Droplarin {izerinde bulunan
ince yag tabakasinin evaporasyonu tamamen engellemedigini ve kademeli olarak artan
ozmolaritenin embriyo gelisimini olumsuz etkiledigini anlamak uzun yillar aldi. Dort-5 gnlik

stire embriyolarin tolere edemeyecegi kadar uzundu.

Birkag ay once, 20 y1l 6nce benchtop inkiibator projesinden sorumlu bir kisiyle iletisime gegcme
sansimiz oldu. Bu kisi simdi ayni1 sirketin patronu olmustu. Kendisi yazismalarimizi ve yaptigi
son yorumlarmi hatirladi ki bunlar dogruydu: “Evet haklisiniz; zaten biz de simdi

nemlendirmeye dogru gidiyoruz”.

Onlarin web sayfasini kontrol ettik; nemlendirici oldukga basit bir tasarimla gercekten orada
bulunuyordu. Hig¢ siiphemin yok ki 10 yil igerisinde ¢ogu sirket, kursungecirmez ozellikte,
sensorld, cevrim ici alarm ozellikleri olan de Iiiks modeller gelistirecektir. Bu yeni gelistirilen
modellerin fiyatlar1 saglariniz1 havalandiracaktir.

Ama bu gercekten gerekli mi? Daha basit olamaz m1?

Sizi uyariyoruz: asagida okuyacaklarimiz kalbi zayif olanlar ve kesinlikle akreditasyon

protokollerini yapan ve yiiriiten yetkililer i¢in degildir.

Sasirtici bir diisiince

Siiriiciisiiz arabalarin, siiper bilgisayarlarin ve makine 6greniminin oldugu 2021 yilinda su ana
kadar olanlar1 unutmanizi 6neriyoruz. Kisa bir siire i¢in tag devrine yakin bir beyinle donatilmis
halde diisiinelim. Preimplantasyon sirecinde bulunan insan embriyolarini petrilerde kiiltiire

etmek i¢in neye ihtiyacimiz var (ya da yok)?

- Sicaklik, nem, oksijen, azot ve karbondioksit gibi temel parametrelerde tutarli, dogru ve
giivenilir degerlere sahip olunmals;

- Bu degerler inkiibasyonun baslamasindan hemen sonra en uygun degerlere hizla
ulasmali;

- Minimum ve kontrol edilebilir seviyede toksik hasar veya enfeksiyon olmali ve ¢apraz
kontaminasyon sans1 bulunmamali;

- Embriyolar hakkinda i¢inizin rahat olmasi i¢in, en az miktarda tutarsizlik ve risk

faktdrleri iceren bir akis planlamasi saglamali,



Embriyologlar hakkinda iginizin rahat olmasi ig¢in, Sistemin programlanmaya,
ayarlamaya, gunlik kontrollere, karisik el kitaplarina, bakima ve endiseye ihtiyaci
olmamali;

Kliniklerin ve hastalarin biitgeleri diistintildiigiinde, inkiibasyon metodu minimum
yatirim ve son derece diislik isletme giderine sahip olmali;

Insan ART’si i¢in, giinliik hayat: ilgilendiren endise ve diisiinceleriniz laboratuvarin

disinda birakilmalidir.

Hayal gibi goriinse de aslinda buna ¢ok yakiniz. Bu gereksinimleri karsilayabilmemiz i¢in

asagidaki maddelere ihtiyacimiz bulunmaktadir.

Her hasta i¢in disposable steril duvarli bireysel inkiibator;

Inkiibasyon sirasinda gaz degisimine ihtiya¢ duymayan kapali bir sistem;

Inkiibasyona baslamadan hemen 6nce bile neredeyse en uygun seviyede bir ortam ve
sistemin dogru ve tutarli bir sekilde calistigini belirlemek icin sofistike kontrol
sistemlerine ihtiya¢ duyulmamast;

Calisan sistemin miimkiin olan en az cihazla kurulmasi1 (Biyolojik bir laboratuvarda
stirekli ¢alisan cihazlarin en giivenilir cihazlar olmasi gerekir);

Cok diisiik olasilik da olsa basarisizlik durumunda basit ve kolay bir sekilde acil duruma
mudahale edilebilmeli;

Alt1 aya kadar dayanabilen ve yalnizca bir defa konsantrasyon ve biyolojik kontrollerin
yapildig1 bir gaz kaynagi;

Laboratuvar havasindaki herhangi bir degisiklikten bagimsiz olarak alt1 aylik bir siire
boyunca ayni gaz atmosferini saglayan, mevcut inkiibatorlerle kiyaslanamayacak bir

tutarlilik.

Bu ihtiyaclar1 karsilayabilmek icin bircok ¢6ziim yolu olabilir. Biz asagida verdigimiz ¢6ziim

disinda hig birini bulamadik:

Kullanacaginiz 3 gaz karisimindaki bilesenlerin hig¢ birini gecirmeyen sterilize edilmis
lamine bir folyo torba alin;

Kiiltlir petrisini igine yerlestirin, genis bir demir aracilig1 ile miimkiin olan en diisiik
sicaklig1 kullanarak torbay1 kapatin;

Torbanin bir kosesine 18 G igne kullanarak delik acin ve petrinin kapagini torbanin
izerinden tutarak hafifce kaldirin ve daha onceden isitilmis, nemlendirilmis ve filtre

edilmig gaz karisimin torbaya enjekte edin;



- Igneyi ¢ikarin ve sisen torbadaki gaz karisimia bastirin;

- Doldurma/bosaltma islemini igerideki gaz degisimi tamamlanana kadar 3 defa
tekrarlaymn;

- Torbanin %70’ini gaz karisimiyla doldurun ve daha sonra deligi kapatip torbay

sirkulatorli su banyosuna daldirin.

SIS’e (Submarine Incubation System- Denizalt1 Inkiibasyon Sistemi) hos geldiniz. Bu sistem
ilk olarak 1998 yilinda Vajta et al., tarafindan yayinlanmis ve bir milyondan fazla insan, sigir
ve domuz embriyosunun surekli ve Kkesintisiz bir sekilde sirasiyla 1+4, 5 ve 7 giin boyunca

kiiltiire edilmesini saglamustir. Ilgili videoyu bu linkte bulabilirsiniz: https://vimeo.com/34544754

Kalan konular1 agikliga kavusturmak ve varsa endiseleri ortadan kaldirmak i¢in birka¢ pratik

Oneri.

1. Gaz kaynag:. Istenilen {i¢ gaz karisimiyla doldurulmus biiyiik (1,5 m) bir gaz tiipii, SIS
kullanan orta blyuklukteki (300-500 siklus/y1l) bir ART kliniginin 6 aylik ihtiyacin
karsilar. Uretci firmanm onerilerine gore degistirilen karbon filtre ile tiip regilatori
arasina bir sise yerlestirilerek otoklavlanabilir steril suyla filtre edilebilen nemlendirici
elde edilmis olur. Nemlendirici tlre gore 37-39°C arasinda olmalidir. Nemlendirilen ve
1isitilan gaz karigimi daha sonra tekrar 0,2 pm disposable steril filtreden gecirildikten
sonra 18G disposable igneye baglanir.

2. Folyo torba. Bilinen tek katli plastik torbalar gazi gecirebildigi i¢in bu amag i¢in
UYGUN DEGILDIR. Lamine edilmis folyo torbalar da, igerdigi katmanlarin sayisi,
permeabilite 6zelligi ve yiiksek 1sida kapatilma sirasinda potansiyel toksisite yaratmasi
nedeniyle birbirlerinden ayrilirlar. Dogru iriinii bulmada {iretici firmanin belirttigi
Ozelliklerden yararlanmak tatmin edici olmayabilir. Yirmi yildir basartyla kullandigimiz
bu torbayr almak i¢in BIZLERLE BAGLANTIYA GECMENIizZi SIDDETLE
TAVSIYE EDERIZ.

3. Kapatici. Basingla galisan demir kapaticilar (Sekil 9) birgok farkli gevrimigi kaynaktan
temin edilebilir. En ucuzunu almanizi 6nermesek de sofistike olanlara da ihtiyaciniz

olmadigini bilin. Maksimum 100 USD‘lik bir iiriin sizin i¢in yeterlidir.

Oncelikle, i¢inde EMBRIYO OLMAYAN bir folyo torbada istenilen kapatma

sicakligii elde etmek icin test yapin. Ustteki kolu nazikge bastirin ve 1sitma islemi


https://vimeo.com/34544754

bitinceye kadar basili tutun. Folyo tiim yiizeyleriyle boylu boyunca birbirine yapisirken,

1sitict yiizeye yapismamalidir.

4. Su banyosu. Ticari tiim su banyolar1 bu amag i¢in uygundur. Biz, sicaklik stabiltesi 0,1
°C ve sicaklik dagilimi 0,01°C olan Thermo-Fisher Precission CIR, 35 TSCIR35 (ticari
¢tkarimiz yoktur) gibi bilyiikliik agisindan uygun olan giivenilir markalar1 dneriyoruz.
Plastik test tupliklerine i¢i su dolu tiiplerle agirlik yaparsaniz hazirladiginiz folyo
torbalar1 suyun altinda tutabilirsiniz. Bir su banyosu 12-16 hastanin embriyolarini

barindirabilir.

Avustralya’da 20 yil 6nce bu amaca yonelik olarak 24 folyo torba/hasta kapasiteli profesyonel
su banyolar1 (vidoda goriildiigii gibi) gelistirilmistir. Ancak firma sahibi emekli olduktan sonra

yeni sahibi bu iiriinii iiretmemistir. [lgilenenler igin tanimlamalar ve teknik detaylar mevcuttur.

Kontaminasyonun 6nlenmesi i¢in, siklikla kullanilan su banyosu dezenfektanlar: (SigmaClean
su banyosu temizleyicisi, S5525) kullanilabilir. Suya temas ederken ayn1 zamanda disposable

eldivenler de kullanabilirsiniz.

Iki farkli segenek daha. Embriyolarin transferinden énce veya kiiltiirii sirasinda uzun siireli bir
mesafe kat edilecekse tasinabilir su banyolar1 (Sekil 7; ¢, d, e) kullanilabilir. Diger segenek ise;
su banyosu kullanmamay1 tercih ediyorsaniz folyo torbalarinizi gaz veya nem igermeyen
inkiibatoriin raflarina koyabilirsiniz (Sekil 8). Bu durumda 1sinin istenen sartlara donmesi
zaman alacak ve 1s1 stabiltesi su banyosu bazli sisteme gore daha diisiik olacaktir. Beklenen
ciktilara bakildiginda yaygin inkiibasyon yontemlerine gére su banyosu temelli sistemlerin

kullanilmasinin daha iyi oldugu goriilecektir.

SIS folyo torba sistemi kullanildiginda acil bir durumla karsilastiginizda, embriyolarinizi
saglikli ve mutlu tutmak isterseniz sadece sicak- soguk suya ve termometreye ihtiyaciniz

oldugunu not ediniz.

Bebegimizi daha fazla vmek istemiyoruz. Ikna olmak igin ek s6ylemlere ihtiyaciniz varsa bir
onceki sayfay1 tekrar okuyun ve ticari olarak diinyanin her yerde bulabileceginiz inkiibatorlerle

SIS sisteminin yarar ve dezavantajlarini karsilastirin.

Yiikleme sirasinda 2-3 dakikalik bir ¢aligma yapmaniz gerekir. Bizce bir hasta i¢in bu siire cok
fazla degildir. Bu uygulamada embriyoya kisaca gbz atmanin karisik bir durum oldugunu

biliyoruz. Bizler bunu SIS uygulamasinin BUYUK AVANTAIJI olarak gériiyoruz.



Son olarak, SIS’in profesyonel markalarin iriinleri kadar siislii, gizemli ve profesyonel

olmadigini da kabul ediyoruz. Ancak embriyolariniza bir sorun; bu konuda ne diislintiyorlar?










Sekil 7: Submarine Incubation System (SIS).

a. Kiltir petrisi yiiklenmis seffaf olmayan bir lamine folyo torba tasiyan plastik tlpluk.
Tupligi suyun altinda tutmak igin tizerine su dolu bir sise koyun.

b. Her biri bir adet folyo torba alan (4 hastaya ait) dort adet tiipliik yerlestirilmis sirkiilatorli
su banyosu.

c. Tasmnabilir su banyolarinda kaymay1 engellemek icin iist kisma sterilize edilmis kumla
doldurulmus bir folyo torba konabilir.

d. Folyo torba tasiyan tiipliikk bir baska tiipliikle sabitlenebilir.

e. Sigir ve domuz embriyolarini tagimak igin kullandigimiz taginabilir su banyosu.

f. 1-7.glinler arasinda SIS yontemiyle kiiltiire edilen hatched ve hatching evrelerindeki in vitro
s1g1r blastosistleri.

(Insan embriyologlari igin not: sigir embriyolart insan embriyolarina gére cok daha fazla lipit

icermektedir. Burada gosterilen yikanmis saglikli blastosistler in vivo tiretilenlerle ayni

gorinimdedir)



Sekil 8. Folyo torba sistemli geleneksel inkiibasyonun hibrit uygulamasi. Bu uyarlama, 1s1

stabilitesinin saglanmasi ve istenen 1siya hizla doniis disinda SIS’in tiim avantajlarina sahiptir.
Bu parametreler geleneksel inkibatorlere gore daha iyidir. Litfen not edin: Gaz ve nem ihtiyaci

yoksa geleneksel dolap tipi inkiibatorler sadece 1s1y1 saglarlar.



Sekil. 9: Ustten basmali demir 1sitictli kapayici. SIS folyolarini kapatmak igin uygun bir cihazdir.



D.

OOSIT TOPLAMA

“Goriiniiste etkili bir dizi adimin tekrarlayan etkisi nedeniyle
genel verimlilik katlanarak azalmaktadir.”
First ve Parish, J. Reprod. Fertil. S34 151-165, 1987

.... ve bu olay embriyologlar agisindan oosit toplama sirasinda baslar.

El kitaplar1 ve kilavuzlardaki geligkili agiklamalardan kaynaklanan ikilemlerden kaginmak
istiyorsaniz biz Krisher ve Schrenker’in (2019) hazirladig1 giivenilir rehberi dikkate almanizi

siddetle tavsiye ediyoruz.

Bu rehberdeki tavsiyelerden sadece birisiyle — izolasyon (Unitesi- ilgili endiselerimiz
bulunmaktadir. Bize gére embriyo laboratuvarinda ¢alisma yiiriiyorsa siireci yavaslatacagi i¢in
buna ¢ok da fazla gerek yoktur. Sicaklik gibi, zaman da tiim oosit ve embriyo ¢alismalarinda

cok onemli bir faktordar.

Bu tiir benzetmelerden dolay:r oziir dileriz ama mezbahada kesilen ineklerden toplanan
ovaryumlar 20°C’de laboratuvara getirilene kadar 6 saat veya daha fazla sire
korunabilmektedir. Ancak, immatiir oosit folikiilden alindig1 andan itibaren 39°C’de (sigirlarin
beden 1s1s1) tutulmali ve her bir oositin folikiilden inkiibatdre alinmasi 45 dakikay1
gecmemelidir. Ginde 400-800 oosit toplayan yogun bir evcil hayvan laboratuvari
distintildiiglinde bu ihtiyaci karsilayabilmek lojistik bir siire¢ haline gelir ancak burada basariy1
etkileyen en onemli faktdr ortalama ve basarili takimlar arasindaki farktir. Insanlarda bu
sayilarla ¢alismadigimiz ig¢in gorev daha kolay goriinmektedir. Yine de biz bu siireyi

olabildigince kisaltmal1 ve is akisin1 bozan her tiirlii engelden kaginmaliyiz.

Insanlarda fertilizasyon igin hazir durumda oositler elde etmeyi bekledigimiz igin bunlarin
inkiibatorde gegirecekleri siire birkag saati gegmemektedir. Eger in vitro maturasyon gerektiren
durumlar varsa oositler sakin ve sessiz bir ortamda tutulmalidir. Her hasta i¢in ayr1 bir inkiibator
kullanamayabilirsiniz fakat 6n kapist bolmeler halinde olan ve kolay acilip kapanabilen
kapaklar bu konuda yardimci olacaktir. Fertilizasyon veya ICSI i¢in aspire edilmis olan oositleri

ikinci bir kontrol amaciyla inkiibatérden kesinlikle ¢ikarmayiniz.



Kumulus-oosit komplekslerinin ve deniide edilmis oositlerin morfolojik siniflandirmasi uzun
yillardir yapilan bir laboratuvar protokoliidiir. Ancak ne yazik ki bazi 6zellikleri 6nceden

tahmin etmek oldukga sinirlidir.

Rienzi et al., (2010), dikkate alinan 10 6zelligi inceleyen 50 makaleden elde ettigi sonuglar
degerlendirmistir. Bu 06zelliklerden higbiri gelisimsel yeterligi belirlemek igin kullanilan

tahminlerden biri olmamustir.

Bu nedenle; toplanan tiim oositleri isleme almanizi ve ilerleyen gelisim asamalarda se¢im

yapmanizi Oneririz.



6.

PARCALARI BiR ARAYA GETIRME

“Seks hareket halindeki bir duygudur”
Mae West

(GV’den oziir)

Filmlerin seks sahnelerinde gozlerimi kagirmak gibi hi¢ sevmedigim bir aliskanligim vardir.
Bunun utang, iffetlilik ve dini hi¢bir baglantisi yoktur. Ben sadece bu durumda ¢aresiz bir gérgii
tanig1 veya réntgenci olmayr sevmiyorum. Laboratuvarda bile. Spermayi siiratle ekler daha
sonra gametleri inkiibatoriin karanlik bir noktasina yerlestiririm. Ben nasil yapildigiyla degil

sonuglariyla ilgilenirim.

Benzer sekilde bu konuyu atlamay: tercih ediyorum. Eger konu seksse yapilir bunun hakkinda

konusulmaz.

Peki, o zaman ICSI yapin diyebilirsiniz. Baska bir konu. Sigirlarda ¢ok basarili olmamakla
birlikte pek de ihtiya¢ yoktur. Biz milyarlarca saglikli, enerjik donmus sperma payetine sahibiz.
Basit bir kapasitasyonu takip eden islemlerden sonra béliinme oranlart %90 in iizerinde
ctkiyor. Domuzlarda IVF basarisiz bir uygulama olmasina ragmen biz laboratuvarimizda bu
uygulamaya ihtiya¢ duymuyoruz. Projemiz somatik hiicre nukleer transferi ile sinirliyds.
Sonugta, insanlarla ilgili fazla bilgi toplamak i¢in tembellik yaptim. Olay mikro-manipulasyon
nedeniyle degildi ¢iinkii ben yillarca sigirlarda geleneksel klonlama yapmistim. Sadece sinirl

firsatlarim vardy ve ¢ok fazla da ilgi duymadim. Her zaman bunu yapacak baska biri vardi.

O halde bu ozel konuyu atlayalim ve arastirma makalelerinin, derlemelerin, kitap boliimlerinin
ve el kitapgiklarimin agirlikli olarak degindigi biiyiik bir konuya deginelim. Bu bolimde
laboratuvarlarimizin  ¢alistigi  genel konulardan olan ozellikle oosit ve embriyolarin

pipetlenmesi ve fertilizasyon hakkinda agirlikl: vermemize izin verin.



Pipetleme

“Cogu proje i¢in 3 el gerekir”
Arthur Bloch: Murphy’s Law, Machinesmanship

Embriyo laboratuvarinda stereo mikroskopta c¢alisirken gegen zamanimizin ¢gogunu bir elimizle
petriyi tutmak, hareket ettirmek veya sabitlemek i¢in gegiririz. Dominant olan diger elimizle de
pipeti tutar, hareket ettirir veya sabitleriz. Bu ¢aligma sirasinda mikroskobik seviyedeki bir
hassasiyetle pipet ucunu kontrol ederiz. Uglincii bir el ise embriyolari iceri almak veya disari

¢ikarmak icin pipet i¢indeki basinci kontrol eder.
Ne yazik ki sansli olanlar disinda ¢ogu embriyolog bu iigiincii ele sahip degildir.

Eger basing pipeti tutan el ile diizenleniyorsa pipet ucu hareket edecektir. Pipet ucunun bu
istenmeyen hareketini ne sabit bir el ne de onlarca yillik deneyim engelleyebilir. Ancak, pipet
ucundaki bu kuguk hareketler hassas ve kabul edilebilir niteliktedir. Kontrol edilemeyen bu
hareketlerin strese neden oldugu Mortimer et al., (2018) tarafindan tanimlansa da ¢ok az kisi

bunu 6nemsemektedir.

(Tabi ki bircogunuz “Pireyi deve yapma, ben ....% ’larla miikkemmel ¢alisabilirim, bu sadece
pratik meselesi” diyecektir. Tamam o zaman. Bir deneme 6nerebilir miyiz? Bir kalem alin ve
pipeti tuttugunuz gibi tutun —avug i¢i yukarida ve bagparmak uzak ugta olacak sekilde-
basparmaginizi agag1 yukari hareket ettirirken yazmaya baslayin veya bir kalemi -tel zimba
tutar gibi yaz1 yazma pozisyonunda tutun — ve isaret ve bagparmaginizdaki basinci siirekli
olarak degistirerek kaligrafik bir yazi yazmayr deneyin. Bu islemlerin hala oosit ve

embriyolarin pipetlenmesinden daha az zahmetli oldugunu goreceksiniz. Iyi sanslar.

Ilgingtir ki bu her zaman bir problem olarak karsimiza ¢ikmamustir. Bir 19.yy yaklasimi olan
ag1z pipeti kullanimi neredeyse yiiz yildir cogu embriyologun standart uygulamasi olmustur.
Biraz rahatsiz edici hatta igreng¢ olan bu yontem ¢ok akillica bir yontem olmasa da amacina
uygun hizmet veriyordu. Ancak otoriteler, 21.yy’da “kabul edilemez enfeksiyon riski”’ nedeniyle
bu uygulamay1 gormek istemediler. Aslinda enfeksiyon tehlikesi agiz pipetine yerlestirilen ve

maliyeti 2-3 dolarlik kiigiik plastik bir filtre ile engellenebilmektedir.

Yine de bir takim nostaljik eski tarz embriyolog kapali kapilar arkasindaki laboratuvarlarinda
ag1z pipeti kullanarak oosit ve embriyolarda ¢caligmakta ve hatta vitrifikasyon sirasinda bile ag1z

pipeti kullanmaktadirlar. Nadiren de olsa mikromanipulatorlerde holding pipet tutmak ve bazen

2 Dilediginiz cihazin ismini buraya yazabilirsiniz. Uluslararasi biiyiik sirketlerin ilgisini cekmek istemeyiz.



de ICSI yapmak tizere de kullanildiklarini biliyoruz. COVID’in gelmesiyle birlikte zorunlu yiiz
maskesi kullanim1 s6z konusu olunca bu uygulama da kullanilamaz hale geldi. Agiz pipeti bir

ortacag adeti olarak tarih oldu.

COVID’e bagli olusan bu geri doniilemez yasaktan hemen once meslektasim Peter Kragh ile
bir alternatif bulmaya ¢alistik. Somatik Huicre Nikleer Transferinin (SCNT) mikro manipilator
kullanilmadan yapilan versiyonu olan Handmade Cloning’de (HMC) agiz pipetinin etkinligi
vazgecilmezdi. Ancak klonlama sonrasinda agizimizda spazmlar olustu ne yemek yiyebildik ne

de daha kotlsu icebildik.

POP (Pedal Operated Pipette- Pedalla calisan pipet)

Goriinen o ki pipetleme konusunda bir diger segenek de diger ekstremitelerin kullanimidir ve
bu konuda da se¢enek sinirhidir. Bu durumda pedalla galisan pipet (POP) en mantikli segenek
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. YUkselen protesto seslerini duyuyoruz.

“Hayir olamaz! Boyle hassas bir is i¢in ayak kullanimi mi? Cildirdiniz mi siz?”
Ehliyetiniz var m1? ve eger diizgilin yapiyorsaniz agiz pipeti nasil ¢alistyor biliyor musunuz?

Aslinda agzinizla tirettiginiz basing ve vakumun siddeti kontrol edilemez ve bunu direkt olarak
embriyolarda kullanmamalisiniz. Pipet i¢inde bulunan soliisyonlarin direncini artirarak
hareketin yavas ve kontrol edilebilir hale gelmesini saglayabilirsiniz. Bu asagidaki sekilde

yapilabilir;

- Uzun ve dar kapillar kullanarak ve
- Bukapillarlar yag, hava, medyum, yag, hava, vd. gibi maddeleri kii¢iik miktarlarda ve

birbirine karismayacak sekilde kii¢iik kolonlar halinde doldurarak.

Pipete ne kadar ¢cok kolon eklerseniz o kadar ¢ok direng Uretirsiniz. En uygun miktara bu
kolonlar1 en az ¢aba ile kontrol edebildiginizde ulasirsiniz ve ag1z pipetiyle baglantiniz kesildigi
anda pipet icerisindeki tiim hareket sonlanmig olur. Eger soliisyon hareket etmeye devam
ediyorsa daha fazla kolon eklemelisiniz. Eger soliisyonlar hareket etmiyorsa veya hareket

ettirmek ¢ok zorsa pipet icindeki her seyi bosaltin ve tekrar baslayin.

Calismaya her basladiginizda pipetinizde en uygun yiiklemeyi yapmalisiniz. Bu durum

deneyimli bir embriyolog i¢in otomatik bir rutindir ve sadece birka¢ saniyesini alir ve



ogrenmesi ¢ok kisa bir zaman alir. Cok biiyiik bir yatirim degildir. Pipetteki kapillar uygun bir

sekilde doldugunda kaynagi ne olursa olsun (agzinizla, el, ayak her ne ise) bir basing uygulayin.

Bizim ilk POP modelimiz ¢ok da gelismis degildi. Ahsaptan yapmistik. Bir ucu kapali kalin ve
esnek bir hortum ve digeri de pipetle baglantili olan uzun ince bir hortumdan ve tabana bir
mentese ile baglanmis tahta pedaldan olusuyordu. Kalin hortum pedal ile taban arasina

sabitlenmisti (Sekil 10). Bu cihaz1 yapmak kotii bir atdlyede bile 30 dakika stirmektedir.

Sonug sasirticiydi. Pedal beklenenden daha iyi ¢alistyordu. Tek problem soliisyonu ¢ektikten
sonra pedaldan ayagimizi kaldiramiyorduk. Dengeli bir mentese kullanimiyla bu sorunu da

¢O0zduk. Dinlenmeye ihtiyacimiz oldugunda pipeti tiipten ayiriyorduk.

Yarim saat siiren bir ¢abayla pedalin kullanimi 6grenilebiliyordu ve sonunda Handmade

Clonning’ de (HMC) yapilan manipiilasyonlar1 agiz pipetiyle ayni etkinlikte kullanabilir hale
geldik.

Sekil 10. Diinyadaki ilk POP. Bu ilkel cihaz Foulum, Aarhus Universitesi, Danimarka’da
domuzlarda yapilan ve yillarca siiren Handmade Clonning (HMC) programinda basariyla
kullanilmistir.

Not: Domuzlardaki HMC ¢aligsmas1 Mikromanipiilasyon yapilmadan gerceklestirilen en dikkat

c¢ekici galismalardan biridir.



“Peki, elektrigin ve pompanin da dahil oldugu daha profesyonel bir cihaz olamaz miydir” diye

sorabilirsiniz.

Tabi ki olabilir. Size teknik diizenleme ve analog teknik ¢6zim ile ilgili detaylar1 veriyorum.

Laboratuvarinizda birden fazla eski model yardimci pipet varsa miikemmel olacaktir.

- Bir diigmeye basildiginda: pipettekileri disar1 ¢ikarmak i¢in basing ayarli hiz devreye
girer.
- Bir diigmeye basildiginda: emme i¢in basing ayarli hiz devreye girer.

- Her iki butona basildiginda her sey durur.

Daha iyi olmadi. Sizin ihtiyaciniz olan daha iyi bir pedal yaratmak ve bunu regiilatér ve pompa

ile birlestirmek. Belki biraz da makyajlayabilirsiniz.

“Bu kadar basitse neden heniiz iiretilmedi” neden her laboratuvarin ¢aligma alanlarinda veya

laminar flow kabinlerinde bundan yok?

Belki biraz daha iyi yonetim ve pazarlama becerileriyle bu icat sayesinde milyoner olabilirdik.
Biz en iyisini yaptik. 15 yil once basladik ve tekrar tekrar yeniden basladik. Daha az basarili
olamazdi. Tim firmalar bagka seylerle ugrasiyordu ve verdikleri yanitlar sanki fotokopi

makinesinden ¢ikmis gibiydi. Ortak olan ve tekrarlayan kelime “Maalesef...”ti.

Evet, bayanlar ve baylar oyun baglasin! ilk gelen ilk alir. Gelmene bile gerek kalmayabilir. Asil

odiiliimiizii bulusumuzu mezara gétiirmemekle aldik.

=

holder

glass capillary

e

pedal = control
pump



Sekil 11. Solaklar i¢cin POP’un ilk diizenlemis goriiniimii. Ayri bir pompaya bagli eski model

bir pipet ucu ve regiilatoriin yapisi. POP icin potansiyel bir analog.



7.

KULTUR YONTEMIMIiZ

“Elinizden gelenin en iyisini yapmak artik yeterli degil.
Artik imkansiz gibi goriineni yapmak zorundayiz”
Greta Thunberg

Cok kisa bir zaman 6nce, yeni nesil diinyaca {inlii bir uzman embriyo kiiltiiriinde yenilik¢i
yaklagimlar hakkinda bir web semineri verdi. Bu seminer tek bir konu Uzerinde
yogunlagmamisti, konu hakkinda tartisamadik ve verilen bilgiler 10-12 yil Onceki
derlemelerden alinmus bilgiler igeriyordu. One ¢ikan en énemli nokta evaporasyondu. Ancak

bu problemin varligini biz yillar 6nce ortaya atmistik.

Tek bir olaydan genel sonuca ulasamazsimz. Oyleyse embriyo kiiltiirii konusunda yayimnlanan
makaleler tizerinde yapilmis bir pilot ¢alismay1 (Vajta et al., 2021) sizlere dzetlememe izin
verin. 2019 yilinda insan reprodiiksiyonu konusunda 6ne ¢ikmis 5 dergide yayimnlanan 983
arastirma makalesinin sadece 12’si (%1,2) embriyo kiiltiir kosullar1 ve 4’1 de (%0,4) ¢evre

kosullarindan bahsetmistir.

Daha fazla bilgiye konferans ve webinarlardan ulagilabilir. Elde edilecek sonuglar bu tiziicii
durumu belgeleyeceklerdir. Gegtigimiz on yillik siirecte insan ART’sinde yapilan
arastirmalarin ilgi odagi embriyo kiiltliriiniin teknik detaylarindan uzaklasmistir. Biz
muhtemelen bu konudaki tiim yollar1 kullanarak ilgili faktorleri arastirdik ve ¢cogu ayrintiyt
standart hale getirdik. Geriye sadece ince ayarlama kaldi. Enerjimizi daha 6énemli konulara

yogunlastirmaliyiz. Gérev tamamlanmastir.

Oyle mi? Bir diisiiniin: insanlarda yapilan yardimc iireme tekniklerinde embriyo kiiltiirii her
zaman Onemli bir role sahip olmustur. Yaklagik 10 yil dnce ¢ogu 6nde gelen laboratuvarda
blastosist kdltlrlnin standardize edilmesiyle bunun 6nemi daha da artmistir. Bu siiregte

maalesef ki konuya iligkin arastirmalarin sayisinda da keskin bir diisiis yasanmaya baglamistir.



Medyum hakkinda

Hadi detaya inelim. Yirmi hatta 30 yil 6nce bizler evcil hayvan laboratuvarimizda her seyi
kendimiz yapardik. Suyu saflastirdiktan sonra kullanim amacina uygun bir sekilde diger
kimyasallarla birlestirirdik. Pratikte her bir yeni medyum hazirlama yeni bir deneyin
baslangiciydi. Her bir girisimin %99’unda hicbir gelisme yasanmazken kalan %1°i denemeye

degerdi.

Sadece kod isimleri verilen, igerigi belirtilmeyen ve ticari olarak kullanima hazir farkli iki
medyumun karsilastirildigi poster sunumlart ve arastirma makalelerini gérmek bizim ig¢in
sadece utang verici degil ayn1 zamanda gulingti. Bu adamlar ciddi miydi? Bunu bilim olarak

goriiyorlar mrydi?

10 y1l iginde bu tipteki “arastirmalar” standart hale geldi ve izleyen on yil i¢inde ise moda
olmaktan ¢iktl. Hem yasal hem de pratik nedenler laboratuvarlari — benzer sekilde evcil hayvan
laboratuvarlarinda da -medyumlar iizerinde arastirma yapmaktan vazge¢meye zorladi ve
oldukca uygun ve giivenli bir yolda ilerleyebilmek i¢in uluslararasi iine sahip bir sirket ve
temsilcileri tarafindan tiretilip piyasaya siirilen en ucuz medyum kullanilmaya baslandi. Biz
onlarin “profesyonel standartlarinin oniine gegemeyiz” seklindeki olagan agiklama artik

arastirma makaleleri ve el kitaplar1 tarafindan da belirtilmektedir.

Bu egilimi geri dondiirmek olduk¢a zordur ve yapilan aciklama az veya c¢ok mantikli
gelmektedir. Ustelik herkes bundan hosland1. Yetkililer igin, standartlar1 belirlemek ve kaliteyi
kontrol etmek icin belirgin bir fayda olarak gérilmekte, embriyologlar igin daha az ¢alisma ve
daha az endise, sirketler i¢in ise bingo anlamina gelmekte, hastalar icin ise gliven hissi
yaratmaktadir. Hatta gelecekleri i¢in (sadece medyum i¢in degil) para 6demek zorundalarsa

hastalar harcadiklar1 paranin alabilecegi en iyisini alacaklari i¢in rahatlamaktadir.

Gergekten dogru mu? Bu medyumlar, sirketlerin web sayfalarinda tanitildigi ya da ilgili

ortamlarda muhtesemmis gibi sunuldugu sekilde gercekten “son nokta” ya da “en uygunu” mu?

Yirmi yildan uzun bir siiredir insan IVF’inde embriyo transferinin 3.giinde mi yoksa 5.glinde
mi yapilmasi gerektigi ile ilgili siddetli tartismalar yaganmistir. Besinci glinde transferi savunan
grupta, medyum degisikligi yapilmas: gerekliligi nedeniyle goriis ayriliklar1 olmustur. Buna
ragmen, uygulamada ayni veya farkli medyumlar kullanilarak yapilan ikinci medyum
degisikligine iligkin ilgi daha da artmistir. On yi1l 6nce, goriinen o ki iki evreli medyum

kullanmay1 savunanlar biiyiik bir basar1 elde ettiler. Insan IVF’i konusundaki el kitaplari,



derlemeler, sunumlar ve uygulayicilar gibi tiim alanlarda baskin hale geldiler. Tek medyumu

savunanlar ise 6zellikle evcil hayvanlar alaninda kalelerini saglam tutabildiler.

Daha sonra, yukarida da bahsedildigi gibi ¢cok kisa bir zaman 6nce, ani gelisen teknik bir sorun,
istemeden de olsa Kulturkampfda® oyunun kuralin1 degistirdi. Eskiden kalma ¢ok biy(ik time-
lapse mikroskoplarda yapilan modifikasyonlar ¢1g olusturdu. Yeni modellerin siiratle
uygulamaya konmasiyla (Primo Vision, Embryoscope) rutin insan IVF’inde 3.giinde
inkiibasyonun bdliinerek yapildigi gorsel kontrole gerek kalmadi. Son kullanicilar faydalari
tartismali olan 3.glindeki medyum degisikliginin ¢cok da gerekli olmadigina inandi. Bunun
uzerine single-medyum iireten firmalar iiretim kapasitelerini artirirken diger treticiler de bu
alana geri donerek iiretime baslad. Iki asamali kiiltiir medyumu iireten firmalarin ac1 yenilgisi
en 6nde gelen tiretici firmanin teslim olmak zorunda kaldigini zaman yasandi. Yenilen firmalar
azalan hisselerini artirmak i¢in time-lapse cihazlara uygun sekilde hazirladiklar1 single-

medyumlari tiretmeye basladilar.
Bilimin, karar alma surecindeki roli ancak bu kadar belirgin olabilir.

Olumlu bir gelismeyle “tek ve kesintisiz medyumla yapilan kiiltiir sistemine” doniis
memnuniyetle kargilanmis olmasina ragmen, biz sigir ve domuz embriyolarinda bu sistemi 20
yil boyunca basarili sonuglar elde ederek kullaniyorduk. Uzerinde ¢ok tartisma yasanan
“dogaya doniis”, “basit optimizasyon”, “birinci, ikinci, tiglincii jenerasyon” gibi konularda bir
yakinlasma yasanmakta ve bu terminolojiler arasindaki farliliklar giderek kaybolmaktadir.
Ayrica ticari olarak temin edilebilen medyumlarin igerik ve konsantrasyonlar1 hakkinda sinirlt

seviyede bilgi sahibi oldugumuz i¢in konusamiyoruz. Her iki durumda da son on yilda ticari

medyumlarla ilgili herhangi bir skandal yagsanmadi.

Yine de rahatlamak ve bu alandaki arastirmalardan vazge¢mek igin bir neden yoktur. Ticari
olarak piyasaya sunulan tiim medyumlarda tam olarak ayni konsantrasyonda kullanilan tek bir
kimyasal veya biyolojik igerik yoktur (Vajta et al., 2010; Pool et al., 2012). Yapilan son
caligmalarda medyumun optimal pH’s1, inkiibasyon sicakligi, kesintisiz tek veya iki asamali
medyum sistemleri ve protein ilavesi gibi temel konularda fikir birligi olmadig: tespit edilmistir
Reed et al., 2009; Swain 2015; Sfontouris et al., 2016; Mortimer et al., 2018; Baak et al., 2019;
Krisher ve Schlenker, 2019; Gatimel et al., 2010). Embriyo kiiltiiriiniin diger yonlerini ele alan

3 ingilizce "ye sonradan dahil edilmis Almanca bir sdzciik. Anlami: Kiiltiirler arasi miicadele. Orn; Reichskanzler
Otto von Bismarck’in Katolik Kiliselere veya 3.Reich’in Propoganda Bakani Dr.Joseph Goebbels’in tim Kiliselere
karsi miicadeleleri.



cogu arastirma makalesinde de genis farkliliklar bulunmakta ve sistemik bir soruyu yanitlamaya

yonelik yapilan aragtirmalarda da sorular genellikle yanitsiz kalmaktadir.

Ne yazik ki, kiiltiir medyumunun kompozisyonunun degistirilmesi mevcut yasalar ¢ercevesinde
yasa dis1 olabilir. Oyleyse, kanun koyucularm hayal giiciiniin yaratici faaliyetlerimizi

kisitlamakta yetersiz kaldig1 embriyo kiiltlirtiniin diger yonlerine bakalim.

Duiz yluizeydeki droplar?

Yagla kaplamak. Memeli oositleri i¢in embriyologlarin kullandigi kulltlr sistemidir standart bir
parcasidir. Basit ve zarif. Eger birinci simif 6grencilerini cep telefonlarindan 2 dakikaligina

uzaklagtirabilirseniz kolaylikla d6grenilebilecek bir uygulamadir.

Aslinda petrilerin hazirlanmast en ¢ok farkliligin, tutarsizligin ve sorunun ortaya g¢iktigi
adimdir. Neredeyse tiim laboratuvarlarin kendine 06zgii drop hazirlama yoOntemleri
bulunmaktadir. Birbirinin ayni prosediirii bulmak neredeyse imkansizdir. Bazilar1 drobun
tamamini petriye aktardiktan sonra iizerini yagla kaplarken, digerleri gerekli miktarin yarisini
petriye aktardiktan sonra {izerini yagla kaplayip sonra geri kalan kismi ilave etmektedir. Bir
kisim uygulayici ise drobu hazirlayip yagla kapladiktan sonra drobu ¢ikarmakta ve sonra da
tekrar yeni bir drobu buraya koymaktadir. A¢ik¢asi bu manipiilasyonlar yag eklenmeden dnce
droplarin farkli biiyiikliik, yiikseklik ve muhtemelen de ozmoloritede olmasina ve yag
eklendikten sonra da drobun iizerinde farkli kalinlikta koruyucu tabaka olusmasina neden

olmaktadir.

Sekil 12. Mikrodrop hazirlanmasi. Genellikle géz ardi edilen 6nemli bir adimdir.

4 Daha fazla detay ve kapsamli alintilar i¢in bakiniz Vajta et al., 2021.



Drop hazirlamada kullanilan ylizeyler farklilik gosterir. Goriliniiste birbirinin aynisi1 olanlar
arasinda da oOnemli farkliliklar bulunmaktadir. Uretici firmalar herhangi bir uyarida
bulunmadan yiizey kaplamasmn:® degistirebilirler, bu da ayn1 sekilde iiretilen droplarin farkli
sekiller almasimma neden olabilir. Laboratuvar ortaminin, ¢alisma masasinin, petri tabaninin
(petrinin tabani 1sitmali1 ylizeye direkt temas halinde olsun veya olmasin), hava akisl ortamin

sicakliklar1 ve hatta hava degisim hiz1 bile evaporasyonu etkileyebilir.

Swain (2019), giiniimiizde kullanilan kiiltlir sistemlerinin osmolaritelerinin incelendigi bir
aragtirma makalesi yayimlamistir. Arastirici, 1) yaygin bilinenin aksine kullanilan yagin
medyumun evaporasyonunu engellemedigini, 2) evaporasyon seviyesinin kullanilan yagin
kalinligryla ve drobun biiyiikliik ve sekliyle ilgili oldugunu, 3) evaporasyonun medyumun
ozmolarite ve pH degerini artirarak zararh bilesenlerin konsantrasyonunu artirdigini ve 4) kuru
inkiibatorlerin kullanildig1 (yaygin olarak kullanilmaktadir) ve 6zellikle kesintisiz blastosist

kiiltiirtinde evaporasyonun ciddi seviyelere ulastigini vurgulamistir.

Kullanilan medyum bilesimindeki kiigiik farkliliklarla ve embriyologlarin kullandig1 tiras
losyonlar1 da dahil olmak tizere laboratuvardaki hemen her seyin olasi toksik etkisiyle ¢cok fazla
ugrasirken, bazi ayrintilar1 unuttugumuzu ve kiiltiir sistemlerimizi kullanmaya baslamadan

hemen 6nce sorunlu hale getirdigimizi anlamamiz gerekmektedir.
Isleri daha da karmasik hale getirmek igin ilave bir faktdrii daha dikkate almamiz gerekiyor.

In vitro ortamda kiiltiire edilen embriyolar sosyal varliklardir ve bir arada olmayn tercih ederler.
Bu durum insan dahil bircok memelide toplu sekilde yapilan kiltiiriin blastosist ve in vivo
gelisim oranlart ile kanitlanmistir. Grup halinde yapilan kiiltiirde gelisimi destekledigi

varsayilan mekanizmalar arasinda koruma, barinma ve iletisim yer almaktadir.

Embriyo kiiltiirii sirasinda gelisimi durduran veya geciktiren birgok zararli faktore karsi
korumaya ihtiya¢ vardir. Toplu halde yapilan kiiltiirde embriyolar birbirlerine yardim ederek
bu faktorlerin notralize veya minimize edilmesini saglarlar. Bir arada yapilan kiiltiirde
embriyolar belirleyici bir farka neden olsa da embriyolarin bir arada bulunarak birbirlerini nasil

koruduklar agikliga kavugsmamuistir.

5 Aslinda embriyo gelisiminde yiizey kaplamasinin destekleyici rolii hakkinda bircok soru isareti bulunmaktadir.
Herhangi bir yiizey kaplamasi kullanilmayan petriler kalitesiz degildir. Yiizey kaplamasi kullanilan diger petrilerde
ise manuel WOW hazirlanirken (bu bélimin sonunda yer verilmistir) ylizeyde ciddi bir hasar meydana gelse de
bu hasar zona-free embriyolarin bile gelisiminde olumsuz bir etki yaratmamistir.



Barimma ise kismen anlagilmis bir bagka olgudur. Gelismekte olan embriyoyu ¢epecevre saran
soliisyonun pH, oksijen konsantrasyonu ve besin igerigi gibi énemli fiziksel ve kimyasal
parametreleri solisyonun geri kalan kismindan farklilik gostermektedir. Bahsedilen bu mikro
ortami olusturmak oldukca zor olsa da, medyumun degistirilmesi veya petrilerin harcket
ettirilmesi sirasinda bozmak ¢ok kolaydir. Mikro ortamin olusturulmasinda grup halinde

yapilan embriyo kiiltiiri daha basarili olmaktadir.

Embriyolarin biyoaktif baglantilari araciligi ile iletisimleri hakkinda digerlerine gore daha fazla
kanita sahibiz. Bireysel embriyo kiiltiiriine eklenen biiyiime faktorleri bunlarin belirgin sekilde
gelismesini saglamistir. /n vitro gelisen embriyolar ise ovidukt i¢inde bulunan otokrin, parakrin
ve endokrin faktorlerin ¢oklu etkisine maruz kalmamaktadir. Bu farklilik grup halinde kiiltiirle

veya medyuma hormon ve biiylime faktorlerinin eklenmesiyle kismen ¢oziilebilmektedir.

Grup halinde yapilan kiiltiiriin etkisi tiir, embriyo sayisi, dizenlemeler vb. gibi faktorlere bagh

olmakla birlikte blastosist oran1 ve embriyo kalitesi %20-30 oraninda artmaktadir.

Ancak biz embriyolarimizin in vitro ortamda yalniz basina yasamalarini istiyoruz. Gegtigimiz
10 yil icinde giderek artan sayidaki insan IVF laboratuvari asagidaki nedenlerle bireysel

embriyo kiiltiiriinii tercih etmislerdir:

- Hasta yasinin artmasi ve orta siddette yapilan stimiilasyonlara karsi alinan yanitin
azalmasi1 sonucunda elde edilen zigot sayisindaki diisiis, kullanilan yontemlerde
embriyolarin bireysel olarak takip edilmesini gerektirmistir.

- Bazi bilim insanlar1 ortamda bulunan dejenere veya 6lii embriyolarin saglikli olanlarin

gelisimi iizerinde olumsuz etki yaptigini savunmaktadir.

Baslangigta, kosullart bireysel kiiltiire gore ayarlamanin en mantikl yolu droplarin miktarini
azaltmaktir. Bu uygulama, uygun miktarda ligandin olugmasin1 saglamakta, potansiyel zararlt
maddelerin olusumunu engellemekte ve tek bir embriyonun kendisi i¢cin uygun bir mikro ¢evre
olusturmasinmi saglamaktadir. Tiim kiiltiir siiresince bir embriyonun ihtiyaci olan minimum
miktar konusunda ¢eliskiler olsa da cogu yayin bunu 6-12 pl olarak dnermektedir. Ancak bizim
tecriibelerimize gore, kesintisiz kiiltiir kullanilarak yapilan statik Cam Ovidukt (GO)
mikrokapillar sisteminde bir sigir embriyosunun blastosist evresine ulagmasi icin gereken
miktarin 1 ul’den az oldugu tespit edilmistir (Thouas et al., 2003; Vajta et al., 2001). Yar1 kapali
GO sistemi evaporasyona karsi daha az duyarli oldugu icin drop icin daha fazla soliisyona
ihtiya¢ duyulmasi, besin maddesi yetersizligi veya toksik metabolitlerin birikmesinden daha

¢ok ozmotik hasarla agiklanabilir.



Daha 6nce de bahsedildigi gibi biiytikliik sonucu etkilemektedir. Drobu kii¢iiltmek buharlasma
oranini artirmakta, icerikteki maddelerin konsantrasyonunu artirmakta (tehlikeli seviyeye
cikabilirler) ve ozmotik travmaya neden olmaktadir. Basit bir teknik detay dikkate alinmalidir.
Yag kullanmadan bireysel kiiltiir i¢in 6-12 adet drop hazirlamak grup kiiltiirii i¢in gereken 2-3
bliyiik drop hazirlamaktan daha fazla zaman alir. Ayrica, daha fazla evaporasyon nedeniyle
bireysel embriyolar kiiltliriin yapilacagi petriye ulastiklari andan itibaren sorunlu bir ortamla

karsilasabilir.

Droplar igin gereken 7-10 ul’lik miktar in vivo ortamda embriyoyu ¢evreleyen miktardan daha
fazla olmakla birlikte hem zararli bilesikleri icerebilmekte hem de uygun mikro cevreyi
olusturacak faktorleri diliie edebilmektedir. Bu da gelisim bozukluklarin1 ve bu sistemde

gelisen embriyolarin kalitelerinin diisiik olmasini agiklamaktadir.

Uclincii boyut

Cevremizdeki her sey 3 boyutlu olmasina ragmen biz insanlar diinyayr 2 boyutta tekrar
yaratmayi tercih ediyoruz. Bu, ilk magara resimleriyle baglamig, Misir papiriisleriyle gelismis
ve daha sonra freskler, mozaikler ve Orta Cag’da el yazmalariyla devam etmistir. Fotograf,
sinema, televizyon, bilgisayar, cep telefonu ekranlartyla sanal diinyamiz iki boyutlu hale geldi
ve bugiine kadar da 6yle devam etti. Heykeller ve mimari yapilar istisna olabilir ancak kultur,
egitim ve bilim neredeyse tamamen diiz yiizeylere dayanmaktadir. Ugiincii boyuttaki sporadik
girisimler —en azindan eglence amacli- tekrar tekrar basarisizlikla sonuglanmaktadir. Teknik

olarak mumkun olsa da insanlar buna pek ilgi duymuyorlar.

Ayni yaklagim bizim laboratuvarimizda da hakimdir. Oositleri ve embriyolar1 “stereo”
mikroskoplarimizda bile iki boyutlu olarak gériiyor; iki boyutlu olarak diistiniiyor ve onlara iki
boyutlu bir ortam sagliyoruz. Yazilimlar ve grafikler {ic boyutlu goriinlim ve analizler saglasa
da bunlar ¢ogunlukla resimler veya yapay zeka temelli analizlerde kullanilmaktadir. Kendi

zekamiz bunun i¢in pek de yeterli gorinmuyor.

Iki boyut ¢ogu amag i¢in yeterlidir. Ancak, embriyo kiiltiiriinden bahsettigimizde diger segenegi
de diisiinmeliyiz. Embriyologlar i¢in iyi olan bir seyin embriyolar i¢in iyi olmayabilecegini

litfen unutmayim. Embriyolar bizim laboratuvarimizdaki en 6nemli canlilardir.



Kanallar ve tupler

Yirmi yi1l 6nce mikroakiskan-mikrokanallar embriyolojinin gelecegi i¢in ¢ok buyik umut vaat
ediyordu. Gegen yillarla birlikte bu konu son derece umut verici olmaya devam etti. Bu konuya
iligkin insan IVF laboratuvarindaki rutin giinliik ¢alismalar i¢in herhangi bir pratik veri veya
¢iktt olmasa da dyle kalacagi® diisiiniilmektedir. Teknik, finansal ve idari sorunlar ve farkl
kurumlar arasindaki isbirligi eksiklikleri bu konunun gelisememesinde belirleyici rol
oynamistir. Konu hakkindaki diger problem de soliisyon ve Orneklerin mikrokanallar
icerisindeki hareketinin pratik degeri olmustur. Bu durum ¢ogu embriyolojik islemde énemli
bir yer tutsa da, dinamik kdltrler sonugta basarisiz olmus ve bu nedenle gerekli olmadigi ve

hatta embriyo kiiltiirii s6z konusu oldugunda zararli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Diger yandan, mikrokanallarin statik ve ilkel formu olan GO sistemi kullanildiginda bu kiigiik
ve dar tiiplerin embriyo gelisimi i¢in uygun ortam yarattigi kanitlanmistir (Thouas et al., 2003).
Kapillar etki sayesinde tek hiicreli embriyolar dar cam mikrotupler icine yuklenebilmektedir.
Ustii yagla kapli embriyo iceren medyuma manuel bir sekilde tiipii daldirdiginizda tiipe ilk
olarak bir miktar yag, daha sonra <1 pl medyumla birlikte tek hiicreli embriyo ve ¢ikarirken de
tekrar bir miktar yag dolacaktir. Her iki ugtaki yag tabakasi medyumu inkiibatoriin dis
atmosferinden etkili bir sekilde ayiracak ve embriyo gelisimi kesintisiz bir sekilde yedi giin
stiresince devam edecektir. Sigir embriyolar1 sz konusu oldugunda blastosist orani toplu
kiiltiirle ayn1 bulunmugtur. Embriyolar1 bu tiiplerden herhangi bir kayip olmadan disar1 almak
oldukga kolay olmustur. Bireysel embriyo kiiltiiriinde kullanima sunulan “kanita dayali” bu
model, destekleyici bazi cihazlarin olmamasi, finansal yetersizlik ve genelde ilgisizlik

nedeniyle ne yazik ki kullanilmadan birakilmistir.

WOW: Bulusu ve basarilari

Cok uzun zamandir embriyologlar petrinin tabaninda olusturulacak kuyucuklarda bireysel
embriyo kiiltiirii yapmay1 diisiiniiyorlardi. Bu konudaki benzer bir sistem, prekompaksiyon
asamasindaki zonasiz embriyolar1 kimera tliretmek i¢in mikro kuyucuklar icinde embriyonik
kok hicrelerle kiltiire eden Wood et al., (1993) tarafindan da bildirilmistir. Zona icermeyen
embriyolarda niikleer transfer tekniginin ortaya ¢ikmasinda bu girisimin test edilmesinin tek

amaci pre-kompaksiyon evresindeki sigir embriyosu blastomerlerinin bir arada tutulmasini test

6 Bir analog “Brezilya gelecedin Ulkesidir.... ve her zaman 6yle olacaktir” Charles de Gaulle.



etmekti (Vajta et al., 2000; Peura and Vajta, 2003). Mikrokuyucuklar ilk basta 4-kuyucuklu (4-
well dish) petri tabanina piyasadan temin edilen metal gubuklarla basing uygulayarak yapildi
ve ad1 Well of the Well veya kisaca WOW oldu. WOW’lar hem zonasiz embriyolarin gelisimini
hem de grup halinde yapilan kiiltiiriin etkisini, pre-kompaktlasma déneminde pargalanmay1

engelleyerek hem in vitro hem de in vivo gelisimlerde oldugu gibi basarili bir sekilde telafi

etmistir.
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Sekil 13. Metal bir gubukla manuel WOW hazirlanmasi.

Ayrica bu oldukga ilkel ve hasar verici hazirlik stirecine ragmen WOW sistemi, ¢esitli memeli
tirlerinin’ zonas1 saglam embriyolarinin kiiltiirii de dahil olmak iizere baska amaglar icin de
benzersiz bir sekilde basarili bulunmustur. Genelde WOW sistemi toplu kiltir sisteminin
eksikligini ve hatta biiyiik bir drop veya kuyucukta yapilan tek embriyo etkisini bile basariyla
telafi etmistir. WOW’da kiiltiire edilen sigir embriyolarindaki gen ekspresyonlari da in-vivo
elde edilip diiz yiizeyde kiiltiire edilen embriyolardan ¢ok farkli bulunmamistir. WOW, yar1

7 ilgili tim referanslari Vajta et al., (2021)’de bulabilirsiniz.



tanimlt medyumlarda in vitro ortamda iiretilen domuz embriyolarinin ve morula evresine kadar
takip edilen rat embriyolarinin gelisiminde drop yontemine gore daha iyi sonuglar vermistir.
Mikrokuyucuklar bireysel fare embriyo gelisimini de toplu halde yapilan embriyo kiiltiiriinde
oldugu gibi desteklemistir.

Kardes insan embriyolarinda yapilan karsilastirmali bir arastirmada WOW %55 blastosist
oranina ulasirken geleneksel drop kiiltiiriinde ise bu oran %37 bulunmustur. Benzer bir kiiltiir
sistemi insanlarda hem in vitro hem de in vivo sonuglari artirmigtir. Mikrokuyucuk sisteminde
komsu kuyucuklarda bulunan dejenere veya Olii embriyolar saglikli insan embriyolarin

gelisimine olumsuz etkide bulunmamustir.

Manuel olarak hazirladigimiz WOW’larda yaptigimiz ¢aligmalarda farkli miktarlarda
medyumla kaplanmis (tek ve kesintisiz blastosist kiiltiirinde WOW/embriyo basina 8-400 pl )
az veya c¢ok sayidaki (1-50) kuyucukta gelisen embriyolarda olumlu veya olumsuz herhangi bir
etkiyle karsilagiilmamistir. Kuyucuklar arasindaki mesafe hazirlik, yiikleme, degerlendirme ve

embriyolarin rahatga tekrar ¢ikarilmasi i¢in ampirik olarak belirlenmis ve bu mesafe farki

gelisim oranlarini etkilememistir.




Sekil 14. El yapimi klonlama teknigi ile tiretilmis expanded blastosist evresine kadar kiiltire
edilmis 7.giindeki sigir embriyosu. Manuel olarak hazirlanmis WOW iginde blastosist
goriilmektedir. Saat 12 yoniindeki koyu renkli 6lii blastomerlere zonasiz kiiltiirde ¢ok sik
rastlandigini hatirlatmak isterim. Zonasi bulunan embriyolarin gelisimi sirasinda bazi hiicreler
perivitellin bosluga atilir, sikistirilir, lize edilir ve gelisen trofoektoderm hiicreleri tarafindan

sindirilir. Zona igermeyen embriyolarin bu temizlik i¢in enerji harcamalarina gerek yoktur.

Sekil 15. Diferansiyel boyama yontemiyle boyanmis blastosist. Trofoektoderm hicrelerindeki

mitotik aktivite belirgin bir sekilde goriilebilmektedir. Thouas et al.’in (2001) basitlestirilmis
¢ift boyama yonteminde: immunoliz yontemi yerine trofoektodermal hiicrelerin hiicre zarlarina

giris i¢in deterjan kullaniimistir.



Yiiksek hizli vitrifikasyon tekniklerinde oldugu gibi, WOW sisteminin icadi embriyologlari
mikrokuyucuk fikri i¢in alternatif yontemler bulmaya yonlendirmistir. On yildan fazla bir siire
boyunca endiistrinin destegi olmamasi orijinal WOW sisteminden daha avantajli olmayan farkli

el yapimi iirlinlerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.

Sonugta, buyik Olcekli ticari uygulamalar icin metal cubuklarla mekanik olarak WOW
hazirlanmasi gerekiyordu ve bu da polystyren petrilerin kaliplarla hazirlanmasiyla ¢6ziildii. Bu
uygulama baslangicta hassas cihazlar ve Onemli ticari yatirimlar gerektirdiginden

beklendiginden daha zorlu gecti.

Time-lapse cihazlar i¢cin mikrokuyucuklar

Insan IVF laboratuvarlarinda rutin uygulamalarda kullanilmak iizere yeni nesil time-lapse
cihazlarinin gelistirilmesi bireysel embriyo gelisiminin takibi iizerine olan talebi artirmistir.
WOW siteminin analoglari olan petriler Primo Vision (Cryo-Innovation Ltd., Macaristan; daha
sonra Vitrolife, Isve¢) ve énemli derecede modifiye edilmis Embriyoscope petrileri (Unisense,
Danimarka; daha sonra Vitrolife, Isvec) gelistirildi ve ticari olarak retildi. Bunun hemen

ardindan diinyanin her yerinde benzer time-lapse cihazlari iiretilmeye baslandi.

Bu mikrokuyucuklarin ortak 6zelligi, optik goriiniirliigii ve pratik kullanimi en uygun hale
getirmek i¢in Uretilmis olmalar1 ve asil amag olan embriyo gelisimi i¢in en uygun olan ortami
saglama hedefinden uzaklasmis olmalaridir. Uriinlerin tabam diiz ve hacimleri daha fazladir
(Vajtaetal., 2021; Sekil 1). Bu petrilerde embriyo gelisim oranlar1 drop kiiltiiriine gére benzer
veya daha iyi olsa da, veriler (otantik) WOW sisteminin yapabileceklerini ve sinirlarini tam

olarak yansitmadigi i¢in dikkatle yorumlanmalidir.

Buyukluk 6nemlidir

Embriyo bakis agisina gore kiigiik olanlar daha iyi gériinmektedir. Kuyucuk ¢apinin zona
pellucida ¢capindan bir miktar daha genis olmasi tek embriyo kiiltiirii i¢in yeterlidir. Embriyoyu
cevreleyen soliisyon miktarini en aza indirmek icin tabanin sekli yuvarlak olmalidir. Buna gore
yukartya dogru hafif¢ce genisleyen ve diiz duvarlara sahip bir yar1 kiire — seker konisi - en uygun
sekil olabilir. Gergek parametreler hangi tliriin embriyosu kullanilacaksa ona gore

ayarlanmalidir. Insan, sigir, koyun ve domuz embriyolarinda bu 6lgiiler neredeyse ayni

olduklar1 halde farelerde daha kiigiiktiir.



Matsuura 'nin (2014) yaptig1 bir ¢alismadaki verilere gore, WOW i¢indeki kiiclik molekuller
ve makro molekiillerin konsantrasyonunda yaklagik olarak 2-3 kat fark vardir. Bahsi gecen fark,
embriyo c¢evresindeki atik maddelerin ve otokrin faktorlerin konsantrasyonunun diliie
edilmesine yarar. Hesaplanan bu fark dar kuyucuklarda daha fazladir ve bu kuyucuklarda daha
iyi embriyo gelisimini a¢iklamaktadir. Ancak, pratik nedenlerden dolay1 WOW kuyucuklarinin

capinin daraltilmasi i¢in sinir vardir.

Non-invaziv embriyo degerlendirilmesinde WOW

Embriyolarin WOW icinde kiiltiire edilmesiyle, farkli birgok medyumun genetik, metabolik ve
sekretorik yonden non-invaziv preimplantasyon degerlendirmesi yapilabilmektedir. Time-lapse
uygulamadan farkl olarak orijinal WOW’larda bi¢im ve biiyiikliikte degisiklik yapmaya gerek
yoktur. Bunlar embriyo gelisimini destekledikleri i¢in medyum c¢alismalar1 da
yapilabilmektedir. Molekiiller yiiksek konsantrasyonda belirlendigi i¢in sonuglar hakkinda

karar vermek ve analizler yapmak daha kolay ve dogru olmaktadir.

WOW’lar ile laboratuvar calismalar

Giinliik drop kiiltiirlerinde gereken ¢aba ve zaman kaybi kullanima hazir WOW petrilerinde
bulunmaz. Bununla birlikte pratik yaparak ve bazi tavsiyelere uyarak bu siire¢ daha kolay ve

verimli hale gelebilir.



Sekil 16. VitaVitro WOW petrisi. Merkezdeki grup: time-lapse uygulamalarinda kullanilan diiz

tabanli genis mikrokuyucuklar igerir. Sol iist grup: Embriyo kiiltiirii i¢in yuvarlak tabanli
orijinal kiigik WOW’lar. Sag st grup: diiztabanh kii¢iik kuyucuklar —gelistirilmis kiiltiir
ortaminda time-lapse uygulamalari i¢in kullanilabilir. Alttaki kuyular: Embriyo yikamak ve

degerlendirmede kullanilacak droplar i¢indir.

Ozellikle golfte deneyimli olanlar icin her bir embriyonun mikrokuyucuklara ytiklenmesi sorun
olusturmamalidir. Drop kiiltiiriinden farkli olarak; uygun kuyucuklar, medyum ve bunu
kaplayan yag kullanildiginda petriyi inkiibatore tagimak veya inkiibatdrden ¢ikarmak o kadar
da dikkat gerektirmeyecektir. Her ne kadar zona pellucida herhangi bir hasara kars1 embriyolar1
korusa da, embriyolar1 WOW’lardan ¢ikarirken dikkatli olunmalidir. Embriyolarin
kuyucuklardan direkt olarak aspire edilmemesi, bunun yerine pipet ucunu kuyucugun kenarina

dogru yonlendirdikten sonra medyumun pipete dogru akmasi saglanmalidir.



Embriyologlar kiiltir WOW petrilerini hazirlanirken pipetlemeyi engelleyen, kaplari karistiran,
mikrokanallar1 bozan ve giinliik uygulamalar1 yapilamaz hale getiren hava kabarciklart gibi
ezeli bir diismanla karsilagabilirler. Bu tipteki kullanima hazir iriinleri yapan iireticiler, hazirlik
asamasinda hem medyumun hem de petrilerin Onceden 1sitilmasi, medyuma vakum
uygulanmasi, petriye kiigiik fiskelerle hava kabarciklarinin yok edilmesi, cam bir baget
yardimiyla hava kabarciklarinin patlatiimasi veya ince bir cam pipetle aspirasyonu gibi ¢éziim
yontemleriyle sorunun giderilmesini 6nermektedirler. Bu ¢ozum ydntemlerinin hig biri guvenli

olmamakla birlikte daha sonra hava kabarcig1 olusumunu da engellemezler.

Tecrubelerimize gore, bu problemden kurtulmak igin en etkili yol non-toksik bir kaplama ile
ylizeyi kaplanmis ve dnceden isitilmis VitaVitro WOW petrilerine onceden sitilmig medyum

ilave etmektir.
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Sekil 17. Elde WOW hazirlamak i¢in amaca uygun olarak hazirlanmis metal ¢ubuklar. Dar tipte
hazirlananlar diigiik goriiniirlik ancak yiiksek gelisim saglarlar. Bu resimler i¢in yazarlar hicbir

ticari bir beklentide olmadiklarini beyan ederler.



8.

HARIKA!

Hay aksi, eger’den daha iyidir
Beau Taplin

Kisisel tercihler nedeniyle bu boliimde sadece disi gametler ve (karisik cinsiyetli) embriyolar

ile vitrifikasyondan bahsedilecektir.

Vitrifikasyon nedir ve onu neden seviyoruz?

Vitrifikasyon embriyolojide en ¢ok kullanilan ve en yanlis yorumlanan kelimelerden biridir.
Bunu kanitlamak icin diinya ¢apinda sayginligi olan bazi IVF kliniklerinin sayfalarindan

aldigim bazi climleleri aktarayim:
“Vitrifikasyon oosit ve embriyonun oldukga stiratli bir sekilde dondurulmasi islemidir” Y anlis.

¢ ¢

Yavas dondurma’ yontemine gore daha komplike bir uygulamadir” Yanlis.

“Vitrifikasyonda kriyoprezervasyon yapimis ornekler kristallesmis bir sekilde tutulur” Ne?

Ne??
“Kristal yaprya sahip bir maddenin piiriizsiiz bir nesneye doniisiimiinii saglar” Gergekten mi?

“Bu iglem onlart cam gibi neredeyse kati bir hale doniistiiriir” Cam neredeyse kati bir madde

midir? Neredeyse mi?

“Vitrifikasyon, dondurmada ¢ok kiiciik miktarlar kullanilarak uygulanan yeni ve hizli bir

yontemdir” Tim sOyleyebilecegin bu kadar mi1?

Tim bunlar en ¢ok ilgi goren ve web sayfalar1 en sik ziyaret edilen kliniklere aittir. Geri

kalanina ne demeli?

Bu nedenlerle bilimsel olarak saglam temellere dayali basit ve temel konulara geri donelim.
Yaklasik 10 yaslarimizda okulda kati, sivi, gaz ve plazma halindeki maddenin dort temel

yapisim 6grendik. Insanlar yasamlarmi bahsedilen ilk ii¢ evrede gegirirler ve plazma evresini



yildirim ¢arpmasi veya niikleer bomba patlamasinda deneyimlerler. Bu evreler arasindaki gecis
agirlikli olarak sicaklik ve ayni zamanda basing, kimyasal ve yapisal igerik vd. gibi birgok

faktore baglidir.

Memeli reprodiktif biyolojisinde kriyoprezervasyon, ana bileseni su olan yapilarda
gergeklestirilir. Burada amag, 1s1y1 biyolojik aktivitenin (yikimlayici aktivite de dahil olmak
iizere) durdugu seviyeye (-150°C ve daha diislik) indirmektir. Bu sogutma isleminde s1vi fazdan
kat1 faza gecis gergeklesmekte ve su yapisal olarak (donma, 6rn; buz kristali olusumu) yeniden
dizenlenmektedir. Ancak, buz kristalleri zarlara hasar verdigi, organelleri yok ettigi ve
hiicreleri, organlar1 ve organizmalar1 6ldiirdiigii i¢in biyolojik yapilar i¢in oldukga zararhdir.
Her ne kadar bazi bitki ve hayvanlar buz kristali olusumuna kars1 antifreeze proteinleri gelistirse

de bu proteinlerin etkisi olduk¢a sinirlidir ve ultra diisiik 1silarda kullanilamazlar.

Neyse ki, suyu ve ilgili biyolojik yapilar diisiik 1silarda kati1 forma doniistiirmenin baska bir
yolu bulunmaktadir. Bu siire¢ vitrifikasyon olarak adlandirilmaktadir. Bu isim cam
anlamindadir (Latince “vitreum”). Bu fenomon silikon dioksitten cam ya da kumdan kristal
olusumuyla aynidir. Yani kullandi§imiz tiim cam malzemeler, siseler, pencereler ve bardaklar
vitrifikasyonun bir sonucudur. Bir bagka 6rnek ise bir zamanlar oldukga populer olan sert
yapidaki akide sekerinin aksine pamuk sekerdir (vitrifiye seker). Kumasin {itlilenmesi sirasinda
bile lifler bir tiir cama doniisiir. Kaolinin 1200°C’ye 1sitilmas1 ve ardindan sogutulmasi sonucu

ortaya ¢ikan Cin porseleni vitrifikasyon sonucu olusur.

Camlagma i¢in materyale bagl olarak genelde bir¢ok sart gerekir. Bilim insanlar1 hala bunun
nasil oldugunu anlayamamis ancak ¢ogu bu durumun gercek bir faz/asama degisimi olmadig1
yoniinde fikir birligi yapmislardir. Bu daha c¢ok soliisyonun viskozitesindeki asir1 artisi
yansitmaktadir. Sivinin i¢indeki tiim molekiillerin yeniden yapilanmadan olduklar1 yerde
hareketini durdugunu diisliniin. Ayrica vitrifiye olmus su, donmus su degildir ve ¢ozdiiriilemez.
Embriyolojideki vitrifikasyona gelince her ne kadar bugunlerde kurallar profesyoneller
tarafindan kullanilmiyor olsa da gercek terimler sogutma ve 1sitma olmali ve ayrica vitrifiye
edilmis embriyolarda kriyoprezerve edilmis (dondurulmus yerine) embriyo transferi terimi

kullanilmalhidir (Shaw ve Jones, 2002).

COzdirme de dahil olmak Uzere tim kriyoprezervasyon sireci icerisinde, suyun vitrifiye

olmasin1 baslatmak ve devamliligin1 saglamak i¢in birgok kosulun bulunmasi gerekir. Bunlar;



- Cok yiiksek sogutma ve ¢ozdiirme oranlar:. Buz Kristal olusumuna izin vermemek en sik
kullanilan agiklamadir. Bu ciimlenin tamamen dogru olduguna emin degiliz fakat bir
reprodiiktif biyolog olarak “neden” sorusu ‘“nasil” (daha sonra tartigilacaktir)
sorusundan daha az 6nem arz etmektedir. Neyse ki siradan bir embriyo laboratuvarinda
bile hem sogutma ve hem de ¢ozdiirme i¢in kullanilan 15,000-20,000°C’lere ulagsmak
nispeten oldukca basittir. Ancak bu, saf suyun vitrifikasyonu i¢in yeterli degildir. Bunun
icin ilave baska numaralara ihtiyacimiz var. (Bunu parantez i¢inde yazmamiz gerekiyor.
Bazi bilim insanlar1 ve {iretici firmalar sogutma oraninin ¢ézdiirme oranindan daha az
onemli oldugunu vurgulamaktadir. Ancak, bunu tam olarak kanitlayamadiklar1 ve genel
goriis bu teoriyi desteklemedigi i¢in biz de hem sogutma ve hem de ¢ézdiirme hizinin
oldukga 6nemli oldugunu sdéylemeyi tercih ediyoruz).

- Vitrifikasyonu kolaylastirmanin bir baska yolu da basinct artirmaktir ancak 6rneklerle
calisilirken ihtiya¢ duyulan basing seviyelerine ulasmak miimkiin degildir. Yani bu
secenek burada sonlanmis oldu.

- Kriyoprotektan madde eklenmesi gerekmektedir. Bu kimyasallar ve/veya organik
maddeler buz kristali olusumunu (donma) engellemekte ve ayni zamanda hiicreleri iki
farkli sekilde korumaktadir. 1) ozmotik etki yoluyla; bunlar intraselliler suyu
uzaklastirarak organik molekiillerin konsantrasyonunu artirmakta ve buz olusumu
engellenmektedir. 2) Hiicre igerisine girerek veya plazma membrani ile temas ederek
buz hasarina kars1 hiicre yapilarini korumaktadir. Mekanizmasi tam olarak anlasilmasa
da calistigin1 kabul etmek gerekir.

- Yiksek miktardaki soliisyonlar kullanildiginda dondurma sirasinda karsilagilan buz
cekirdeklenmesi (ice nucleation) olusuyorsa kullanilan soliisyon miktarimin azaltiimast
gerekmektedir. Neyse ki diisiik miktarlarda yiiksek sogutma ve ¢dzdiirme oranlarina
ulasmak oldukea kolay olmaktadir. Bir parca sansla®.

- Yukarida belirtilen gereklilikleri karsilamak i¢in son derece standardize edilmis etkili
bir teknik kullanmamiz gerekmektedir. Ogrenmesi ve tekrarlamasi kolay olan bu siireg

sonunda tutarli ve basarili sonuglar alinir.

8 Sansimiz burada bitmiyor. Vitrifikasyon icin uygun kosullari ayarlayarak geleneksel yavas dondurma yénteminde
sikca karsilasilan iki 6nemli problemden de kaginabiliriz. Kirilma hasari ve buzlanma-donma hasari. Daha sonra
tartisilacaktir.



(Gabor Vajta’dan kisisel bir degerlendirme)

Otuz yil once embriyoloji konusunda ¢alismaya basladigimda vitrifikasyon hala gelismekte
olan yeni bir teknolojiydi. Daha ziyade bir merakti. Ne yazik ki (ya da neyse ki) sigir IVF
blastosistleri geleneksel yavas dondurmadan sonra yasamiyordu. Caresizlik igcinde Japonya,
Hokkaido daki arkadasim Karuhiro Saeki’nin o giin i¢in giincel olan vitrifikasyon yontemiyle
calismalara basladik. Yaklasik %660 oraninda daha fazla kriyoprotektan madde kullanarak 0,25
ml’lik standart tohumlama payetlerinde nispeten daha diisiik sogutma oranlariyla (kapatilmis
payetlerin kirilmasini onlemek igin buhar fazinda kademeli sogutma gerekliydi —Stepwise-
¢ozdiirme sirasinda da patlamayr onlemek igin suya daldirmadan once havada birkag saniye
tutmamiz gerekiyordu) ¢alistik. Yine de ¢ok da kotu olmayan yasam oranlart hatta gebelikler

elde ettik. Bu giizeldi ama yine de optimal degildi.

Daha sonra 1997 de, muhtesem bir Akdeniz havasi, denizi ve etkileyici bir sehir olan Nice,
Fransa’da bir konferansta katildik. Ne yazik ki bir aksam, konusu vitrifikasyon olan bir
workshopta kalabalik bir grup icinde sikistim. Yasli bir adam yetersizliklerimizin, sonu
gelmeyen ¢ikmazlarimizin ve fiyaskolarimizin nedenini analiz ediyordu. Stkilmistim, kagmak
istiyor plaja gitmek, bira i¢mek istiyordum. Ancak kapiya bile ulasamadim. Kizginligimi
dizginleyip elime kiiciik bir kdgit par¢ast alarak biiyiik bilim insanlarimin agiklik getiremedigi

bu probleme bir ¢oziim getirmek igin ¢calismaya basladim.

Soguk ve riizgarli bir aksamda Danimarka’ya ulastim. Hemen bos laboratuvara giderek bu
kdgida ¢izdigim modeli yapmaya koyuldum. Ertesi giin sigir embriyolarinda bazi 6n ¢calismalar
yaptim. Cok iyi ¢calismisti. Birkag saat igcinde bu yeni uygulamanin payete yiikleme, ¢ozdiirme
ve payetten alma gibi son derece kolay dzelliklerini kegfetmigtim. Bir hafta icinde yontemi
gelistirdim, parametreleri diizenledim ve Japon arkadasimdan sogutma oranlarini 6l¢mesini
istedim. O da tebrikleriyle birlikte sonuglar: gonderdi: veriler beklenenden daha iyiydi: 16,000-
25,000°C/dakika. 3 ay icindeyse simdiye kadar 1200 defa referans gosterilen bir makaleye
yetecek kadar yeterli veri elde etmistim. Bu makale memeli embriyo kriyoprezervasyonunda en

cok referans gosterilen makale oldu (Vajta et al., 1998).

Bu, yiiksek hizly vitrifikasyon i¢in amaca yonelik ilk cihazin —Open Pulled Straw (OPS)- olusma
hikdyesidir. Bunu neden sevdigimi anlayabilirsiniz. Izleyen 3-4 yilda, evcil hayvan
embriyolojisine uygun olan her seyi cogunlukla basarili bir sekilde vitrifiye ettim. Bunun

yaninda OPS, insan oosit ve zigotlarinin vitrifikasyonundan elde edilmiy ilk bebegin dogmasina



ve insan embriyonik koék hiicrelerinin kriyoprezervasyonuna blyik oranda yardimci oldu
(Kuleshova et al., 1999; Selman and El-Danasouri, 2002; Reubinoff et al., 2001).

Sekil 18. Standart 0.25 ml plastik tohumlama payeti ve OPS arasindaki fark. Cap1 yariya

indirmek sogutma ve ¢6zdiirme oranlarini 10 kat artirdi ve 1200°den fazla referans gosterildi.

Orijinal soruya dénecek olursak: Neden vitrifikasyonu seviyoruz?

CUnku bu bir mucizedir. Bu durdurulup tekrar baslatilmayan insan hayatini tekrar baslattigi i¢in
imkansizi miimkiin hale getirmistir®. Ciinkii bu, 21.yiizy1l basarilarim1 elde etmek igin
atalarimizin 100-150 yillik tekniklerini andiran arkaik bir manuel yonteme dayanan fantastik,
benzersiz bir karisimdir. Vitrifikasyon ile ¢alisarak, Kaliforniya vadilerinde bir 6ncl veya
Avustralya’nin zengin altin madenlerindeki Cinli bir madenci gibi olurken ayn1 zamanda

ylizyilimizin en heyecan verici projelerinden birinde kilit bir oyuncu olursunuz.

Cihazlar ve sogutma-isitma oranlari

Daha 6nce bahsedildigi gibi, ilk vitrifikasyon ¢alismalarinda geleneksel dondurma islemlerinde
kullanilan 0,25 ml’lik plastik tohumlama payetleri veya kriyoviyaller kullanilmistir. Bu cihazlar
genis ¢aplari, giivenli bir yiikleme igin (payetler icin 5-7 pl, kriyoviyaller i¢cin 10+ pl) daha
fazla soliisyona ihtiya¢ duymalart gibi nedenlerle vitrifikasyon igin uygun degildirler. Bu

% Politik olarak hassas okuyucular igin “insan gelisimini” okumalarini tavsiye ediyoruz.



amacla tasarlanmamislardir. Ayn1 zamanda duvarlarinin kalin olmasi da istenen sogutma ve
¢ozdiirme oranlarma (payetler icin yaklastk 2000°C, kriyoviyaller igin biraz daha az-
kriyoviyaller daha sonra unutulmaya yiliz tutmustur) ulasmayi1 siirlamaktadir. Payetlerin
patlamasin1 6nlemek i¢in iki agsamali sogutma ve ayni zamanda ¢ézdiirme islemi uygulasak da

bu manipulasyonlar yonteme daha fazla tutarsizlik eklemistir.

Dahasi, bahsedilen bu yiiksek miktardaki sivinin ciddi basing degisikligi karsisinda esit
derecede olmayan katilagsmasi vitrifiye olan medyumun c¢atlamasina ve igerisinde bulunan
ornegin kirtlmasina neden olmustur. Geleneksel dondurma yontemlerinin verimsizligini
cozmeye calisirken ¢ogu sorun korunup iistiine daha fazlasi eklenmisti. Agikgasi yeni cihazlara

ihtiya¢ vardi.

On yildan fazla bir siire hicbir sey yapmayan inanilmaz yaratici memeli embriyologlarina

tesekkiir ederim. Neredeyse tiim “uzmanlar” bu sinir ve sorunlar1 kabul ederek ¢alistilart®,

Tabi ki bu siire¢ icinde drnegin; embriyonun sivi azota direkt olarak daldiriimast (herhangi bir
tasiyict cihaz olmadan) gibi bazi 6n girisimler oldu (Landa and Tepla, 1990). Cok buyuk bir
diisiince ancak ise yaramadi —ilk denemeler ise yarayacagini kanitlamaliydi. Konsantre
vitrifikasyon soliisyonuyla drop olusturmak i¢in minimum 5 pl soliisyona ihtiya¢ duyulur ki bu
da uygun sogutma oranina ulagsmak i¢in miimkiin degildir. Dahasi, drop sivi azot ylizeyine
ulagtiginda birkac saniye hatta daha fazla siireyle yiizmeye ve ylizeyde tuhaf bir sekilde
dolagsmaya baglar. Bunun nedeni oldukga basittir sivi azotun kaynama noktasi -196°C’dir. Bu
dereceden daha diisiik sicakliklar (iginde drnegin oldugu drop gibi) siddetli evaporasyona neden
olur ve meydana gelen bu buhar katmani miikemmel bir 1s1 yalitim katman olarak islev goriir
ve Ornegin batmasmi engeller!!. Sonug, su anki berbat sogutma hizi dogru bir sekilde

olgtlemez.
Bu ii¢ engelli sisteme dayali makaleler on uzun yi1l boyunca tekrar tekrar yayimlandi.

Bir baska yaklasim ise minimum drop biiyiikliigii metodudur (Arav, 1992). Bu diisiince gelecek
icin biiylik bir potansiyel tagimaktadir. Ancak, burada giinliik uygulamalarda kullanilamayacak

pahal1 kriyo-mikroskoplara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonunda, kiigiik 6rnek kullanarak direkt temas yaklagiminin ilk 6rnegi bakir elektron mikroskop

gridlerinin tastyict olarak kullanilmasiyla gergeklestirilmistir (Steponkus et al., 1990,

10 Kabul etmeliyim ki verimsiz gecen bu siirecin yedi yilinda dnemli bir rol oynadim (Gabor Vajta’nin aciklamasi).
11 Leidenfrot etkisinin bir ¢cesidi (Deepa Sekhar’in degerli notu).



Drosophila melanogaster’de; Martino et al., 1996, sigirlarda). Aslinda bu en iyi ¢6ziimdii ¢iinkii
standardizasyon ve devamlilik bir sorun olsa da kullanilan soliisyonun miktar1 azdi,
termokonduktif metal sogutma ve ¢dzdiirme oranlarini artirtyordu ve hizla katilasan soliisyon
bir film tabakasiyla yiizeydeki 6rnegi koruyordu. Cozdiirme sonrasit 6rnegi almak kolay ve
guvenliydi. Kullanilan metal grid tiim oyunu degistirdi. Bu cihaz, kullanilan kriyoprotektan
miktariin azaltmanin ve kriyoprotektanlardan yararlanmanin ve dolayisiyla kigtik hacimli
dogrudan temas yaklagiminin yolunu agti. Ancak tastyicinin kiigiik olmasi, dogru tanimlamanin
ve pratik bir sekilde depolamanin yapilamamasi gibi nedenlerle uygulama deneysel

laboratuvarlarda sinirli uygulama alani buldu.

Sekil 19. OPS’nin kapillar etki kullanilarak ytliklenmesi. Drop biiytikligi: 1 pl.

Embriyologlarin payetlerle calismayi tercih ettigini anlamaliyiz. Laboratuvardaki erken donem
embriyolar, blastosistler, sperma, eski yontemlere gore dondurulan ancak bunlardan yalnizca
bir avug kadar1 yasayabilen oositler gibi her sey ya da neredeyse her sey payetler igerisinde
dondurularak saklanmis durumdadir. Kullanilan tiim malzeme (tanklar, kanisterler) payet
dondurma i¢in tasarlanmistir. Uygulayicilar yeni bir meydan okuma gibi gortinen bu uygulama

icin kullandiklar1 altyapiy1 bir kenara atamadilar.

Eger payet istiyorlarsa onlara bazi modifikasyonlar yapilmis yeni payetler (OPS) verdik.



Faydalari ¢ok a¢iknr. Kalem gibi kolayca kullanilabilir. Daha 6nceden belirlenmis drop
biiyiikliigiiyle kapillar etki kullanarak yiikleme islemi de ok kolaydir. Ornek, her zaman ¢ozelti
sollisyonunda yiizdiigii i¢in yiizeylere yapigsma veya bozulma olmaz. Yiikleme isleminden sonra
dehidrasyon veya ozmotik sok tehlikesi yoktur. Soliisyon siitunu ve tiip bunu engeller. Diisiik
kriyoprotektan konsantrasyonlari nedeniyle sogutma ve ¢ozdiirme oranlari ve insanlar da dahil
tim memeli oosit ve embriyolarinin yasama oranlart miikkemmeldir. Ticari tanklar ve
kanisterlerde saklamak kolaydir. Payet i¢inde 1sinan/genisleyen hava soliisyonu disart ittigi i¢in

payeti bosaltmak kolaydir.

Bagimsiz goriislere gore, yeni baglayan embriyologlar icin OPS’nin kullaniminda 6grenim ve
stireklilik, son 22 yilda tasarlanip ticari hale gelen diger tiim yiiksek hizli vitrifikasyon
yontemlerine gore daha kolaydir. Bunlardan daha 6nemlisi, OPS’den sonra kullanima sunulan
hi¢bir teknikte yasam oranlar1 daha iyi olmamis ve OPS’deki gibi daha tutarli sonug veren veya

daha genis uygulanabilirlik sunan bagska bir teknik gelistirilmemistir. Orijinali hala en iyisidir.
Bu sadece sans olabilir ama yine de bir gercektir.

Tabi ki diislindiigiiniizden daha fazla alternatif bulunmaktadir. Tahminlerimize gore yiiksek
hizli vitrifikasyonda kullanilan en az 100 farkli yontem bulunmaktadir. Vitrifikasyonla
ilgilenen neredeyse herkesin kendi vitrifikasyon cihazini ve yontemini olusturdugu yillar vardi
(burada yaymlanmamus sayisiz kisisel varyasyondan bahsetmiyoruz). Uretmek ya da yaratmak
problemin sadece bir parcasiydu. Ikincisi belki de en zorlayici kismi buna isim vermekti. “Cryo”
ve “Vitri”, leaves, tops, locks, tips, safes, ingas vb. gibi bircok ek alarak istismar edildi. Daha
sonra cam mikro pipetler (bazi iilkelerde kriyoprezervasyonda cam kullanmanin yasa dist
oldugunu unutmayn) kullanan gel loading tips, closed-pulled straw, sterile stripper tips,

pippetting tips gibi isimlerle ortaya komik modifiye OPS’ler de ¢ikt.
Kazanan hangisi?

Miktar a¢isindan diisiiniirsek kazananlar en giiglii finansal destek alarak en fazla miktara sahip
olanlardir. Onlar paray1 patent, akreditasyon, reklam, pazarlama ve bazen de siipheli iddialara

kars1 yasal savunmalar i¢in kullandilar.

Bilimsel olarak kabul gormeyi géz oniinde bulundurursak, resim burada degismektedir. OPS,
evcil hayvan embriyolojisinde ve deneysel c¢alismalarda olduk¢a yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Vitrifikasyon ile embriyo kriyoprezervasyonu yapildiktan sonra dogan

neredeyse tiim klon hayvanlar OPS yontemiyle dondurulmuslardir (liitfen dikkat: klon



embriyolar inanilmaz derecede frajil ve her tiirlii miidahaleye kars1 duyarlidir). Daha 6nce de
bahsedildigi gibi oositlerin OPS kullanilarak yiiksek hizli vitrifikasyonla dondurulmasindan
sonra ilk iretilen insan bebek (bu yontem insanlardaki yardimci iireme tekniklerini diinya
capinda tamamen degistirmistir) sayesinde bu metot insan embriyonik kok hiicre

vitrifikasyonundaki en etkili metot olmustur.
OPS 'nin ticarilesmesi gecikmistir.

Ben (GV) bir ticaret adami degilim ve ¢ok kisa bir zaman dnceye kadar buluslarimi
destekleyecek hi¢bir firma bulamadim. En sonunda ve bir anda olduk¢a sansli bir hale geldim.
VitaVitro takimi bana ihtiyag duyulan tiim teknik destegi sagladi. Giiven, idari ve mali destek,
diinyadaki en yiiksek standartlar: kullanarak yaraticilik ve tiretim, biiyiik bir pazarlama agi ve

arkadags¢a ve iyimser bir yaklasim sundular.

OPS, su anda FDA ve CE sertifikalariyla birlikte VitaVitro tarafindan tretilmektedir. Bu Griin
ayni1 zamanda oldukg¢a kat1 standartlar1 olan Cin FDA’sindan da yerel ve diinya ¢apindaki satis

icin sertifika almistir.

Vitrifikasyon igin soltisyonlar

Hangisi 6nce gelir? Tavuk mu, yumurta m1? Bu antik soruya yanit veremesek de ilk basarili
vitrifikasyonun tavuklarda yapildigini biliyoruz. Yumurtada degil, spermada. Bu, istisnai

olmaktan gok treme biyolojisindeki tipik bir hikayedir.

Ikinci Diinya Savasindan sonra, geng bir Ingiliz bilim adami olan Christopher Polge, Londra’da
tavuk spermasinin kriyoprezervasyonu iizerine ¢alismalara baslamistir. Onceki bazi ¢alismalara
dayanarak ortama farkli konsantrasyonlarda fruktoz eklemistir. Morfolojik yasam kalitesini
artirsa da yasayan sperm yumurtaya girememis ve fertilizasyon gergeklesememistir. Sonra

Christopher tatile ¢ikmistir.

Dondiigiinde, ¢alisma alaninda bulunan ayni eski siseyle tekrar calismaya baslamis, bir deneme
daha yapmis ve her sey miikemmel bir sekilde yolunda gittiginde ¢ok heyecanlanip merak
etmistir. Neden? Fark neydi? Cevresindeki herkese sordu, sisedeki fruktoz soltisyonunun

icerigini karsilastirdi. Sonucta sisedeki ¢ozeltinin kivami, ¢oziiniirliigii her seyi farkliydi.

Sonunda gercek ortaya cikti. Christopher tatildeyken ¢aligma arkadaglarindan biri onun ¢alisma

masasinda spermanin mikroskobik degerlendirmesi iizerine tamamen farkli bir calisma



yapmust1. Eski sise, lamlarda spermanin fikzasyonu i¢in kullanilan soliisyonun hazirlanmasinda
kullanilmisti. Sisede fruktoz soliisyonu yoktu. Yumurta aki, organik bir solvent ve bir gesit

alkol (tamamen kimyasal bir terimdir, igmeyiniz!) olan gliserol vardi.

Bu miikemmel bir kriyoprotektandi ve Profesor Polge sonunda horoz spermasini, sonra da boga
spermasint dondurarak bu tiirlerden yavru alinmasini sagladi. Bu bulustan sonra suni
tohumlama (AI) endiistrisi ortaya ¢ikt1 ve donmus sperma sayesinde milyarlarca buzagi dogdu.
Hiicre ve doku kiiltiirlinde, bakteriyolojide, mikolojide en ¢ok kullanilan kriyoprotektan madde
gliseroldiir.  Onlarca yi1l sonra bile gliserol, evcil hayvan ve hatta insan embriyolarinin

geleneksel dondurma yontemlerinde kullanilan ana bilesik olmaya devam etmistir.
Tiim bunlar aptalca yapilan bir hata yiiziinden oldu.

(GV'den not): Sizlere elektrik kesintisi, makinanin arizalanmasi, kétii zamanlama,
laboratuvardaki gece isleri igin geri donmenin getirdigi tembellik, yanls hesaplama gibi
sorunlarla ¢ozdiigiim bir problemi anlatamam. Anlatamam ciinkii bu o kadar ¢cok basima geldi

Ki. Anlatamam ¢iinkii siz bana bilimin Mr.Bean'i sifatini yakigtirabilirsiniz.

Profesor Polge olayindaKi ¢ikti, 6nemli bir par¢ayd, hikdye degildi. Bu nedenle hatalarinizin
farkinda olun. Hatalarimiz sonucunda oosit ve embriyolariniza ne oldugunu liitfen kontrol edin.
Daha iyi sonuglar elde edebilir hatta yeni bir ¢igir acabilirsiniz. Belki de berbat bir deney tiim

geleceginizi belirleyecektir!

Soliisyonlarla ilgili olarak, kriyoprezervasyonda kullanilan medyumlar agagida belirtilen temel

bilesenlere sahiptir;

1. Fizyolojik tuz soliisyonu ve doku kiiltiirii ve embriyo ¢aligmalarinda ihtiya¢ duyulan ve
icerisinde enerji kaynaklari, vitaminler gibi az (5-7) veya ¢ok (20-40) miktarda madde
bulunan Holding medyum;

2. pH seviyesinin hava kosullarina ragmen dengede kalmasini saglayan Buffer;

3. Taniml, yari-tanimli veya tanimlanmamis igeriklerde bulunan organik veya non-
organik haldeki makromolekdiller.

4. Kriyoprotektanlar.

1. Farkl1 holding medyumlarimin vitrifikasyona etkisini arastiran ¢ok az sayida arastirma
yayimlanmistir. Cogu bilim insan1 bunlari tipk: bir filmdeki figiiranlar ya da bir yaris arabasinin

lastigi gibi yontemin pasif icerigi olarak goriir. Bazi durumlarda jantlar veya lastikler oldukca



onemli bir rol Ustlendiklerine gére, bu durumda holding medyumun roliinii de goz ardi1 etmemek

gerekir.

Deneyimlerimize gore sigirlarda basarili bir vitrifikasyon Fosfat Buffer Soliisyonu (PBS) ile
yapilabilir. Ancak, ¢ogu firma vitrifikasyon Kkitlerinin i¢inde daha komplike holding
medyumlar1 sunmaktadir. Bu medyumlar genellikle kendi kiiltir medyumlarinin bir
analogudur; tampon rolii goren bikarbonat yerine karbondioksitsiz ortamda calisan baska bir

tampon ¢ozelti eklenmektedir (daha sonra agiklanacaktir).

Ozellikle 80°li yillarin baslarinda embriyo kiiltiirii amaciyla kullanilan ve giiniimiize kadar da
somatik hiicre ve doku kiiltlirii calismalarinda kullanilan ilk nesil medyumlarla
karsilastirildiginda 90’11 yillarin sonu ve 2000°li yillarin baslarinda iiretilen embriyo kultr
medyumlari basitlestirilmis, bunlarin holding medyumlar1 da komplike olmaktan kurtulmustur.
Embriyolar genellikle karmasik soliisyonlara ihtiya¢ duymaz. Implantasyondan &nce
embriyolar ovidukt ve uterus kavitesinde embriyoyu ¢evreleyen dokulardan salinan
sekresyonlarla yagamlarini siirdiiriirler. Bu da “tanim geregi” dis diinya ile baglantili a¢ik bir
kanalda oldugu i¢in tam olarak insan viicudunun i¢inde ger¢eklesmez. Goriinen o ki embriyo

kaltard icin ne uygunsa vitrifikasyon icin de o uygundur.

Gergekten 6yle mi? Bizim “mantiksal” teorilerimiz her zaman biyolojik siiregler i¢in gegerli

degildir.

Evcil hayvan embriyologlar1 deneyler konusunda ¢ok daha fazla 6zgiirliige sahiptir. Ayrica,
insanlardaki vitrifikasyonun Onciilerinden alinan degerli temel bilgiler de glnimizde

unutulmus goriinmektedir.

“Eski okul” bilgilerimize dayanarak holding medyumuyla ilgili ilk deneylere Doku Kiiltiirii
Medyumu 199 (TCM199) gibi asir1 derecede komplike medyumla bagladik. Daha sonra bunu
daha basit igerigi olan yeni nesil holding medyumuyla karsilastirdik. Bu ikisi arasinda belirgin
bir fark olmadig1 i¢in biz de diinyaya uyarak yeni ve daha basit holding medyumu kullanmaya
basladik. Bu medyumlar1 bir ay, iki ay... siireyle kullanim kilavuzunda yazdig1 gibi 4°C’de
sakladik ve yasam oranlarinin kullanim siiresi bitmeye yakin bir zaman diliminde veya
bittiginde diismeye basladigini gordiikk. Boyle bir olayr TCM-199’da higbir zaman

yasamamistik.

Bu bulgular1 hi¢ yayinlamadik ancak konferans yemeklerinde dile getirdik. Ayni sonuglar

ABD, Avustralya ve Avrupa’da rastlaninca yavasgca TCM-199 kullanmaya geri donduk.



2. Yukaridaki durumun benzeri eski giizel Hepes buffer icin de séz konusu oldu. Birgok
firma, en Unlisu MOPS olan birgok alternatif sundu. Ancak, HEPES tamponlu TCM-199
disindaki herhangi bir kompozisyon aylar siiren uzun siireli saklamalarda baz1 olumsuz etkilere
sahip olabilmektedir. Muhtemelen kullanim tarihi gectiginde veya hemen sonrasinda olabilir.
Bunun aksine; HEPES tamponlu TCM-199 ise rahatlikla uzun siireli saklanabilmekte, etkisini

uzun bir siire giivenilir bir sekilde korumaktadir.
“Her ¢ingene kendi atini 6ver” benim eski vatanim olan Macaristan’dan bir atasézudur.

Evet, VitaVitro’nun holding medyumu ve buffer’1 sirasiyla TCM-199 ve Hepes’tir. Buna ek
olarak, VitaVitro medyumuna 6zel bir sekilde, bu zorlu siiregte TCM-199 medyumuna 0osit ve

embriyolarin yagamlarini daha iyi hale getirebilecek ekstra bilesikler de ekledik.

3. Makromolekiller, kriyoprezervasyonda kullanilan soliisyonlarin temel pargasi degildir
fakat kullanilmasi siddetle tavsiye edilmektedir. Etkilerini 6zellestirmek zor olsa da onlar
ornekleri korumakta ve yasam ve ileri donemde gelisim oranlarini artirmaktadir. Bunlarin
etkisinin bir kismi diisiik konsantrasyonlarda non-permeabl ve permeabl kriyoprotektanlarin
(asagida agiklanmustir) kullanimina olanak sagladigi ve bu sayede ozmotik basinca yaptiklari
katkidan kaynaklanabilir. Bir diger katkis1 da soliisyonun viskozitesini artirmalar1 ve bu sayede
islem sirasinda mekanik stresi azaltmalaridir. Makromolekiiller oosit ve embriyolarin plastik
ve metal ylizeylere yapismasini Onler ve hiicre zarini basitce sararak veya 0zel baglantilar

kurarak koruyabilir.

X9

Elli y1llik embriyoloji “gelenegi” devamlilig1 artirmak ve kontaminasyon riskini azaltmak i¢in
medyumlarda kimyasal olarak tanimli (defined) maddeleri kullanmaya caligir. Bugune kadar
yapilan tekrarlanan girisimlere ragmen ¢ogu ¢aba basarisizlikla sonuglandi. Digerlerinin aksine
polietilen glikol (PEG), polivinil prolidon (PVP) ve Ficoll ile yapilan girisimlerde basarili
sonuglar alinmistir. Ancak, bagimsiz karsilastirma ¢alismalarinda bu maddeler proteinlerden

daha az etkili bulunmustur.

Son zamanlarda hidroksipropil-metilselliiloz’un (HPMC) ticari medyumlarda kullanimi
tanitilarak piyasaya siiriildii. Bu madde selliilozun oldukca ciddi bir kimyasal modifikasyonu
sonucu tiretilmektedir. Medikal amacli olarak topikal géz kremlerinde ve ilaglarin yiizey
kaplamasinda kullanilirken gliitensiz ekmeklerde gluten replasmani olarak kullaniimaktadir.
Sindirim kanalindan absorbe edilmedigi i¢in yetkililer tarafindan toksik olmadigi kabul

edilmistir.



Ancak bu madde goz tedavisi amaciyla kullanildiginda alerjik reaksiyonlar1 indiikleyebilmekte
ve gastrointestinal problemler olusturabilmektedir. Bu durum tam olarak glutene duyarli
kisilerde elimine etmek istedigimiz bulgularla aynidir. Kullanimini destekleyen birkag yayin
disinda HPMC kullaniminda dikkat edilmesi gerektigi bildirilmektedir. Clnku 1. Vitrifikasyon
medyumunda gorece yiiksek konsantrasyonda bulunur; 2. Ozellikle vitrifiye orneklerin
¢ozdiiriilmesi sonrasinda koruma mekanizmasi devreye girmez ve 3. In vitro ortamda oosit ve

embriyolar igin herhangi bir bariyer (barsak duvarinda oldugu gibi) bulunmaz.

Insan IVF medyumlarinda en sik kullanilan makromolekiiller insan serum veya plazmasindan
elde edilen proteinlerdir. Bu amagla Human Serum Albumin (HSA), globulin ve lipoprotein
eklenmis Serum Substitute Supplement (SSS) gibi bir¢ok ¢esidi bulmak miimkiindiir. Benzer
katki maddeleri diinya capinda farkli birgok iiretici tarafindan iiretilmektedir. ilk dénemlerde
insan serumu listenin bir parcasiyken daha sonra bu siklikla toksisite gdstermesi ve potansiyel
kontaminasyon riskinden dolay1 listeden ¢ikarildi. Cogu iilkede hikiimet diizenlemeleri ile bu
gibi katki maddelerinin Uremede kullanimi kisitlanmistir. Sigir embriyolarinin aksine,

insanlarda vitrifikasyon iglemlerinde serum albiimininin kullanimi sinirlandirilmamastir.

Antifriz proteinlerini kategorize etmek oldukga zordur. Bunlar hem makromolekil hem de
kriyoprotektandir. Daha O6nce de bahsedildigi gibi, bunlar sifirin altindaki 1s1 derecelerinde
oldukc¢a zorlu kosullarda genellikle inaktif hale gecerek uzun siire yasayan organizmalardan
elde edilirler. Bu proteinler belirli bir seviyeye kadar buz kristali olusumunu engellemektedir.
Sansh olgularda donma noktasindaki birka¢ derecelik fark, yasam kabiliyeti icin yeterli

olmaktadir.

Bizi kategorize etme gorevinden kurtarmak i¢in, bu proteinlere ihtiya¢c olmadigi i¢in bunun
gerekli olmadigini sdyleyebiliriz. Gegtigimiz 30 y1l boyunca bu antifriz proteinleri tekrar tekrar
gindeme gelip birka¢ yaymdan sonra tekrar kayboldu. Bunlar, muhtemelen bizim
ilgilendigimiz tiirlerde yasadigimiz siire boyunca kullanilmayacak ancak bazi vertebralilarin

ileri donemlerdeki kriyoprezervasyonlarinda sinirli bir role sahip olacaklardir.

4. Kriyoprotektanlar vitrifikasyon =~ medyumlarinin neredeyse vazgecilmez
bilesenlerindendir. Erkek gametler son derece kompakt yapisi ve daha az su igerigi nedeniyle
kriyoprotektan madde igermeyen soliisyonlarda da dondurulabilecegi icin “neredeyse”

kelimesinin eklenmesi gerekiyordu.



Ancak, genis oositler ve zigottan hatched blastosiste kadar olan tim embriyolarda
kriyoprotektanlara ihtiya¢ vardir. Bu kimyasallar permeabl ya da non-permeabl olabilirler. Bu

sadece “akademik” bir soylem degildir. Farkli bir gérev anlamina da gelmektedir.

Non-permeabl kriyoprotektanlarin gorevi, hiicrelere girecek zamani olmayan cok yiiksek
konsantrasyondaki permeabl kriyoprotektanlarin (asagida agiklanmistir) yardimiyla,
sogutmadan hemen 6nce hiicredeki suyun hizli ve agresif bir sekilde disar1 dogru atilmasini
saglamaktir. Non-permeabl kriyoprotektanlarin bir diger gérevi ise vitrifiye edilip ¢6zdiiriilen
hiicrelerin, onlar1 g¢evreleyen soliisyonlarinda olmayip iglerinde bulunan permeabl
kriyoprotektanlar nedeniyle patlamasini engellemektir. Bir baska deyisle, non-permeabl
olanlarin hiicreleri sikistirmak ve bu halde tutmak disinda gorevleri yoktur. Ihtiya¢ duyulan tek
gereklilik toksik olmamalaridir. Bu agidan bakildiginda, kahve, ¢ay veya diyet olmayan

kolalarimiza eklenen basit bir seker olan sukroz, en mantikli se¢im olacaktir.

(GV'den bir baska kisisel hikdye. Hayatimin en parlak anlarindan biri uzak bir iilkeden gelen
bir ¢cagriydi (aksi takdirde ¢ok sikici olacakti). Embriyolog bir arkadasimin sivi azotta oositleri,
operasyon salonunda bir doktoru, trash hastalar: gibi her seyi vardi. Ancak distribiitérden
sukroz hentiz gelmemisti. Tek sorum alt katta kafe var mi oldu? Sonra asagiya indik, biraz kiip
seker alip tarttik, ¢ozdiirdiik, filtrasyona tabi tuttuk ve bir ay sonra haber geldi. Gebelik elde
edilmisti).

Bu tabi ki dogru degildi !!! (Yoksa dogru muydu?)

Bu bildigimiz sukrozdu, baska bir sey degildi. Sukrozun daha ziippe bir versiyonu olan bir
baska seker ise trehalozdur. ilave bir baska yarar1 yoktur. Sadece fiyat1 belirgin bir sekilde

fazladir. Her neyse, bazilar1 Aston Martin tercih eder'?,

Konumuza geri donecek olursak; bir diger grup olan permeabl kriyoprotektanlar arabalarla
iliskilidir. Organik ¢oziicii maddeler mukemmel kriyoprotektan 6zelliktedir (efsanevi gliserol
de buna dahildir). Iclerinde ticari etanoliin de bulundugu digerleri bu amag icin basariyla
kullanilabilmektedir. Diinyaca {inlii birka¢ laboratuvar yiizey dekontaminasyonu icin bile
etanol sprey kullanimi1 konusunda paronayak yaklasimlar gostermektedir. Bu laboratuvarlar,
muhtemelen embriyolarin %10’luk alkoliin bu yiiksek konsantrasyonunu dakikalarca tolere
edebilecegini ve hatta gelisimlerini stimiile edecegini bilmiyorlar. Degil bir insan, bir

Avustralyal1 bile kanlarinda bu oranin onda biri konsantrasyonunda bile yasayamaz...

12 Ben 20 yasinda bir Toyota Cruiser kullaniyorum (GV).



Ancak —arabalardan bahsetmisken- vitrifikasyon icin en etkili ve vitrifikasyonda en guvenilir
kriyoprotektan madde olan etilen glikol (EG) oldukg¢a toksik olmasinin yaninda arabalarin en

onemli sogutucularindan biridir.

Etki mekanizmasi aynidir. Buz kristali olusumunu engeller. Olduk¢a sanshiydik c¢iinkii bu

kimyasal garajimizda bulunuyordu.

Ne yazik ki EG’ii tek basina kullanmak en iyi strateji degildir. TUm permeabl kriyoprotektanlar
toksik etkilidir fakat bu etki kriyoprotektanlar arasinda farklilhik gosterir. Eger ikili
kombinasyon kullanilirsa kriyoprotektif etkisi aynen devam eder ve hatta artarken spesifik

toksisite yartya diiser.

Evet, burada hangi ikinci permeabl kriyoprotektani kullanmaliy1z? Burada laboratuvarlar ve
tireticiler arasinda tartisma sertlesiyor; kana kan bir miicadele sergileniyor. Bircok aday olmakla

birlikte propilen glikol ve dimetil siilfoksit (DMSO) aralarindaki en giiglii adaylardir.

Aslinda DMSO burada sanssiz olanidir. Benzerlerine gore toksisitesi diisiik olan oldukea iyi bir
kriyoprotektandir ve ayni zamanda iyi bir solventtir. DMSO, iyi solvent 6zelligi nedeniyle
hayvan deneylerinde siipheli kanserojen maddelerin ¢oziindiiriilmesi i¢in kullanilirdi. Test
edilen ¢ozdiiriilmiis materyalin karsinogenik 6zelligini azaltma konusunda iyi hatta ¢ok iyi

calist1. Bu yiizden de kullanmay1 biraktilar.

Bircok bilim insan1 bu hik&yenin sadece bir bolimiini duydu ve DMSO ile karsinogenezis
arasinda iligki kurdu. Bu durum bir kisinin “soygun olayina karigtigr” ithamiyla ¢ok benzerlik

gostermektedir. Evet, aslinda dyle, ancak adam soyulmustu...

Her seye ragmen, birgok grup ve iiretici hala DMSO’ya giivenmekte ve bazi iireticilerin bunun
alternatifi olan propilen glikol ‘lin “toksik olmadig1” seklindeki reklamlarina direnmektedir.
Aslinda propilen glikol ’iin toksisitesi DMSO’dan ¢ok daha fazladir ve daha da 6nemlisi etkisi

daha azdir.

Ben (GV) Danimarka’da sigirlarda embriyoloji ¢alisirken on binlerce oosit ve embriyonun
vitrifiye edilmesi ayricaligina sahip oldum ve bu ayricalikla ad1 gegen kriyoprotektanlarin %25-
75, %33-67 vb. gibi birgok kombinasyonunu karsilastirdim. Sonunda en uygun EG ve DMSO
oraninin diliie ve konsantre soliisyonlarda %50-50 oldugunu tam olarak da bizim basladigimiz

oranlarda oldugunu belirledim.

Yani, ekibimiz var. Hepes-buffered-TCM, human serum albumin, sukroz, etilen glikol, DMSO
ve tabi ki OPS. Oyun baglasin!
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Sekil 20. Ticari olarak kullanima hazir OPS kiti (VitaVitro Biotech Co., Ltd., Shenzen, China).

... fakat nasil?

Gereksiz olmak istemiyoruz. Ureticinin ana sayfasinda (www.vitavitro.com) OPS

vitrifikasyonu i¢in gerekli olan tiim geleneksel 6gretim materyalini, agiklamalari, manuel ve
videoyu bulabilirsiniz. Bunun yaninda arastirma makaleleri, derlemeler veya kitap boliimleri

gibi detayli agiklamalar bulunan dort diizine yayini da okuyabilirsiniz.

Ayrica size yeni ve asil bir rota sunalim. Bir akilli saat hayal edin ve size 1. Ne yapacaginizi,
2. Ne zaman yapacaginizi, 3.Nasil yapacaginizi ve 4. Neden yapacaginizi yaziyla, ¢izimlerle,
resim ve videolarla o anda soylesin. Ayrica, iki ¢alisma arasinda beklerken bilimsel arka plan
ve ilgili diger konular hakkinda genig bilgi saglasin. Yapacaginiz sey sadece mikroskobunuzun

basina ge¢mek, uygulamayr agmak ve belirtildigi sekilde sanal kogunuzla birlikte ¢alismaktir.


http://www.vitavitro.com/

= ST :l: l-:

il P g
[ IEr

.|1r PR Bl LI
™ T | S P

Android i0S

OPSapp ile ilgili daha fazla ayrintiyr Boliim 12’de bulabilirsiniz.

Iyi sanslar!

E‘-‘-’T
[ ]
]

LN T A

"_.

sy

L=



EKLER

Bir ¢itkmaz sokak ne kadar uzunsa o oranda cadde gibi géruntr

Mikhail Turovsky

Icerigin planlanmasinin en bagindan itibaren bu konular hakkinda yazmak bizi ¢ok
endiselendirdi. Bu kitapta bir¢ok siiphemizi, endiselerimizi ve elestirilerimizi dile getirdik.
Yine de saglikli bir denge elde etmeye ¢alistik. Ancak, tek bir iyimser climle kuramadigimiz
ilk boliim bu oldu. Bu yogun karamsarlik sizler i¢in fazla gelebilir bu yiizden hizlica gegelim.
Neyse ki, gectigimiz birkac yil boyunca goriisiimiizii miikkemmel bir sekilde tutarli ifadelerle
destekleyen bir dizi makale yayinlandi. Bu nedenle “IVF add-ons” ayrintilariyla ilgilenenler
icin bir PubMed taramasi yapmalarini 6neriyoruz. Rehberligimizi istiyorsaniz o zamanki yazida
kullanilan isimler sunlardi; Datta et al., 2015; Harper et al., 2017; Kamath et al., 2019;
Wilkinson et al., 2019; Macklon et al., 2019; van de Wiel et al., 2020; Lensen et al., 2020.

Embriyo gelisiminin Time-lapse ile gozlenmesi. Bu eski fikrin yenilik¢i tasarimlarini
mutlulukla karsilayanlarin coskusu son birkag yil iginde giderek siiphecilige dénmiistiir. Tlging
olan ise bu kitab1 yazanlardan birinin her iki akimin baglatilmasinda rol almasidir (Pribenszky

et al., 2010’da ve Rienzi et al., 2015’te GV nin yardimci yazarliklart).

[Ik dénemde her laboratuvar tahmin edilebilecegi iizere in vivo gelisim yetkinligini belirlemek
Uzere oldukga 6nemli degeri olan (ilk boliinmeden blastulasyon baslangicina kadar olan siirede)
bircok Olculebilir parametreye sahip time-lapse cihazi aldi. Ancak, beklenenin aksine, her
yayinda ve hatta her laboratuvarda “kaderi belirleyen parametre” farkliydi. Kafa karigikligini
ortadan kaldirmak i¢in veya bir bagka agidan bakildiginda bu siipheli ¢iktilarin nedenini ortaya
¢ikarmak igin birgok girisim oldu. Kullanilan medyumlar, ortam atmosferi vb. gibi laboratuvar
rutinlerindeki bir¢ok faktor suclandi, ¢ok miitevazi bir basaris1 olan yapay zeka igeren
yazilimlar gelistirildi. Sonunda, yakin zamanda yapilan bir Cochrane sistematik incelemesinde
(Armstrong et al., 2019) time-lapse kullanilmasinin dogum oranlarini artirdigina yonelik bir

bulgu elde edilemedigi bildirildi. Time-lapse’in basarisiz olan tek yaklasim olmadigini,



embriyolarin geleneksel olarak morfolojik degerlendirmesinin gelisim kabiliyetinin

belirlenmesinde sinirli bir degere sahip oldugunu da eklemek gerekir.

Yazarlarin son derece on yargili ve subjektif goriislerine baktigimda; su anda, time-lapse
uygulamasinin kanitlanmis tek olumlu etkisinin 3.giin olan embriyo transfer giiniinde gelisim
slirecini rahatsiz etmeden karar verebilmektir. Bunun yaninda harika bir pazarlama aracidir ve
ebeveynler i¢in bebeklerinin gelisimlerinin en bagindan itibaren 6zel bir hatira olusturur. Cogu
hasta time-lapse kullanimini ve bu hizmetin miimkiin oldugu klinikleri tercih eder. Bu tercihin
en buyuk nedeni de bir filme sahip olmaktir. Bu amagla iiretilmis ilk ve en basit Primo Vision
time-lapse cihaz1 fazlasiyla yeterlidir. ilave olarak, Primo Vision cihazinda, son derece gelismis
modern versiyonlarin aksine evaporasyona bagli problemler yoktur ve maksimum nem
ortaminda gergekten gilizel ¢alisir. Bu cihaz ne yazik ki artik tretilmiyor. TUm gereksiz

ozelliklere sahip olan son derece pahali Embriyoskop iireticilerin gézdesi haline geldi.

Assisted hatching. Baslangigta bu yaklagim, farkli teknikler igermesi, ilave cihazlarla
donatilmis gelismis mikroskoplara ve mitkemmel bir el becerisine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle
bir stiperstar havasindaydi. Ne yazik ki bu duruma yaklasim son on yilda azaldi. Tekrarlanan
sistematik incelemelerde canli dogum oranlarinda bir fark olmadig: belirlenmistir. Yntemin
prognozu kotii olan hastalarda hala biraz avantaji olsa da tim embriyolarda rutin olarak
kullanilmasi tavsiye edilmemektedir. Hatta baz1 makaleler bu ydntemin monozigotik ikiz

gebelik olusumunun artmasina neden oldugunu belirtmektedir.

EmbryoGlue (hyaluronik asit). Mitkemmel isim se¢imi, piyasada siiratle basari elde edilmesini
garanti ediyordu. Eger embriyonun uterus duvarina implantasyonu kritik bir ansa — ki yledir —
0 zaman uygun bir yapistiricin is géormemesi miimkiin degildir. Belki de uygun bir yapistirici
gercekten yardimer olabilir ancak, mevcut formiilasyonlarin bu durumu artirdigina iliskin

yeterli kanit bulunmamaktadir. Ayrica, bunun uygulanmasi ¢coklu gebelikleri de indiikleyebilir.

Sperm DNA testi. Her ne kadar 10 yil 6nce umut vaat eden bir yaklasim olsa da yapilan

incelemelerde gercekei sonuclarin alindigina iligkin bir veri elde edilememistir.

Kalsiyum ionofor ile oosit aktivasyonu. Bu yontemin etkinligi ve giivenli olup olmadig:

tartismalidir ve rutin klinik uygulamalar i¢in 6nerilmemektedir.

Gelismis sperm se¢imi (PICSI) (IMSI). Bu yontemlerin etkinlik ve guvenli olduguna dair bir
kamt bulunmamaktadir. Incelenen parametreler tam olarak gercegi yansitmamakta ve bazi

secim parametreleri kaliteyi etkileyebilmektedir.



PGS = PGT-A. Yine, mantiksal sonucun (“sadece euploid embriyolar: transfer ederek gebelik
oranlart ve genel verimlilik artacaktir”’) hayal kiriklig1 yaratan gerceklerle ¢iiriitiildigli bir
durumdur. Bunun nedenleri arasinda mozaisizmin yanlis yorumlanmasi (Capalbo et al., 2021)
nedeniyle dogru teshisin konamamasi, uygulama sirasi ve sonrasinda teknik hatalardan
kaynaklanan kayiplar ve IVF ve vitrifikasyon gibi arka planda bulunan sistemlerin iyi
olmamasi nedeniyle kotii kaliteli embriyolarin iiretilmesi yer almaktadir. Buna gore en iyi
teknikleri kullanan laboratuvarlarda elde edilen sonuglar iyilesebilirken, sorunlu sistemleri
kullanan diger gruplarda ise sonuglar PGT-A’dan sonra daha da diisecektir. Genelde bu yontem,
goriinliste aneuploid olan tiim embriyolar1 atmak yerine embriyolarin hangi sirayla transfer

edilebilecegine karar vermek i¢in kullanilabilir.
Status praesens'® (Mevcut durum)

Hayal kirikligi yaratan bulgulara ragmen bu ilaveler ABD’deki kliniklerin %30-66’sinda
sunulmaktadir. Ancak, bu kliniklerin %10’undan daha azinda, sunulan yontemlerin etkinliginin
tam olarak agikliga kavusmadigi belirtilmektedir. Diger yandan bazilari ise PGT-A ve time-
lapse yontemlerinin dogum oranlarini artirdigr konusunda hemfikirdir (van de Wiel et al.,
2020). Biz, Jan Wilkinson et al.,”’in (2019), “Tedavilerin savunmasiz insanlara spekiilatif bir
temelde satildig1 ‘bir deneme hakki’ yaklagiminin, satisi yapanlar disindaki herkese fayda
saglayp saglamadigi konusu hi¢ de agik degildir ” seklindeki ifadesinin arkasinday1z.

Daha genis anlamda “primum nil nocere” (6ncelikle, zarar verme); ¢ogu hastada yanlis ve
desteklenemeyecek beklentiler yaratilmasi ve paralarinin karsiligini alamamalar1 diisiincesi gibi
zararlar olusturdugu i¢in bu yaklagimi yasaklamaktadir. Ne yazik ki, diinyanin birgok yerinde
“caveat emptor” (sorumlulugun aliciya ait olmasi) alicinin dikkat etmesi ahlaki agidan kabul

edilebilir bir zihniyete kavugmaktadir (Zemyarska, 2019).

®

13 Gegmis yiizyillarda hastanin gercek durumunu tanimlamak icin yaygin olarak kullanilan tibbi bir terimdir.



10.

KESIF ve YENILIKLER

Sindirim siirecini tam anlamadigim i¢in aksam yemegimi reddetmeli miyim?

Oliver Heaviside

Eger is tanimimizda arastirma da yer aliyorsa siz de {ireme biyologlarinin sansh
azinligindasinizdir. Ancak, i¢inde bulundugumuz kosullar tiim yaratici faaliyetleri engelliyor
gibi goriinse de, bu boliim oosit ve embriyolarda ¢alisan tUm bilim insanlar1 i¢in bazi pratik
degerler katabilir. Her IVF programi, hastalar, tedaviler, gamet morfolojisi, laboratuvarda
kullanilan yontemler, embriyo gelisimi vb. gibi nedenlerle birbirinden farklidir. Simdi size
bizim yanligslarimizdan bahsedelim. Yakin zamanda karsilagtigimiz, Oxford’un COVID
Asisindal* gozlemlenen olaylar “Felix culpa” olarak adlandirilmaktadir. Bu terim, gozle
goriliir bir hatanin nadiren de olsa basarili sonuglar vermesi durumudur. Bu nedenle erken pes
etmeyin. Tam bir fiyaskodan da dikkate deger sonuglar ¢ikabilir. Diger yandan, uygulama
sorunlar1 ve hatalar sizin diisiinmenizi saglayacaktir. Asla “bu is bu kadar kolay olsaydi
baskalar: uzun zaman once kesfederdi” demeyin. Clinkii kesfedilmemis olabilir, benzer bir

yaklasim onlar1 engellemis olabilir.

Arastirma tiirleri ve arastirmacilar

Geleneksel olarak gelistirme de dahil olmak {izere akademik arastirma ve inovasyonu kapsayan
temel ve uygulamali bilimden bahsediyoruz. Bu iki bilim alaninin amaglar1 6rtigmekle birlikte
aslinda birbirinden farklidir. Temel bilimde amag bir seyi anlamak, uygulamali bilimde ise

pratik bir sorunu ¢6zmek amaglanmaktadir®®.

14 Uygulanmasi gereken doz hesaplanmis ve bu dozdan %62’lik bir etkinlik saglanmistir. Ancak hastalara bir
yanlishk sonucu yarisi miktarindaki ilk doz uygulandiginda ise etkinlik orani %90’a ulasmistir.

5 Ozgegmisimiz igin hazirladigimiz tez yazmak veya bir yayin hazirlamak gibi en sik hedefledigimiz amaci iyi bir
neden i¢in bir kenara koyalim.



Bu iki arastirma tiirti farkli iki karakter gerektirmektedir. Akademik arastiricilar sistematik,
sabirli, ¢aliskan ve titiz insanlardir. Onlar i¢in bilim, bilinmeyen diinyanin gittik¢e daha biiyilik
parcalarini ig¢ine alan devasa ve stirekli biiyiiyen bir amip gibidir. Harika takim calisanlar
olmakla birlikte 1yi de 6gretmendirler. Var olan yapiy1 hem omuzlarlar hem de temsil ederler.

Onlar, savascidir, 6grencidir, stratejisttir ve kazanan ordunun generalleridir.

Bir icat icin farkli bir mentaliteye sahip olmak gerekir. Sezgileri kuvvetli, saplantili, basibos,
“Tanr1 yok, Usta yok” tipinde, saglam iradeli ve coskusu fanatiklik seviyesinde olmalidir.
Verilen gorevler icin vazgecilmez olsalar da uzun siireli ¢alismalarda dayanilmaz olabilirler.
Oncii ve cesurdurlar. Bunlar bilimi herkesin her yerde ve her zaman hamle yapabilecegi ii¢
boyutlu bir satrang masasi1 gibi goriirler. Yiizlerce ¢ilgin fikirleri vardir ancak dlzinelercesi

unutulmustur ve sanslt durumda bunlardan biri oyunu degistirecektir.

Bilim, orduda oldugu gibi her ikisine de ihtiyac duyar. Yedi yil savaslari sirasinda Imparatorige
Maria Theresia’ya bagli bir avu¢ Macar siivarisi biiyiik Prusya ordusunun gerisinde Berlin’i ele
gecirdi ve hazineyle birlikte geri dondii. Ancak savas Avusturya ordusunun yetersizligi

nedeniyle kaybedilmigti®®.

Gunlmiz embriyolojisinde ise tam tersi sorunlarla karsi karsiyayiz. Bazilari oldukga yetenekli
ve hirsi olan bir¢ok askerimiz olsa da hem beynimizde hem de laboratuvarda biraz da serseriye
thtiyacimiz var. Maceradan aldigimiz tadi sadece bilgisayar oyunlar ile ve laboratuvardaki
giinliik rutinlerle sinirlamamaliy1z. Sunu anlamanizi istiyoruz, eger biz embriyologlar pasif
kalmaya devam edersek hi¢ kimse bizim modas1 gegmis teknolojilerimizi degistirmeyecek ve
tehlikeye atilmig sonuglarimizi iyilestiremeyecektir. Kapasite ve kaynak agisindan ¢ok uluslu
sirketlerle rekabet edemezsiniz, ancak sizler 6n saflarda oldugunuz igin problemleri net bir

sekilde goriip —umarim- diisiinme ve ilerleme 6zgiirliigiine sahipsiniz.

Problem ¢6zme

Eger bu soylemler yeterince ikna edici degilse, konuya farkli bir agidan bakalim. Bilimde bir

sorun ortaya ¢iktiginda profesyonel yaklasim; Neden? Bu nasil oldu? Nedeni, kaynagi neydi,

16 Maresal Kont Andras Hadik’in atli heykeli Budapeste Kalesi’'nin en cok ilgi ceken bélimlerinden biridir. Bu ilgi
sadece onun benzersiz kahramanliklarindan ileri gelmez ayni zamanda 6grenciler yillik mezuniyet seremonilerinin
bir parcasi olarak bu bronz heykeldeki atin testislerini de parlatirlar.



hangi faktorler buna neden oldu, gercek mekanizma nedir? gibi sorular1 sormay1 gerektirir.
Daha sonra bilim insanlar1 ilgili her seyi morfolojik, histolojik, kimyasal, immiinolojik,
molekuler biyolojik, endokrinolojik, time-lapse, istatistiksel, yapay zeka, makine 6grenmesi. ..
gibi mumkin olan tim metotlarla ve tim alanlarda arastirmaya baslar ve sonunda sonuglarini

gerekliyse yayinlar, yayinlar ve yayinlar. Ancak bu sirada asil hedefi unutmus goriiniirler.

Eger en basinda Nas:/? Nasil ¢ozebiliriz? sorularini sorarsak ve eger hala ihtiya¢ duyuluyorsa

¢6ztm bulunduktan sonra da ilgilenmeye devam edebiliriz.

Bu ¢ok da profesyonelce bir yaklasim olmasa da bilim tarihinde bu stratejiyle basariya ulagsmis
bircok &rnekle Kkarsilasabiliriz. Jenner, Fleming ve Semmelweis’i diisiiniin. Isminizi
oliimsiizlestirmek icin engin kesiflere ihtiyaciniz yoktur. Nobel 6diilii kazanmig yiizlerce kisi
unutulurken doga bilimleriyle en ufak iligkisi olan herkes Petri, Bunzen ve Erlenmeyer’i bilir.

Bilimsel kesifler ¢igir agmayabilir fakat bunlarin getirdigi yenilikler ylizyillarca hayatta kalir.

Deneysel model

Bir sonraki asamaya gecelim. Sizin tarafinizdan tasarlanmis bir cihaz veya eklenmis bir
kimyasal, verilen yontemi iyilestiriyorsa, bunu test etmek i¢in deneysel bir modele ihtiyaciniz

olacaktir.

Son hedef insan reprodiiksiyonu ise, deneylerinizde kullanmak (izere evcil hayvan oosit ve
embriyolarini kullanmanizi 6neririz. Yaygin olarak kabul edilen hayvan modeli rat olsa da
bunun 2 dezavantaji bulunmaktadir. Bunlarin oosit ve embriyolar1 daha kiigiik oldugu i¢in
manipiilasyonu i¢in farkli malzemelere ve kiiltiir i¢in de farkli oranlara ihtiya¢ duyulur. Agmasi
daha giic¢ olan diger problem ise bunlarin biyolojik karakteristiklerinin farkli olmasidir. Genelde
fare oosit ve embriyolar1 in vitro deneylere daha direnclidir ve 1s1 degisiklikleri ve diger stres
yaratan iglemlere daha az duyarhdir. Dolayisi ile bu direng embriyologlar yaniltarak insan oosit

ve embriyolar1 i¢in uygun olmayan parametrelerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir’.

Diger yandan, biiylikliik ve biyolojik karakteristikleri yoniinden sigir embriyolar1 insaninkine
oldukc¢a yakindir. Sitoplazmik yag damlaciklari nedeniyle olusan koyu goriiniim ilk bakista

endise verici olsa da ¢alisma sonunda 6nemli farkliliklar ortaya c¢ikarmaz. Uygun teknoloji

17 Fareleri gecici veya kalici olarak laboratuvarinizda tutmaniz sonucu olusacak ek isler ve daha da &nemlisi
olusacak pis koku gibi diger bazi pratik konulardan bahsetmiyorum.



kullanildiginda IVF ve IVC c¢iktilar1 insana benzemektedir. Bunun yaninda insandan farkli
olarak in vitro maturasyon da oldukca etkilidir. Mezbahadan toplanan ovaryumlar sinirsiz bir
kaynak saglamaktadir. insanlarda kullanilan embriyo vitrifikasyon metotlar1 sigirlarda da iyi

caligmakta ancak oosit vitrifikasyonu ¢ok etkili olmamaktadir.

Bu amagla kullanilabilecek diger aday da domuzdur. Manipiilasyonlar, oosit/embriyolarin daha
koyu renkte olmas1 ve daha hafif olup petrinin tabanina ¢okmemesi nedeniyle biraz daha fazla
zorlayici olabilir. Bahsedilen durumlar sitoplazmada ¢ok fazla miktarda bulunan ve fonksiyonu
tam olarak bilinmeyen lipit nedeniyle olusmaktadir. Insan ve murin embriyolar1 koyu renkli
lipit damlaciklar1 olmadan da yasayabilmektedir.  Bu lipit damlaciklarini domuz
embriyolarindan ¢ikarirsaniz (yiiksek hizli santrifiij kullanildiginda gorece kolay bir islemdir)
yasayabilir ve gelisebilirlerse de donma hasarina kars1 hassas duruma gelirler. Fakat orijinal,
“dogal” embriyolar (¢ok da iyi bir aciklama olmasa da) kimyasallarin, sistemlerin ve
manipiilasyonlarin denenmesinde oldukea iyidir. Yiiksek duyarlik ayni zamanda bir fayda da
saglamaktadir ¢iinkii domuz embriyolari neyi tolere ediyorsa insan embriyolar1 da benzer bir

sekilde tolere etmektedir.

Cogu insan IVF laboratuvari oosit toplama i¢in ayri1 bir oda ve yalnizca evcil hayvan
embriyolojisi icin basit ancak eksiksiz bir oda tesis edemez. Bu durumda hayvan lreme
istasyonlartyla yapilacak karsilikli igbirlikleri kurmak imkansiz degildir. Yiizlerce oosit ve
binlerce donmus sperm Ornegine erisime sahip yiiksek standarttaki bir insan embriyoloji
laboratuvarinda in vitro ¢aligmalar i¢in sinirsiz bir 6zgiirlik de bulunuyorsa, gercek arastirmalar
icin kazan-kazan durumu s6z konusu olmakta ve bu durum uzun vadede insan kaynaklari da

dahil her iki taraf icin de 6nemli bir fayda saglamaktadir.

Arka plan sistemi

Her degerli arastirmanin vazgec¢ilmez kosulu yiiksek standartli ve optimize bir sistem
kullanmak, diinya ¢apinda deger goren yayinlarla karsilagtirilabilecek tutarli derecede nitel ve
nicel sonuglar elde etmekle olur. Sorunlu bir sistemde yapilan is yararsizdir ve bu gibi geri plan

olanaklariyla yapilan yayinlar arkasinda bir¢ok soru isareti birakir.

Verim sorunlariyla ilgili konularla ugrasiyorsaniz embriyologlarin klasik bahanesinden uzak
durun. OQositleri su¢lamayin! Bu ¢ok eski bir numaradir. Sonu gelmeyen sikayetleriniz ve

tutarsiz sonuglarinizla birkag yil daha dayanabilirsiniz ancak sonugta kaybeden sizin CV’niz ve



geleceginiz olur. Her yerde ve her zaman dis etkenler vardir. Bunlara uyum saglayin, degistirin

veya daha iyi kosullari olan yeni bir yer bulun.

Ote yandan en iist seviyedeki sistemler yillarca hatta onlarca yil boyunca gelecek icin
yatirimlarini artirirlar. Eger boyle bir sisteme sahipseniz 6rnegin embriyo kiiltiirii konusunda
degistirdiginiz veya gelistirdiginiz bir modelle biiyiik bir deger kazanip, yilda 1-2 makale
yazabilirsiniz. Bu seviyede bagka bir sisteminiz varsa, 6rnegin vitrifikasyon konusunda ¢ok da
caba sarf etmeden ve yenilikgi beceriler elde etmeden her yil iyi kalitede 3-4 makale
yayinlayabilirsiniz. Laboratuvarinizda ¢alisan ti¢iincii bir sisteminiz varsa ya da embriyoloji
konulartyla ilgilenen genomik diizenegi olan birinci siif bir laboratuvarla is birligi
icindeyseniz diinyanin en sansl insanisinizdir. Bu sekilde 3-5 yil boyunca yilda 10’un tizerinde
makale yayinlayabilirsiniz. Radikal bir genglestirme veya ciddi bir profil degisikligi i¢in tam

zamanidir.

Konu bashklarinin se¢cimi

Konu bagliklariin se¢iminde her sey subjektif ve istege baglidir ve bu gorev sizin gorevinizdir.

Biz burada sadece birka¢ konu iizerinde duracagiz. Kabul edip etmemek size baglidir.

Hedef iddiali olmalidir: belirli bir ilerleme kaydetmek icin farkliliklar mikroskop altinda
kolayca belirlenebilmeli veya yapay zekd, makine Ogrenimi ya da gelismis istatistik
hesaplamalar kullanmadan ilk bakista sonu¢ raporunda kolaylikla goriilebilmelidir. Kiiciik
farklarin birleserek biiyiik bir fayda saglayacagini sdyleyebilirsiniz. Bu tabi ki olabilir ancak
oldukca nadirdir. Makalelerin biiylik ¢ogunlugunda belirlenmesi olduk¢a zor olan ancak
belirgin bir etkisi olan konular ele alinir ve boylece en fazla 10 atif alarak iz veya bir etki

birakmadan ortadan kaybolur.

Isinizi kolaylastirmak icin, kiiciik bir ¢abayla dnemli bir gelisim saglayacagimz zincirin en zayif
halkasin bulmaya ¢alisin®® . Cok mantikl gibi goriinse de uygulamasi oldukca zordur. Ancak,

bir kere dogru noktaya temas ederseniz ¢oziimiin yarisina ulagsmis olursunuz.

18 Bu deyim V.l.Lenin tarafindan 1917’deki Rusya icin kullanilmistir. Karl Marx’in orijinal planinin aksine Lenin,
emperyalist zinciri en zayif yerinden yani anavatanindan kirmayi énerdi. Bu ifadeyi burada kullansak da herhangi
bir embriyologun IVF laboratuvarinda Bolsevik devrimi gerceklestirmesine izin vermeyecegiz.



Sekil 21. Zincirin en zayif halkasi.

Giindemde olan ya da moda olan konulardan bunlar1 yapmak i¢in ¢ok iyi bir nedeniniz yoksa
uzak durun. Cabanizin deger bulacagi unutulmus ya da gizlenmis alanlar1 bulmaya c¢alisin. Eger
en popliler konular {izerinde ¢aligmak istiyorsaniz, diger ¢alisanlardan belirgin bir sekilde ayri

olan bir yaklasim belirleyin.

Milenyumun ilk 10 yilinda, embriyonik kok hiicre arastirmalari bliyiik umut uyandirmisti. On
binlerce kisi laboratuvarlara kostu, inanilmaz hedefleri olan gorkemli projelerini toplantilarda
acikladilar. Konu hakkindaki gelismeleri kiicimsemek istemiyoruz ama verilen vaatlerle

karsilastirildiginda dag fare dogurdu.

Icinde bulundugumuz yillarda ise herkes embriyo secimi iizerine odaklanmis durumdadir.
Potansiyel degerinin ¢ok yiiksek oldugunu bizim bu konudaki ilerlememizle karsilastirinca
anliyoruz. Bu konuda en az yarin diizine temel yaklasim ve sayisiz varyasyonun oldugunu
goriyoruz. Bunlarin tamami, ortaya koyanlarin ellerinde iistiin sonuglarin alinmasina neden
olmus ve bu sonuglar diger arastiricilar tarafindan da desteklendikten sonra yavas¢a unutulmus
ya da daha 6nce de bahsettigimiz gibi bir eklenti olarak kalmistir. Simdinin gozdesi yapay zeka

ve makine 6grenimidir.

Cyborg’lara saygim sonsuz ama bu sorun insanlar tarafindan ¢oziilmelidir. Grup i¢inden en iyi
embriyolar1 se¢gmek yeterli degildir. Asil gorev, daha iyi bir grup olusturmaktir. Glnimizde

siklikla unutulan embriyolojinin eski kanunlarina gore; elinizdeki sistem %50, bir baska sistem



de %30 oraninda blastosist Uretiyorsa, bu ikinci sistemde %20 daha az kaliteli embriyoya sahip

olacaginiz anlamina gelmez. Bu highir seye sahip olamayacaginiz anlamina gelir.

Bu arada, ESHRE nin ilk ¢evrimi¢i konferansinda yasanan en parlak anlarindan birinde Amir
Araw yakisiksiz bir soruya su yanit1 vermistir: “Bu kadar gelismekte olan akilli teknolojileri

giderek daha az akilli olan insanlara veremeyiz”. Alinmayin arkadaslar.

Nasil ilerlemeli

“Kolay. Arastirilacak bir problem buldugunuzda her seyi detayl bir sekilde tasarlayin. Deney
gruplarina, her gruptaki oérnek sayisina, tekrar sayisina, kontrol noktalarina ve ana sonuca
karar verin. Patronunuzdan ve yetkililerden izin alin, her seyi hazir edin ve ¢alismaya baglayin.
3-5 tekrardan sonra sonuclar: toplayn, istatistiksel anlamliligi degerlendirin ve gelismeleri
bildirin.”

Her arastirmanin farkli yaklagimlara ihtiya¢ duydugunu ve her arastiricinin da kendine 6zgii bir
yolu oldugunu biliyoruz. Ancak deneyimlerimize gore, yukarida anlattigimiz siire¢ sadece
gelismeleri gostermek icin ortaya konan bir vitrin sunumudur. Bahsedilen zaman akiginin takip

edilerek basarinin elde edildigi tek bir vaka bile hatirlamiyoruz.

Laboratuvarda yapilan embriyoloji ¢alismalarinin bazi benzersiz 6zellikleri vardir. In vitro
calisma sonuglar1 diger alanlarlal® karsilastirildiginda olduk¢a avantajlidir ¢iinkii sonuglar
birinci haftanin sonunda elde edilebilmektedir. Diger yandan, evcil hayvanlar da dahil olmak
tizere hipotezimiz dogrulugunu veya sistemimizin tamamen yanlis oldugunu kanitlamak igin

binlerce embriyoyu bosa harcamak istemiyoruz.

Fikirler ve 6zellikle de sira dis1 olanlar, fazla ilgi ¢ekmeden, tercihen yalnizken, aksam gec
saatlerde ve yar1 karanlik laboratuvarda test edilmelidir. Elinizde yiiz 6rnek varsa da bunlari
dort gruba ayirmak yeterli olacaktir. Tk deneme igin Ui¢ oosit/embriyoyla ¢alisin. ilk denemede
gozle goriiliir ilk hataniz1 yaptiktan sonra bunlar1 hemen atin ve yeniden ¢alismaya baslayin.
Besinci raunttan sonra metot konusunda deneyim sahibi olacaginiz i¢in bundan sonra belki de
hala korkung sayilabilecek gergek sonuglari elde etmeye baglarsiniz. Artik, parametreleri,
sollisyonlar1 her seyi degistirebilirsiniz. Cok sansliysaniz birkag¢ giin sonra (her biri i¢in 20-30

denemenin neredeyse tiimi tam bir fiyaskoyla sonuglanan) bazi sonuglar almaya baslarsiniz.

19 Karsinogenezis ¢alismalarini drnek verirsek, tek bir deneyin sonucu yillarca siirebilir.



Bir hafta sonra gelisimlerini izlemek icin inkiibatore koyacaginiz bazi 6rnekleriniz olabilir.

Ancak ¢ogu durumda ¢ok daha fazla sabirli olmaniz gerekebilir.?°

Bizler raporlarimizda yalan sOylemeyiz. Yaymladigimiz arastirma makaleleri tanim ve
ihtiyaclara gore aciklanarak tamamlanir. Istatistik hesaplamalar yapilir, hepsi kusursuz, gercek
ve giizel bir gsekilde sonuclar ¢ikarilir. Hi¢ de heyecan verici olmayan son deney genellikle sikici
bir gorevden baska bir sey degildir. Cok biiyiik ve aptalca bir hata yapmazsak sonucun ne

olacagini biliriz.

20 581r oositlerinin vitrifikasyonunda az-cok basarili olmak icin 50.000 érnege ve bir yildan fazla bir siire aksamlari
yapilan yari gizli calismalara gerek oldu.



11.

YAYINLAMA

Cogu doktor kiiciik bir bobrek tasi olgusunu yayin haline getirmeyi diisiinmez.
Anonim, JAMA, 174:292, 1960

Hollywood gerilim filmlerinden farkli olarak, cogu embriyolog nadiren gizli devlet kurumlari
veya esrarli gligler adina ¢alisir. Tam tersine, ¢alismalarimizin sonuglart siniflandirilmaz. Eger
varsa yasal korumanin ardindan yapmis oldugumuz kesifleri paylagsmak temel ¢ikarimizdan
daha ¢ok ahlaki bir gorev ve is sorumlulugudur. Bunlari yaymanin yollar1 da ulusal veya
tercihen uluslararasi bilimsel toplantilarda sunmak veya hakemli dergilerde yayinlamaktir.
Sanal veya gorsel posterler —eger hala varsa- son on yilda 6nemini kaybetti. Eger kongre 6zeti
seklinde basilacaksa en dnemli kisim 6zet boliimiidiir. Biiyiik siikse yapan basin toplantilari son
zamanlarda oldukga iinlendi. Ancak buralarda saglam bir bilimsel altyap1 ve bir haftada ¢ikan
kusursuz bir yayin i¢in yapilan sovlar ters etki yaparak arastirmanin degerinin kaybolmasina ve

arastiricinin itibarinin azalmasina neden olmaktadir.
Basaril1 bir yayin i¢in anahtar;

- Dogru mesaj1 bulabilmek (bilimsel markette yer alan tirliniiniiz),
- Hedef topluluga ulastigindan emin olmak (hastalar) ve

- Istenen etkiyi elde etmektir (birgok Kisi sizin {iriiniiniizii alir).

Yine finans diinyasindan baska bir 6rnek verecek olursak; bir yayin ¢ikarmak borsaya girmek
gibidir. Uriiniiniiziin gergek, dogru ve kanitlanmis olup olmadigini anlamak igin sik1 sekilde
diizenlenmis 6n incelemeler gereklidir. Uriin ayn1 zamanda uygun bir sekilde diizenlenmis ve
paketlenmis olmalidir. Son olarak, bunun size ait oldugunu kanitlamaniz gerekir. Saygin
borsalarin siki kurallari olsa da aragtirma yapmak icin fazla zaman ve enerjileri yoktur.

Ote yandan —simdi bilime donelim- 6zgiin, yenilikgi ve yeni bilgilerle ihtiyaglar1 karsilamaya

caligalim.



Makalenin hazirlanmasi

“Verba volant, scripta manent”?!. Hakemli dergiler bilimsel ¢alismalar1 sunmanin az gok
dayanikli, 6zgiin ve saygin yollaridir. Bunlar bilim insanlarin1 ve bilimsel gelismeleri
vurgulamak, degerlendirmek ve siralamak i¢in de en iyi segeneklerdir. Yayimlanmayan sonug

pratikte yoktur. Makalenin kabul tarihi, yayin tarihi de 6nceligi hakkinda bilgi vermektedir.

Ancak, bilim insanlar1 arasinda bir makale yazmak, géndermek ve inceleme siirecini yonetmek
cok da eglenceli bir dncelik degildir. Baslamayi, siirecin devamini ve detaylar1 belirlemeyi
ertelemek i¢in her zaman bir bahaneleri bulunur. Siirli, kontrol edilebilir, az veya cok kompakt
olan heyecan verici arastirmalarinin aksine makale yazmak nedense sikici bir eylemdir. Buna
pasiflik demek daha dogru olur ve maalesef yapilacaklar listesinin en sonunda yer alir.

Basarilmaktan ¢ok iptal edilir.

Bu boélimi yazarken bile benzer sorunlarla biz de micadele ediyoruz. O zaman sizlere
gectigimiz on yillar boyunca bu konuda bize yardimcei olan bir ¢6ziimii 6nerelim. Eger bu kitap
bittiyse, basildiysa ve elinize gectiyse bizim Onerimizi takip etmeniz ic¢in giiclii bir kanit

olusturmustur.

Bazi antik yaymlara gore; Tanr1 yedi glinde evreni yarattigina gore sizin de bir arastirma
makalesini yazmak i¢in daha fazla zamana ihtiyaciniz yoktur. Bu siiregte makale, ¢evrimigi
sohbetler, TV dizileri ve Avustralya Ac¢ik Turnuvasi gibi konularin iizerinde, oncelikler
listenizin en iistiinde olmalidir. Zorlu ama miimkiindiir. isin piif noktas1, bu biiyiik gorevi
yonetilebilir kiigiik parcalara ayirmaktir. Ug saatlik yogun bir ¢alismadan sonra giniin geri

kalaninda arka planda diistliniin.

1.Gun. Bugiin makalenizin kaderini belirleyecek iki énemli karar vermelisiniz. ilki verilecek
mesajdir. Umarim ki yeni, ilging, heyecan verici hatta daha iyisi kigkirtic1 bir ifade belirlemeli
ve bunu kanitlamalisimiz. Ifadeniz ¢ok giicliiyse iyi bir yayin igin bir tanesi yeterlidir. Iki ifade
yazmak isteyebilirsiniz ancak daha fazlasini yazmaym. Ug farkli yayin yazman okuyucunun
odak noktasini bolmekten daha iyidir. Bilim insanlari, Cinli bir ag¢inin aksine ayni zamanda li¢

farkli konuyu idare edemezler.

21 55z ucar, yazi kalir. (Cevirmenden not: Yazar burada ingilizce gevirisi igin 6ziir dilemektedir. Ancak, Latince
olarak verilen bu cimlenin karsilig: dilimizde bir Atasozi olarak yer almaktadir).



Agikgasi vereceginiz mesajin ham hali konu hakkindaki ¢alismalariizin ilk zamanlarindan beri
aklinizda; simdiki goreviniz ise bir elmasi kesiciyle derinlerde yatan 6zii ortaya ¢ikarmak. Bunu

da en fazla bir hatta iki cumleyle ifade edebilirsiniz.

Diger 6nemli bir konu ise dogru dergiyi se¢gmektir. Siz zaten birka¢ aday belirlediginize gore
kolay gériilmektedir, ancak son kararin dikkatle yeniden gdzden gegirilmesi gerekir. insanlarda
yardimci lireme yontemlerinin laboratuvar kismini kabul edecek olan maalesef ki sinirli sayida
10-15 adet, smirdaki 6nemli konulari?? da eklersek biraz daha fazla uluslararasi tanmnmis dergi

bulunmaktadir. Asagida deginilen konular g6z 6niinde bulundurulmalidir:

- Spesifik alan: kriyobiyoloji, laboratuvar teknigi, in vitro ve in vivo tekniklerin
kombinasyonu vb.;

- Biyikliik: tam metin arastirma makalesi veya kisa/teknik yayin (bu formatta birkag
dergi yayin kabul etmektedir);

- Bazi durumlarda, cografi konum: 6rnegin ESHRE ve ASRM dergileri yayinin yapildigi
bolgeyi gormek isterler;

- Format gereklilikleri ve kosullart: yonergelere uymamis makaleler yaymlanmis olsa da,
sizin yayminizdaki en kiigiik hata reddedilmesine neden olabilir;

- Stil konusundaki subjektif tercihleriniz ve o dergide yaymlanan benzer makalelerin

tercihleri.

En kritik noktalardan biri de derginin seviyesi, impakt faktort (IF) ile belirlenen kalitesidir.
Calismanizi ucuza satmayim. Makaleniz ¢ok kisa bir siirede kabul edilmisse muhtemelen
yayinmizin  degerini kiiglimsemissinizdir. Once makalenizi yaymlanabilir kategorideki
dergilerin iki ya da ¢ kategori Ustlindeki dergilere daha sonra da bir kategori altindaki (Sekil
22) dergilere gondermeniz en iyisi olacaktir. Tekrarlanan defalar reddedilmeler ve hatta hakem

oOnerileri bile ulagilabilecek en yiiksek impakt faktorlii dergiyi bulmaniza yardimci olacaktir.

22 Eger inanilmaz bir kesif yaptiysaniz Nature, Science, JAMA gibi en Ustte yer alan dergileri hedeflemelisiniz fakat
bu durumda bizim tavsiyemize ihtiyaciniz olmayacak, sizinle birlikte ortak yazarlik yapmak isteyecek bircok
gonlli bulacaksiniz.



Seviye ve strateji
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Sekil 22. Makaleniz i¢in dogru dergiyi bulmanin sematik siireci.

Makale kalitesine gore daha alt kategoride yer alan bir dergiye basvurdugunuzda ¢abuk kabul
alabilirsiniz. Bu durumda makalenizin impakt faktorii de diisecektir. En iist seviyedeki bir
dergiye basvurdugunuzda ise herhangi bir yorum olmadan reddedilebilirsiniz. Ikinci defa
bagvurdugunuzda bu sefer hakemlerin yikict ve moral bozucu yorumlariyla reddedilirsiniz.
Bazi noktalarda hakem elestirilerinin makalenizi diizeltmede faydasi olacaktir. Diizeltmeleri
yaptiktan sonra makalenizi bagka bir dergiye gonderin. Bu gonderimden sonra major diizeltme
onerilecektir. Her bir diizeltmeden sonra ¢aligmanizin degeri tekrar tekrar artacaktir. Sonunda
makaleniz énemli bir impakt faktorli dergide yaymlanabilir. Ancak isler sekilde goriildiigii
kadar basit ve sorunsuz degildir. Oldukg¢a travmatik ve sinir bozucu olan siire¢ bu boliimiin

ilerleyen kisimlarinda tartigilacaktir.

Cok yiiksek impakt faktorii olan bazi dergiler basvuru dncesi sorgulamalarda bulunur. Bu
comert teklif yazarlar1 gereksiz formatlama islerinden, gecikmelerden ve hayal kirikliklarindan
korur. Ancak asil amag farklidir: VIP’ler ve kurumlarin degerlendirme siireci devam ederken
acimasiz bir budama, potansiyel yazarlar arasinda ayiklama yapilmaktadir. Eger siz bu son
bahsedilenlerden degilseniz davet edilme sansiniz minimumdur (size Sayin VIP meslektagim
seklinde bir yaz1 gelmeyecektir). VIP iseniz bdyle bir seye ihtiyacimiz olmayacaktir. Ozetle bu
adimi atlayin, tam metinle basvurunuzu yapin, reddedilse bile kapsamli inceleme sansinizi

koruyun.



2.GUn. Bu gln gercek yazim iginin basladigi giindiir. “Yazarlar i¢in talimatlar” bolimiini
dikkatle okuyun. Gondereceginiz dergide sizin dnereceginiz makaleye benzer bir makale bulun.
Baslik sayfasini, hem talimati hem de 6rnek aldiginiz makaleyi kullanarak, istenen karakterde,
bosluk vererek, isimleri istendigi gibi yazarak, eklemeleri ve sorumlu yazar bilgilerini de
yazarak son (!) haline getirin. A¢ik isim, adres, kurum bilgileri gibi bazi bilgileri yazamazsaniz

buray1 isaretleyin ve devam edin. 30 dakika igerisinde bitirirsiniz.

iki buguk saatiniz kaldi. Ozet icin 150 dakika. Her kelime icin® neredeyse bir dakika ve her
satir i¢in 10 dakika. Bu yeterli olmalidir! Sadece devam edin. Yapilanan bir 6zet, bir anket
gibidir. Sorulari talimatlara ve 6rnek makaleye gore yanitlayin. Geleneksel 6zetler bir paragrafa
sigan mini makalelerdir: kisa bir girisi takip eden soru (2-3 cumle, 4-6 satir) ve ardindan
metodun kisa bir 6zeti, en 6nemli bulgularin bir listesi ve mantikli bir sonucu igerir. Aragtirma
makaleniz icin birinci giinde olusturdugunuz mesaja dayanarak bir sayfalik 6zet hazirlamak

sorun olusturmamalidir.

Yazarlarin listesini kisaca ele alalim. Calismaniza belirgin sekilde katki yapan tim arastiricilar
davet etmelisiniz. Bu oldukga 6nemlidir. Son zamanlarda uygulanan ve 6vgiiye deger bir egilim
listeyi kisa tutmaktir. Se¢im yaparken ve diger tim durumlarda hosgoriilii ve diplomatik olun.
Ortak yazarlar arasinda herhangi bir anlagmazlik varsa anlagsmalarini saglayin. Tarafsiz
kalmaya calisin. Eger anlagamazlarsa veya buna siz de dahilseniz danigmaniniza basvurun.
Herhangi bir anlagmazlik durumunda jiiri olmayn, bu sizin géreviniz degildir. Diger yandan,
danismaniniza bu durumu ¢6zmek ve yazar listesine dahil olmasini hakli ¢ikaracak énemli bir

rol?* verebilirsiniz.

Anahtar kelimeler arama programlari i¢indir. Bu programlar ayn1 zamanda bagliklar1 da tarar
ve siz makalenizin konusunu 6zgiin bir sekilde tanimlayan bes kelime bulamayabilirsiniz. Ayn
konu i¢in farkli bir kelime kullanmak (6rnegin, “bovine” kelimesi yerine “cattle”
yazabilirsiniz), bu ¢ok da zeki olmayan bilgisayar programlarinin ¢alismanizin uygunlugunu

belirlemesine yardimei olabilir.

3.gun. Su andan itibaren her giin, dikkatli bir sekilde tekrar okumalara baglayin, dnceki giinlerde

neler yapildigina dikkat edin ve devam etmeden 6nce gerekli diizeltmeleri yapin.

Giris b61Uma icin bir koca gliniinuiz var. Bize bunu yapamayacaginizi sdylemeyin. Bir giin 6nce

soruldugunda arkadasiniza (kesinlikle esinize degil) ne sOylediginizi hatirlayn.

23 Ortalama bir 6zet uzunlugu igin.
24 Belki de sadece bir kisi.



Arkadaglarinizla birlikteyken ictiginiz sarabin aynisindan aldigimiz bir kadeh, hafizanizi
yenilemenize ve elinizdeki kramplarin gegmesine yardimer olacaktir. Rahat, basit ve anlasilir

olun.

Referanslarla ¢ok fazla ugrasmayin; ya isimlerini yazin ya da parantez ig¢inde kisa notlar
ekleyin. Kisaltmalar konusundaki edebi kurali hatirlayin. Ik yazildiginda uzun haliyle
yazdiktan sonra yanina kisaltmasini parantez i¢inde ekleyin. Bu asamadan sonra Ssadece

kisaltma halinde kullanabilirsiniz.

Cok uzun olmasin. Konu hakkinda genel durumu anlatan bir paragraf, ele almak istediginiz
sorunu da iceren 6zel alanla ilgili bir paragraf ve sonunda bir veya iki climleyle sorunuz ve
yaklagiminiz hakkindaki son paragrafi yazin. Bazi yeni egilimlerin aksine, bir gerilim filminde
katili en bastan agiklamak gibi, biz de makalenizde sonuglarinizi ilk sayfada vermenizi

Onermiyoruz.

4.gun. Bugln Materyal ve Metot boluminl yazarken fazla heyecanlanmaniza gerek yok.
Calismaniza bagli olarak tek bir yontem olacagi gibi, dogrusal olarak diizenlenmis yontemler
zinciri veya ag seklinde planlanmis yontemler olabilir. Her sekilde, takip edilen yollar daha
once bagka yazarlar veya sizin tarafinizdan yaymlanmistir. Bu evreler i¢in ¢ok fazla kelime
harcamayin; bunlar1 “daha Once ..... tarafindan tanimlandigi gibi (...)” veya “kisaca...”
seklinde kisaca agiklayin. Ancak her bir yeni adim, detayli bir sekilde agiklanmalidir. Bu
boliimiin amaci, herhangi birinin kullandigimz bu teknigi acikladigimz sekilde® tekrar

edebilmesini saglamaktir.

Kullandiginiz kimyasallarin kaynag1 ve cihazlar, katalog numarasi, firma, sehir, iilke bilgileri
gibi detayli bir sekilde ve sadece bir defa belirtilmelidir. Ayni firmanin bir sonraki {iriiniine sira
geldiginde katalog numarasi ve firma ismini yazmak yeterli olacaktir. Hasta hakkinda bilgi
verecekseniz bir klinik uzmanini davet etmelisiniz. Doktor degilseniz, konu hakkindaki izin ve

kabul yazilar ile ilgili bu hassas konu hakkinda sorumluluk almamalisiniz.

Iki veya ii¢ anlagilmaz ciimleden olusan bir paragraf halinde verilen Istatistik, materyal ve metot

boliimiiniin ayrilmaz bir pargasidir.

%5 Endiselenmeyin. Elinizden gelenin en iyisini yapsaniz bile, kisisel iletisim kurmadan tekniginizi tekrar etmek
isteyenlerin %99’u basarisiz olacaktir.



5.gUn. Sonug boliimiinii agiklamak i¢in odaklanmak gerekir. Bu boliimii kisa tutmak en iyisidir.
Calismanizin degerini kanitlamak i¢in uzun bir boliim hazirlamaniz embriyolojide hos

kargilanmaz.

Bahane tliretmeden su ana kadar yazdiginiz her seyi tekrar okuyun, derin bir nefes aldiktan sonra
metot boliimiinde belirttiginiz siray1 takip ederek yazmaya baslaym. Sonuglar sizin ellerinizde.
Bu boliimde, yorum, agiklama ve tartisma yapmadan sadece sonuglarinizi agiklayin. Ihtiyaciniz

olan sey tarafsiz ve objektif agciklamalar olmalidir.

Sinirli sayida resim ve bunlara ait alt bilgi kullanin. Unutmayin ki okuyucularin neredeyse yarisi
tablolar, grafikleri ve akis semalarini okur ve bunlarin da ¢ok azi karmasik ayrintilart anlamak
icin zaman/enerji harcar. En 6nemli islemler ve bulgular icin sekiller kullanin ve detaylari
yazinin icerisinde verin. Buna karsin, kapsamli bilgiler i¢in tablolar kullanin ve metin iginde en

onemli olanina atifta bulunun. Ancak, bu asamada el yapimi eskizler ve tablolar yeterli olabilir.

Bu boliim sizin i¢in oldugu kadar okuyucular i¢in de zorludur. Kisa ve net climleler kullanin.
Her seyi olabildigince basit yapmaya calisin. Bitirdiginizde, bu boliimii birka¢ kez tekrar

okuyun. Paragrafin yapisi okuyucuya ¢alismalarin ¢er¢evesi hakkinda net bir yol gostermelidir.

6.giin. Tartigsma igin. Buglin basarinizi biiyiikk resmin igine yerlestirmek i¢in bilim insani
niteliklerinize ihtiya¢ duyulan giindiir. Bunun i¢in farkli birgok yol takip edebilseniz de sadece
miimkiin olan1 se¢gmenizi Oneririz. Biz baska bir giris yazmayi tercih etmiyoruz. Asil hedefinizi
ya da amaciniz1 agiklayan kisa bir climle ile baslayin, daha sonra elde ettiginiz bulgular1 adim
adim bilimsel literatiirde yer alan diger eserlerle karsilastirin. Bu ¢alismanin sorun hakkindaki
bilgilerimizi daha genis bir baglamda nasil degistirebilecegini agiklamaya ¢alisin. Eski ve yeni
hipotezleri dogrulayabilir ya da ¢liriitebilirsiniz ancak ifadelerinizde dikkatli ve miitevazi olun.

Son olarak 2-3 ciimlelik kisa bir Sonug¢ paragrafi hazirlaym.

Her zaman oldugu gibi ¢ok konusmamaya calisin. Yiizlerce yil 6nce, makalenin uzunlugu
yazarin alacagi Ucreti belirlerdi. Bu nedenle de bilim insanlar1 40-60 sayfalik yaymlar
hazirlarlardi. Simdi ise, uzun makaleler?® yayinlamak istiyorsaniz 6deme yapmak zorunda olan
sizsiniz. Desteklenmeyen hipotezlere yer vermeyin ve -kesinlikle gerekli olmadik¢a- heniiz
yayinlanmamis verileri kullanmayin. Daha da 6nemlisi, basarilarinizi abartmayin, miitevazi ve

tarafsiz olun ve heyecan duymay1 okuyuculara birakin.

26 Bircok dergi ticret karsihginda acik erisimli yayinlari kabul etmekte ve bu yayinlar inceleme/hakem siirecinden
daha rahat gegcmektedir.



7.g0n. Tanrilar icin bile geleneksel dinlenme giinli olmasina ragmen isinizi bitirmek
isteyebilirsiniz. Bu durumda yazdiklarimiz1 tekrar okuyun, ozellikle tartisma bolimi olmak
tizere tiim boliimleri diizeltin, heniiz son halini almasa da sekilleri daha diizgiin bir hale getirin
ve derginin gerekliligine gore birka¢ onemli referans eklemeye baslayin. Ortak yazarlara

dagitmak lizere hazir oldugundan emin olun.

Herkese ayn1 zamanda gonderin ve bir hafta gibi kisa bir zamanda incelemelerini isteyin.
Deneyimlerimize gore bu sekilde gondermek bireysel teslimlerden daha iyi olmaktadir. Bu
durumda onlar, birbirlerini ileri geri dizelteceklerdir. Tum 6nerileri ilk versiyon lzerinden
aldrysaniz ¢alismanizi tek asamada diizeltip her konu i¢in en iyi opsiyonlari segme sansina sahip

olursunuz.

Ortak yazarlar verilen bir haftalik siirecte makaleyi okurken siz de tiim referanslari ekler ve

gorselleri diizenleyebilirsiniz.

Hersey hazir oldugunda, metni son defa kontrol etmek iizere baskin ortak yazara (baslik
sayfasindaki son kisi olmasi gerekmez) gonderebilirsiniz. Daha sonra geriye gecikmeden

basvuruyu yapmak kalir.

Basvuru ve inceleme

Bu siire¢ tiim asamalarin en zorlu kismi haline gelebilir. ilk olarak, hayatimiz1 ilging ve zorlu
bir hale getirmek i¢in Yazarlara Talimatlar boliimii giderek daha karmasik bir hale getiriliyor.
Daha sonra da, gevirim ici gonderimde siireci tamamlayabilmek amaciyla?’ tekrarlanan sinir
bozucu denemeler i¢in yarim giine ihtiya¢ duyuyorsunuz. Bu sistemler, ¢alismanizin bilimsel
degeri ile ilgisi olmayan engeller koymakta, 6zglir zihni “herkese uyan bir okul {iniformasina”
sokmakta ve gercek bir yapay zekasizlik kadar kullanigsiz ve aptalca olabilmektedir.
Istatistikler saplantili bir hale getirilmistir, ancak kaynak materyalin farkli seviyede olusu ve
ozellikleri nedeniyle hesaplamalar pratikte her seyi kanitlayabilmektedir. Kaynak gosterme
formati pastanin iizerindeki kremadan yapilmis siis kadar degerlidir, ancak binlerce yildir
uzaklik, hacim ve sicaklik birimleri acisindan tek tip bir 6l¢ekte anlasamayan bir diinyadan ne

bekleyebilirsiniz ki?

27 Bilgisayarli diinyanin bilgisayarsiz diinyadan ¢ok daha iyi olmadigini kabul etmeliyiz. Bu durum ne daha hizli ne
de daha gergekgi. Sadece dikkatimizi dagitmak icin pek ¢ok firsat sundugu, orantisiz bir sekilde galistigl ve gercek
yasam aktivitelerimizden daha fazla zaman ¢aldigi icin farklidir.



O halde inceleme siirecinin kendisinden bahsetmeliyiz ki bu da olmas1 gerekenden yani objektif
bir kalite kontroliinden ¢ok uzaktir. Asirlik yaklasim ve yapi ilizerinde muazzam bir sekilde
artan bu gorevi artik yerine getirememekte ve bu gorev i¢in katkida bulunanlar ellerinden

gelenin en iyisini yapma konusunda gercekten motive olamamaktadir.

S0z konusu alanda sadece bir avug gergek uzman vardir ve bunlarin bazilari editoriin makaleyi
inceleme davetine bile yanit vermezler. Hakemin caligmasinin karsiliginin verilmedigini,
odiillendirilmedigini veya bu konuda 6deme yapilmadigimi®® unutmayin. Bu ¢alismanim tek
faydasi en son gelismelerden erken bilgi sahibi olmaktir ancak bu sadece teoride kalir, veriler
yaymlanmadan 6nce®® kullanilamaz veya paylasilamaz. Bir defa hakemlik yapma kabul
edildiginde kisa bir zaman i¢inde bunun ardi arkasi kesilmeyecek ve bu yilizden gelen makaleler
icin kapsamli bir degerlendirme yapilamayacaktir. Ardindan hakemler bu makalelere yiizeysel
degerlendirmeler iceren kisa ve alayci elestiriler yapacaktir. Diger hakemler ise bol zamani olan
ve itibar1 zamanla azalan emekli profesorlerdir. Gelen daveti kendilerini gostermek icin nadir
bir firsat olarak goriip, Snemli olmayan detaylarla ve dil hatalariyla ugrasirlar. Ugiincii grup ise
tek amaci sizi durdurmak olan sizin rakibinizdir ancak dikkate alinmas1 gereken bazi degerli

elestiriler yapabilirler.

Tarafs1z ve dogru bir inceleme tavuk disi kadar nadirdir ve ger¢ek amaci skandallar1 engellemek
olan editor tarafindan ciddiye alinmayabilir. Bunlarin genellikle bol miktarda iyi diizenlenmis,
derli toplu ancak hicbir bilimsel degeri olmayan ve ayni zamanda ileride impakt1 da az olacak
bircok makaleden olusan stoklari vardir. Sadece cesur ve saygin ve benzersiz bir otoriteye sahip
editorler gercek cevherleri arayip bazen hakemin goriisiine karsi gelerek deger bulduklar
makaleleri yayinlarlar. Bu saygin gruba dahil olan az sayidaki kisiler arasindan iki kisiden 6rnek

verecek olursak biri Sir Robert Edwards digeri de Sir [an Wilmut’tur.

Yanit giinler icinde gelebilir. Bu durumda, sonu¢ neredeyse her zaman negatiftir: reddedildi.
Bu mektuplar genellikle kisa ve iiziicii kismi disinda degerli herhangi bir bilgi icermeyen
bildirimlerdir. Bunlarla ¢ok ugragsmayin ve hayal kirikligina ugramayin. Bu bir bilim insaninin
hayatinin bir parcasidir. Karar ne olursa olsun her zaman aydinlik tarafa bakin. Mektubu
okurken bir sonraki adimi (diizeltme, bagvuru ve diger bagvuru) diisiiniin. Bu noktadan itibaren

yalniz hareket edin. Haberi kimseyle paylasmayin. Ilerlemek igin plan yapin. Simdi PATRON

28 Dergilerin son sayfalarinda bildirilen yillik hakem listesi hicbir sey ifade etmemektedir.
2% Eger yayininiz ¢ok degerli bilgiler iceriyorsa bunun hakem tarafindan vicdansizca ve siiratle kullanilacagindan
veya paylasilacagindan emin olabilirsiniz.



SiZ OLUN! Bir baska dergi bulun, formatini1 ona gére diizenleyin ve olabildigince kisa siirede

basvurunuzu yapin.

Eger bagvurunuzdan haftalar sonra ret cevabi alirsaniz bu durumda hakemlerin 6nerilerini goz
oniinde bulundurmaniz yararl olacaktir. Onerileri dikkate alin ancak koklii degisikliklerden de
kagmin. Diizenlemeleri yapip, istenen formatta degisiklikleri yaptiktan sonra makalenizi bir

hafta icinde yeni bir dergiye gonderin.

(Deneyimlerimize gore iyi makalelerin en az %70’1 en az bir defa reddedilmekte ve diizeltilmis

makalelerin %90°1 sonunda yayinlanmaktadir).

Yeni degerlendirme siirecinde aldiginiz Major revision yaniti ¢ok fazla isiniz oldugunu gosterir
ama yine de eger o dergiyle calismaya devam etmek istiyorsaniz —ki bu size baglidir, kabul
edilebilmesi icin hala %70-80 sansiniz olabilir. Cogu insan bunu yapar. Bu durumda
elestirilerin %80’ine olumlu tepki vermeye calisin ve Onerilenle tam olarak ayni olmasa da
makaledeki ilgili bolimii degistirin. Tamamen kabul etmeyeceginiz kalan %20’lik kisim i¢in
ise diplomatik ve hosgoriilii olun. Agik yiizlesmeden kaginmaya ¢alisin, tarafsiz kalin, Kibirli
elestirilere siz de bu sekilde yanit vermeyin. Editorler sizin esnekliginizi ve hazir oldugunuzu
odullendireceklerdir. Tim degisiklikleri belirtirken ve bunlara ayri ayri yanit verirken

tepkilerinizde dikkatli olun.

Yeniden gonderim igin bir sure (3-4 hafta) bekleyin aksi takdirde ylzeysel olmakla

suclanabilirsiniz.

Mindr revision ise laboratuvarinizin soguk odasina bir sise kaliteli sampanya®® ¢ikarmanizi
ancak heniiz agmamanizi ifade eder. Siirecin geri kalaninda talimat ve onerilere ihtiyag yoktur.

Sadece icgudulerinize gore hareket edin.

Ozetle, bu paragraflarin arastirma ve yayin konusundaki sorunlarimzi ¢dzmede c¢ok fazla
yardimci olmadigini biliyoruz. Yine de miicadelenizde yalniz olmadiginizi bilmek bir rahatlik
saglayabilir. Kurallar1 ve kosullar1 degistirme sansimiz yok ancak hayatta kalmanin yollar1 var.

Size bol sabir ve 1srar diliyoruz. Buna ¢ok ihtiyaciniz var.

30 Bir Taittinger sizi asla hayal kirikhigina ugratmaz (ticari cikar bulunmamaktadir).



Sunum

Dersler hakkinda gergekten konusmaya ihtiyacimiz var mi1? Genel goriise gore bunlar sadece

s6z1%! olarak sunulan makalelerdir.

Bu yaklagim, bilimsel konferanslarin oturumlarini yari1 bos siralarla ve dikkati dagilmis
izleyicilerle birlikte sikici hale getiriyor. Diger yandan bu durum, dersinize oOzel ilgi
gosterilmesi nedeniyle size ve katilimcilara canlandirici bir firsat sunmakta, ayrica ¢alisma ve

deneyimlerinizin taninmasi i¢in de bir olanak saglamaktadir.

Bu alt boliim, kitabin organik bir pargasi olmayabilir. Ozellikle embriyoloji galismalartyla
ilgilenmiyor veya su anda yaptiginiz ¢alismalardan memnunsaniz bu boliimii atlayabilirsiniz.
Gorevi zor bulan veya kendini gelistirmek isteyenler i¢in asagida sunulanlar onlara yardimci

olacaktir.

Ik 6nce makaleler ve derslerin ¢ogu yonden tipki romanlar ve dizilerde oldugu gibi birbirinden

belirgin sekilde farkli olduguna agiklik getirmemiz gerekiyor.

Tablo 1°de énem verdigimiz konular dzetledik®2.

Makale (Roman) Ders (Drama)
Temas Dolayl, kisisel olmayan Dogrudan, kisisel
Medya Yazili Multimedya (gorunt, ses ¢cok 6nemli)
Bilgi Akist | Tek yonlu Cift yonli (s6zll + sozsiiz)
Goriis Tipik olarak tarafsiz Onyargili, ikna edici
Ortam Dogal Duygusal, biraz ylizeysel
Cerceveler | Tanimh Esnek
Etkinlik Alakasiz Essiz

Tablo 1. Makale ve ders arasindaki farklar.

Bilimsel bir dersin yazarinin, tasarimcisinin, yonetmeninin ve bagrol oyuncusunun ayni kisi
oldugu tek kisilik bir sov oldugunu da eklemememiz gerekiyor. Buradaki tek yardimciniz iyi

se¢ilmis bir sunum programidir3,

31 Alternatif kelime bazi uygunsuz kuruluslarca kullanildig icin bizim favori kelimemiz degildir.
32 Bircok istisna bulundugunu biliyoruz. Burada tipik 6zelliklerden bahsedilmistir.
33 PPT hig de bariz bir secim degildir, bazilari PREZIyi tercih etmektedir.



Calisma slayt gosterisini tasarlamakla baslar. Bir mesaj tanimlayin ve ardindan onu 6nerilen
duruma ve beklenen kitleye gore ayarlayin. Her zaman oldugu gibi, yapilmasi gereken ve

yapmamaniz gerekenleri oneriyoruz.
Yapin;

- Konulara ve mesajlara gore alt boliimler yapin,
- Takip edilmesi kolay bir yap1 olusturun,
- Slaytiniz1 ilk bakista kolayca goriilebilecek sekilde hazirlayin,

- Sunumunuz a¢ik ve mantikli olmalidir.
Unutmayin ki dinleyiciler bir dnceki sayfaya geri donemez!

Yapmayin;

Kaybolmayin, izleyici sizin sunun siiresince nerede oldugunuzu bilsin,

- Cok gerek olmadikg¢a detaylara girmeyin,

- lzleyiciyi abartmayin veya kii¢iimsemeyin,

- Verilen zamani agmayin (basitce; her slayt i¢in bir dakika)

- “sizin i¢in ayrilan zamanin kisa olmasi nedeniyle” sikdyet etmeyin, 6ziir dileyin. Bu

sizin sorununuzdur. Cozun.

Slaytlariniz1 basitlestirin; kompakt ve seffaf olsun. Her slaytin tasarimi, arka plani, karakteri ve
gorselleri benzer 6zellikte olmalidir. Arkalarda oturan izleyicileri diisiinerek kiiclik karakter
kullanmaym. Asir1 kalabalik gorsellerden kagimin. Google’1 diisiiniin. Basarilarinin arkasinda

son derece basit ve anlasilir diizenlemeler yatmaktadir.

Diger yandan slaytlariniz1 ilging hale getirin. Statik prezentasyonlar1 unutun, animasyonlar
kullanin. 21.yiizyildayiz. Dikkatinizi gercekten ilgilendiginiz climlelere ve konulara odaklayin.
Heyecan verici ve alisilmadik bir seyler eklemeye calisin, ancak miitevazi ve dikkatli olun,

saglikl bir denge kurun.

Hazirlik asamasi slaytlar bittiginde son bulmaz (bu ¢ok 6nemlidir ancak ¢ogu zaman goz ardi
edilen bir gercektir). Cogu deneyimli konusmaci yeni sunumu igin ilave egitimler alirlar.
Aktorlere gelince, 6grenme ve prova yapmak i¢in bir¢ok yol vardir. Burada sadece bir

yaklagimdan bahsedecegiz.

Slaytlar1 hazirlamay1 -8.giinde yani toplanti ve yolculugunuzdan 8 giin 6nce tamamlayin. Bir

zamanlayici ve diziistii bilgisayarinizla birlikte bos bir odaya gegin (evde?), hayali dinleyiciyle



yliksek sesle konusmaya baslayin. En zoru ilk bes dakikalik siirecidir. Akici hale gelene kadar
tekrar tekrar basa doniin ve sonuna kadar devam edin. En iyi ifadenizi bulmaya ¢alisin ve bunu
unutmayin. Uzun climleler kurmayin, her seyi duyulabilir ve agik halde sunmaya ¢aligin. Akici

bir sunum igin gerekirse slaytlarda degisiklikler yapin (genellikle ¢ogunda gereklidir).

Bunu her giin en az 1 saat yapin. -6.giin hata yapsaniz bile sadece kendinizi diizelterek

durmadan sonuna kadar devam etmeye ¢alisin.

-4.glinden itibaren ekrana bakmadan, “birine” (oyuncak, resim) bakarak konusmaya c¢aligin.
Oturmayin, ayakta durun. Sozlerinizi desteklemek icin abartmadan ellerinizi kullanin.
Isaretleyici kullanirken miitevazi olun, zaten hazirladiginiz animasyonlar onun roliinii
Ustlenecektir. Isaretleyiciyi kisa siireligine ve amacina uygun olarak kullanmn. Sonsuza kadar

sunumunuzun {izerinde duracak olan kirmizi nokta tiim performansinizi mahvedebilir.

Bu noktadan itibaren retorik hileler kullanin. Asil amag¢ dinleyicinin uyumasini 6nlemektir.
Amaciizin bilgi aktarmak degil, dinleyiciyi ikna etmek oldugunu unutmayin. Sunumunuzu bir
gorev olarak degil, bir zevk, giizel bir an ve firsat olarak goriin. Olumlu, tutkulu, hevesli ve
biraz da benzersiz olun. Tiim viicudunuzla dinleyiciye dogru doniin. Onlar1 motive edin,

kiskirtin ve giiliimsetin®*.

Unutulmamasi gereken en dnemli nokta dinleyicilerin sizin gergin oldugunuzu anlamasina asla
izin vermeyin. Izleyici gergin konusmaciy1 sevmez. Videonun ¢aligmamasi vb. gibi teknik
sorunlar oldugunda sakin olun, tutumunuzu degistirmeden bekleyin. Bu sizin sorununuz
degildir. Moderatoriiniiziin Onerilerini takip edin. (Burada sahne davraniginiz iizerinde

konusuyoruz. Sahne arkasinda sizin i¢in ayrilan yerde buna hazirlanmaniz gerekir.)

-2.giinde, kii¢lik bir gruba, calisma arkadaslariniza canli bir pratik i¢in konusabilirsiniz. Bunu
yapmak ozellikle “hayatta bir defa” alinacak bir davet i¢in dnemlidir. Basarili olursaniz birgok
kisi tarafindan takip edilirsiniz. Bu pratigi bilgisayar karsisinda yapmayin; projektor, ekran,
koltuklar ve konusmaci ekrani gibi ihtiyaciniz olan her seyi gergek bir konferansta oldugu gibi

hazirlaym. Sorulari dinleyin, bunlarin yanitlari igin alistirma yapin ve tiim 6nerileri ciddiye alin.

Simdi konferanstayiz. Ozellikle sunumunuzdan &nce bunun turistik bir gezi olmadigim

unutmayin. Kaydinizi yaptirdiktan sonra oturumunuzla ilgili tiim bilgileri ve sizin konunuzla

34k sesli glilme basarinizin isaretidir. Ancak bunu bazi iilkelerde basarmak oldukca zordur.



ilgili olan tiim 6zetleri okuyun. Eger gerekirse sunumunuzda veya konusmanizda son dakika

ayarlamalar1 yapin.

Oturumunuzdan hemen Once, sunumunuzu gerceklestireceginiz alan1 ziyaret edin.
Bilgisayarlar, ekranlar, mikrofonlar ve isaretleyiciler gibi her seyi kontrol edin. Benzer
oturumlart izleyin, yerel diizenlemelere, kiyafet se¢imlerine, soru ve yanitlara dikkat edin.
Sunum dosyalarimizin giivenli bir sekilde sisteme yiiklenmesi i¢in ilgili teknik personelle

gorisiin. Herhangi bir endiseniz varsa tiim dosyay1 onlarin sistemlerinde gormek isteyin.

Oturumunuzdan 15 dakika Once sunum alaninda olun. Bu, son dakika gelismeleri ya da
sorunlart 6grenmeniz i¢in gerekli olabilir. Potansiyel bir kibarlik gostergesi olarak kendinizi

oturum baskaniniza tanitin.

Son olarak, kiirsiiye ¢iktiginizda rahatlayin. Her seyi onerildigi sekilde yaptiysaniz sizin igin

harika bir zaman olacaktir. Giilimseyin ve kendiniz olun.

Sunumdan sonra, sorular1 dikkatle dinleyin ve maksimum 1 dakikada ve yaklasik bes climleyle
yeterli ve kisa yanitlar verin. Bir bagka sunuma dogru gitmeyin. Diplomatik, kibar ve ayni
zamanda da gerekirse sert olun. Cok énemli bir tavsiye: Yanitiniza asla “Bu iyi bir soru...” gibi
aptalca bir climleyle baglamayin. Gerek yok, hatta rencide edici bile olabilir. Meslektaslariniz

neden kotii sorsunlar ki? Bu sekildeki yaklasimlar genellikle yaniti bilmediginiz anlamina gelir.

Sunumunuzla olusturdugunuz profesyonel imaji yok etmemek i¢in, rahatlama, yorgunluk,
mutluluk veya hayal kiriklig: belirtileri gdstermeden kiirsiiyli dogal ve organize bir sekilde terk

edin. Son uyar1: mikrofon ve isaretleyiciyi alip gotiirmeyin.

Oturumdan sonra, size ulasan herkesle nazikc¢e konusun. Iletisim bilgilerini sorun; devam
edecek olan goriismeler sasirtict sonuclar dogurabilir. Diger yandan, kigkirtici hi¢bir soruya

yanit vermeyin. Oyun bitti!



12.

DUZELTME VE ONLEME

Dinyada yaklastk dort milyon farkl tiirde hayvan ve bitki bulunmaktadir.
Hayatta kalmalart igin de dort milyon farkli ¢oziim bulunmaktadir.

David Attenborough

Problemlerin ¢6ziimii i¢in “deneme-yanilma” yaklagimini zaten 6nermistik, simdi ise en biiyiik
ogretmenlerimizden ve idollerimizden biri, takip edilecek bir 6rnek olarak evrimi isaret ediyor.
Tek sorun su ki laboratuvardaki sorunu ¢6zmemiz i¢in 3,5 milyon yilimiz yok. Yine de saburli,
israrct ve dikkatli olmamiz gerekiyor. Oldukca karmasik bir biyolojik sistemle calisiyoruz ve

dinyadaki en 6nemli seyden sorumluyuz. Bu fiyaskoyu goze alamaz ve riske atamayiz.

Sabur, 1srar ve dikkat. Bu kelimeler 10.Bdliimde tistiinde durdugumuz $6valye ruhuyla belirgin
bir sekilde celismektedir. Evet katiliyoruz. Bu durumun tamamen farkindayiz. Iginde
bulundugumuz durum i¢in uygun davranisi belirlemek bizim hayatimizin bir pargasi. Neyse ki,
giinimiiz embriyologlar1 islerine asla sifir bir gecmis ve destekle baslamiyorlar. Rutin
caligmalarimizda izlenecek yol bellidir. Ancak, zorlu miicadeleler iki 6zel durumda ortaya

cikar: eski yontemler ¢alismadiginda veya yeni bir yontem devreye girdiginde.
Problem stireci

Bu, tiim embriyologlar i¢in bir kabustur. Calisan bir teknik veya calisma agamas1 ¢oktiiglinde,
beklenmeyen sonuglar ortaya c¢ikar ve ne yaparsaniz yapin bu sekilde kalir. Bu siiregler
beklenenden daha fazla karsimiza ¢ikar. Ciddiye alinmis ve iyi ¢alisan bir kalite kontrol

mekanizmasi bunlarin ¢gogunu 6nleyebilir ancak tiimiinii ortadan kaldiramaz.

Cogu laboratuvarda kalite kontrol kurallar1 yetkililer tarafindan imzalanmis kullanim
kilavuzlarinda belirtilmistir. Embriyolojideki el kitaplarinda detayli talimat ve Oneriler
bulunmaktadir. Eklemek istedigimiz tek nokta, bu protokollerin ve idari gorevlerin temel
amacinin yasal sorumluluklardan kagmak i¢in degil, embriyo tiretimini verimli ve sorunsuz bir

sekilde stirdiirmemize yardimci olmasi igin gerektigidir.



Bunu yapma 6zgiirliigiine sahip oldugunuz yerde herhangi bir hata yapmay: engelleyecek yeni
bir durumu gelistirmeye ¢alisin. Her seyi mantik ¢ergevesinde, basit ve kolay bir sekilde yapin;
gereksiz seylerden kaginin. Caligma alanlarini, tezgahlari, gekmeceleri raflari, depolama alanini
titiz bir diizen i¢inde koruyun, kimyasallarin kaydi ve uygun bir sekilde saklanmasi i¢in son
derece dikkatli olun, tiim bakim tarihleri ve zamani gelen isleri kayit altina alin. Ayrica, dikkate
deger eski bir kuraldan bahsedelim; bir cihazin kontroliinii bu cihaza birakmamak daha iyidir
— miimkiinse bagimsiz cihazlar kullanin. Ancak, kontrol prosediirlerinin normal is akisinizi ve

oosit ve embriyolar i¢in olusturdugunuz en uygun ortami engellemesine izin vermeyin.

(Cozlimlerinizi giivenli ancak kesfedilmemis bir sekilde kontrol etmenin bir yolu da kutu tipinde
orta boy -80-86°C’lik dondurucu almaktir. Saygideger meslektasimiz Daniela Branda ‘niin
Danimarka’da yaptig1 ¢alismalara ve diinya ¢apinda birgok laboratuvarin da birgok defa
dogruladig: gibi, kullanima hazir IVF medyumlarindan, en basit PBS’ten en karmasik albumin
veya serum ilaveli TCM-199’a, hormon veya diger katki maddelerine kadar tiim bu kimyasallar
yukarida bahsedilen sicakliklarda siiresiz olarak saklanabilmektedir. Tek yapmaniz gereken,
calistig1 kanitlanmis tiim medyumlariizi alikotlar halinde kiiglik miktarlarda dondurmaniz ve
ihtiya¢ duydugunuzda kontrol olarak ¢aligmanizdir. Bu yaklagimdan bahseden makale dnde
gelen dergiler tarafindan defalarca reddedildigi i¢in, dondurdugunuz medyumlar1 giinliik
caligmalarda kullanmanizi Oneremeyiz fakat diisiik kaliteli bir sevkiyat veya bilesimden
kaynaklanan herhangi bir sorunun nedenini ve yerini belirlemek ve ortadan aldirmak igin bu
kontroller son derece 6nemli bir yere sahip olabilirler. S6z konusu yeni medyumunuz,
dondurulmus kontrolle karsilagtirildiginda daha diisilk embriyo gelisimi sagliyorsa sorun

medyumdadir.

Boliim 10°da bahsedildigi gibi; erisilebilir, 1yi tasarlanmis ve giivenilir hayvan modeli ¢ok
degerli olabilir. Ancak farkli konular i¢in farkli hayvan tiirlerinin se¢ilmesi gerekir. Embriyo
kiiltiirli igin s1gir muhtemelen en giizel modeldir. insanlarda kullanilan gogu basarili medyum
sigirlardaki analoglaria benzemektedir. Ote yandan, popiiler murin modeli ise 6nemli hatalarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Murin embriyolari insan ya da sigir embriyolarina gore daha
toleranshidir. insanlar igin iyi olan ne ise fareler igin de iyidir ancak fareler icin iyi olan insanlar

icin iyi olmayabilir.

Benzer bigimde, bu durum embriyo kilturd icin de gegerlidir. Vitrifikasyonda ise durum daha

karmasiktir.



Son pratik Oneri olarak- sessiz katillere dikkat ediniz. Deneyimlerimize gére en énemli iki
sipheli, yag ve DMSO’dur. Kiiltliriinlizde diizensiz sekil bozukluklarini izleyen
dejenerasyonlar ve 6liim goriirseniz, yeni bir seriye veya baska bir firmaya ait yag kullanmaya
baslayin. insan laboratuvarlarinda muhtemelen DMSO sayesinde son kullanim tarihine kadar
kaliteyi sabit tutan kullanima hazir vitrifikasyon soliisyonu kullaniyorsunuz. Ancak, kendi
medyumunuzu hazirlamak istiyorsaniz yavas bozulmayi ve oksijenle temas nedeniyle

formaldehit olusumunu engellemek i¢in mutlaka o anda agilmig DMSO ampulleri kullanin.

En yiiksek uyar1 ve dikkate ragmen sorunlar meydana gelebilir. Bir noktada, bizim sigir
embriyosu Oretim sistemimiz “is atumiz” olan Hercaus marka karbondioksitli
inktbatorimuizdeki (in vitro maturasyon ve medyum ekilibrasyonu igin kullaniliyordu) fan
arizasi nedeniyle ¢coktli. Her seyi degistirmemize ragmen sorunun ne oldugunu haftalar sonra

kapak agildiginda ortaya ¢ikan kokudan belirledik.

Dogru kayit tutmak, kimyasallar1 kontrol etmek cihazlar1 diizenli bakima almak ariza sayisini
en aza indirmeye yardimci olur. Mantikli bir sorun giderme yaklasimi ile sorunlari
belirleme/ortadan kaldirma siireci kisalir. Laboratuvarda sorun yasadiginiz siiregte evinizde

kaderinizi degistirebilecek hatalar yapmaktan kagimnin.

Teknoloji transferi

Bulusla karsilastirildiginda, baskalari tarafindan oturtulmus tekniklerin kazanilmasi daha kolay
goriilebilir. Ne yazik ki Oyle degildir. Aksine, giiniimiiz klinik embriyolojisinde farkli
laboratuvarlar arasinda kabul edilemez farkliliklara neden olan ve laboratuvarlarin genel
verimliligini tehlikeye atan teknoloji transferinin yetersizligi olduk¢a 6nemli bir konudur. Alict

ve vericilerin oldugu her iki taraf da etkilenir. Ancak asil sorun siirecin kendisindedir.

Goriiniiste basit ve oldukca ilkel bir yontem olan vitrifikasyonu ele alalim. Herkes birkag saatte,
en fazla giin igerisinde bunu 6grenip uygulayabilir. O zaman diinya ¢apinda yerlesik bir
teknoloji yerine neden orijinalinden ciddi bir sekilde 6diin veren diizinelerce yeni siiriimler
goruyoruz? Kabul edilebilir bir etkinlige ulasmak i¢in neden aylarca siireye ihtiyag var? Ve
neden laboratuvarlar arasinda yillar siiren siirekli uygulamalardan sonra bile belirgin farkliliklar

var?



[Ik olarak, vitrifikasyon goriildiigii kadar basit degildir. Tipki manuel vitesli bir araba
kullanmak gibi, 6grenmek i¢in dikkat edilmesi gereken bir¢ok sorun, tuzak, hile bulunmakta ve

bunlarin iistesinden gelmek i¢in ¢ok fazla pratik yapmak gerekmektedir.

Ikincisi, lisansl siiriicii okullarimiz ve kat1 sartlar1 olan resmi smavlarimiz yok. Farkli sekilde
araba kullanan ve uygunsuz hareketleri para cezasiyla cezalandiran, diskalifiye eden veya hapis
cezast veren bir polisimiz yok. Araba kullanmak tehlikeli ve insan hayati risk altindadir

diyebilirsiniz. Peki ya vitrifikasyon?

Her IVF laboratuvarina silahli polis memurlari gondermek istemiyoruz, fakat deneyimlerimize
gore alici laboratuvarlarin hazirliklar1 yeterli seviyeden daha diisiiktiir. Bunlarin sabur,

devamlilik ve 6zen de dahil olmak iizere tutumlariyla ilgili ciddi sorunlar1 bulunmaktadir.

Prosediirtin bagiscilar farkli bir sorun anlamina geliyor- IVF’in ticarilesmesiyle birlikte aradaki
fark kapandigi i¢in potansiyel rakiplere yardim etmek, klinigin ¢ikarlarina ve politikalarina
aykiri olabilir. Boyle bir kisitlama olmasa bile, bunlarin kati1 programlar1 ve sinirlt altyapiya

sahip olmalar1 konuyu digerlerine 6gretmeyi sinirlamaktadir.
Gunumuzde teknoloji transferi asagidakilerle sinirlidir;

- Cok ender Ornekleri olsa da, konu hakkinda ¢ok yiizeysel egitim almis ve size fazla
zaman ayiramayacak olan distributorler,

- Herkesin kahve, yiyecek ve promosyonlara odaklandigi toplantilar,

- Asil amaci konuya ilgi ¢ekmek olan ancak 6gretici olmayan konferans sunumlari,

- Cogunlukla sosyal etkinliklerle siislenmis kisa ve ¢ok kalabalik at6lye caligmalari,

- Onemli detaylara odaklanmay1 engelleyen ¢ok kisa veya ¢ok uzun kilavuzlar,

- Higbir geri bildirim sansinizin olmadig1 Youtube videolar1 ¢ok yiizeysel ve diizdiir.

Teknolojinin en iist seviyede kullanildig1 bir laboratuvart birkac¢ haftaligina ziyaret etmek
yukarida belirtilen kosullar nedeniyle birka¢ sanshi insanin sahip olabilecegi nadir bir
ayricaliktir. Profesyonel danismanlarin az ya da ¢ok fayda saglamaktadir ancak bunun igin ilgili
boéliimde en az bir haftaya ve ilerleyen donemlerde ¢evrimigci egitimlere ihtiyag vardir. Cogu
klinik bu zaman ve masrafi karsilayamaz. Diger yandan teknoloji transferinin en yaygin yolu,
konu hakkinda orta derecede bilgisi olan kisiler arasinda yapilan zincir egitimdir. Burada teknik

her adimda biraz daha asindig1 i¢in sinirli bir degere sahiptir.



Durumu basitlestirirsek: medyum, petri, yag, pipet vb. gibi iriinleri firmalar saglar ve
sonrasinda embriyologlar onlarla istediklerini yaparlar. Biraz abartili olabilir ama bes kitada

edindigimiz tecriibeye gore ger¢ek bundan ¢ok da uzak degildir.

Bir secenek

Cogu kidemli embriyolog, isletim sisteminden, marka ve modelden bagimsiz olarak mobil
telefonlarin (cep telefonu) yliksek oranda embriyotoksik oldugu konusunda hemfikirdir. Bazi
klinikler, bunlarin kullanimini hatta fiziksel olarak bulundurulmasini yasaklamistir. Bu konuda

daha fazla hemfikir olamayiz. Ancak size 6zel bir muafiyet onerelim.

Bir konuda uzman veya danigsman olan kisiler tiim laboratuvarlar1 ziyaret edemez ve orada siz
yeni metodu 6grenmeye ¢alisirken haftalarca egitmenlik veya kogluk yapamazlar. Ancak bu
durum i¢in size masrafsiz ve uzmanlarin fiziksel varligini gerektirmeyecek kestirme bir yol

Onerebiliriz.

Bolim 8’de aciklandigr gibi, OPS vitrifikasyonu gergeklestirmek i¢in bir zamanlayici
tarafindan diizenlenen akis ¢izelgesine gore, gereken her seyi size sdyleyen mobil bir uygulama
gelistirdik. Uygulama metin, ¢izim, resim ve videolar kullanarak zamaninda size bol miktarda
bilgi saglar. Ekilibrasyon ve ¢ozdiirme gibi ¢alismanin bekleme siireglerinde yontemin bilimsel

arka plan1 hakkinda ilgili agiklamalar1 saglar.

Buna gore yapmaniz gereken tek sey mikroskobun basina gegmek ve kogunuzun verdigi
talimatlara gore caligmaktir. Burada kogunuz mobil bir uygulamadir. Bu uygulama bir kitapgik,

video veya rehber degildir. Uygulama size;

- Tam vitrifikasyon-¢ozdurme strecinde adim adim ve anlik talimatlar verir,
- Enuygun yolu segmek icin kisisellestirilmis ve interaktif bilgi sunar.
- Konuya iligkin daha genis bilgi, gorlis ve Onerilere ulagsma olanag saglar,

- Uriinii yapan ve iiretenlerle dogrudan temas saglar.

Bu uygulamanin son care oldugunu kesinlikle sdyleyemeyiz ancak bir adim 6nde olmasini
umuyoruz. Sizlerden gelecek Oneri ve goriislerinizi bekliyoruz. Bu sayede, teknoloji
transferiyle daha etkili sistemler ve gelismis laboratuvar ¢alismalari i¢in daha iyi yaklagimlar

bulabiliriz.
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Step 1 - Equilibration and Cooling Requirements

Equilibration of Embryos What is needed

Tasks to start the 13t equilibration step are shown in To obtain from VitaVitro Co., Ltd., Shenzhen, China)
the video and listed below.
- OPS and container straw sets

Vitrification and warming kits

oI

Straw sealer
- Straw cutter

OPSbox
START VIDEO Forceps (have more pictures - is there
more space?)

Add LN2 to OPSbox, insert a container straw Other requirements
for pre-ccoling.
Remove oocytes from the incubator - Embryo laboratory with 25°C room temperature

Make a 50 yl HHM drop inthe lid of a
60mm Petri dish.
Add oocytes in a minimum volume (a)

Stereomicroscope (no heated stage is needed)
- 20 and 200 pl micro-pipettors with tips
- Transferpettor or analogue embryo handling device

o — e, - 60 mm diameter Petri dishes for equilibration
& - @ O\ 30 mm diameter Petri dishes for warming
/ ’ = \ - Nunc four-well dishes for rehydration
{ \ f L,/:\' \ Pre-incubated dishes for culture after
| W | cryopreservation
! ! ' - Liquid nitrogen (factory-derived, unused)

. "a | ~._ b

Add a 100 pl drop of HV1, and merge the

Sekil 23. Sirastyla Android ve i0S i¢in QR kodlariin oldugu OPSapp uygulamasindan

goruntdler.



13.

GOREVIMIiZzZ

Ylksek teknoloji mi? Unut gitsin. IVF diisiik bir teknolojidir.
Rodney Wade

Samildig1 kadar iyi mi?

2018 yilinda Louise Brown’in dogum giiniinii ve bilimimizin konusu olan insanlarda yardimci
iremeyi kutladik. Kisa bir slire dnce bu nedenle konusunda onde gelen dergilerde 6zel
makaleler yayinlandu. Fertility and Sterility dergisi, kendi 6zel alanlarini inceleyerek “en 6nemli
ilerleme”, “Onemli Glglide gelisme sagladi”, “en kapsamli gelisme”, “muazzam derecede” ve
“temelde” vb. gibi climleler kullanarak 140 sayfalik bir yazi yazan 66 bilim insanini davet etti
(Niederberger et al., 2018). Burada yer alan tiim yazilar parlak gelecegin altin1 ¢izerken

gegmiste yapilan uygulamalar konusunda iyimser ve mutluydu.

Cizilen bu resim halk arasinda iyi satiyordu. Memeli embriyolojisi, meslekten olmayanlar
tarafindan genellikle son derece karmasik araclara, miikemmel sekilde standartlastirilmis
yontemlere ve vyenilik¢i becerilerle birlikte blyltk bilgi birikimine sahip Ust dizey
profesyonellerin yaptigi bilimin en u¢ noktasi olarak kabul edilir. Elde edilen basarilar,
muhtesem olarak tanimlanmakta ve bilgi teknolojileri, uzay arastirmalar1 veya teorik fizik
alanindaki tiim disiplinlerin basarilariyla esit veya daha iist seviyede degerlendirilmektedir. Bu
konuda diinya digindan bir elestiri alirsak bu bizi ¢ok hizli ilerlemeler yasandigi i¢in, ¢ok iddialt
hedefler belirlendigi i¢in ve tehlikeli basarilar elde edildigi i¢in sugluyor olacaktir. Gelisimdeki
gecikmeler, diisiik yaraticilik, zamani gegen metotlar ve primitif yaklasimlar hi¢bir zaman
tartisilmamakta ve bilim alanimizin problemleri ¢6zme konusundaki diisiik etkisinden kimse

bahsetmemektedir.

Onemli Amerikan dergilerindeki yaymlar1 sorgulamak gibi bir niyetim yok. Sadece alinti
yapilan 643 referansin bir tanesini kacirdik. O da Gleicher’in bir 6nceki yil ayni dergide

yayinlanan makalesiydi. Bahsettigi konular iki yil sonra acik erisimli bir makalede daha



aciklanmistir (Gleicher et al., 2019). Bu konu ABD’de 1995-2016 yillar1 arasinda taze ve otolog
IVF sikluslarmin durumunu yansitiyordu. Makale, bu siirecin erken donemlerde ¢ok belirgin
bir yiikselisi, daha sonra bir siire en yiiksek seviyede seyredisini ve 2013’ten sonra keskin bir

sekilde azaldigin1 vurguluyordu.

Ingiltere’de bir baska sorundan bahsedelim. Ocak 2020’de popiiler bir gazete olan Daily Mail,
Ingiltere’de bireysel IVF kliniklerinin en kotii ve en iyi basar1 oranlarmi yayinladi. Canli
dogum/baslayan siklus orani arasindaki fark 3,6 kat farkliyd: (sirasiyla %12 ve %43). Bu iki
klinik arasindaki mesafe arabayla 50 dakika siirmektedir. Insan Fertilizasyon ve Embriyoloji
otoritelerinin istatistiklerine gore, bu sonuglarin hi¢ birinin geri kalanlardan farkli olmadig1 ve

incelenen diger 77 klinigin verimlilik egrilerinin esit dagildig: belirtilmistir.

Verilen bu ornekler gercekten “son asamada” ya da en azindan miimkiin oldugunca iyi

oldugumuz konusunda baz siipheler olusturmaktadir.

Gorunen o ki ART, infertilite ve bununla ilgili durumlar1 tamamen ¢ézemeyecektir. Herkesin
ihtiyact oldugu bu karmasgik teknolojileri olumsuz yonde etkileyen ciddi bir¢ok eksternal faktor
bulunmaktadir (Ombelet, 2014)(Parikh, 2013). Yardimci tireme teknikleri sonucu meydana
gelen dogumlarin yillik oranlar giderek azalmaktadir. Bazi gelismis (!) iilkelerde, sayilar
durgunlagsmistir. Mevcut kapasite ve etkinlikte sadece 20 infertil ¢iftten birine yardim
edebildigimizin farkinda misimz? Ayrica, yillik %10’luk bir artisla bile (ki bu mevcut
gerceklerin ¢ok Gzerindedir) ihtiyaci olanlarin %30’una yardim edebilmek 20 y1l stirmektedir.

Asil soruya verilecek samimi yanit sudur, etkileyici geligmeler olmasina ragmen insan ART’si
amacina ulagsamadi ve mevcut egilimle bu durum dngoriilebilir gelecekte bir sonraki nesil i¢in

degismeyecektir.

Laboratuvar embriyolojisi
Bu problemlere iligskin sorumluluklarimizi reddetmiyoruz.

Iyimserler, ART icin parlak bir gelecegi garanti eden belirgin bir ilerleme, parlak yeni fikirler,
laboratuvarlarinin etkinligini artiracak yeni teknolojiler beklerler. Ancak bu sekildeki bir bakis,
memeli embriyolojisindeki ¢igir agan yeniliklerin 1990’11 yillarin basinda sona ermesi
nedeniyle artik desteklenmemektedir. Geride kalan 20 yil boyunca, ince ayarlar yapan

uygulamalar yaptik, parametreleri diizenleyerek ve cihazlari iyilestirerek ge¢gmisteki kaynaklari



basarili bir sekilde kullandik ancak, IVF, SUZI, ICSI, embriyo biyopsisi, Assisted hatching,
vitrifikasyon ve hatta time-lapse uygulamalarina bile herhangi bir yenilik¢i yaklasim
getirilmedi.

Seksenli yillarin sonlarinda diinya standartlarinda bir molekiiler genetik laboratuvarinda birkag
santrifiij, su banyolari, yatay ve dikey jel elektroforez kutulari, PCR cihazi ve UV
goriintiileyicileri bulunuyordu. Hatta Southern blot’lar bile tuvaletten alinan kagit havlularla
yapiliyordu. Bu laboratuvardaki bir arastiriciy1 25 y1l komada kaldiktan sonra, modern genomik
analizlerin yapildig1 tesisin i¢inde, hermetik 6zellikli tam otomatik cihazlarin ve gizemli bir

sekilde yanip sonen bilgisayar ekranlarinin arasinda caresizce dolasirken hayal edin.

Simdi de aymi durumu bir embriyolog igin diisiiniin. Sizce ne bulacaklardir? Inkiibatérler,
laminar akis kabinleri, stereo mikroskoplar ve mikromanipiilatérler. Kullanima hazir mikro
pipetler, icerigi kismen bilinen veya bilinmeyen kiiltiir medyumlar1 ve sakincalar1 nedeniyle
yasaklanan agiz pipeti kullanimi disinda kiigiik eklentilerle birlikte neredeyse 25 yil dncesiyle
ayni. Boylece, zamanda yolculuk eden bilim insan1 bes dakika i¢inde ¢aligma alanina gegip 25
y1l oncesindeki gibi caligmaya baslayabilir. Sadece sivi azot tanklarinda degil tiim

laboratuvarda da zaman durdu.

Neden?

Daha once de bahsedildigi gibi, var olan yasal cerceveler, diizenlemeler, yonergeler ve
laboratuvar el kitaplar1 30-40 y1l 6nceki gibi aragtirma 6zgiirliiglimiizii elimizden aldi. Hayvan
deneyleri ve insan embriyosu c¢aligmalar1 ciddi bir sekilde kisitlanmis durumda. Tanimlanmis
yaklagimlar uzun siiredir “deneysel” etiketini tasimakta ve birgok iilkede bunlarin klinik
uygulamalari i¢in 6zel izinler gerektirmektedir. “Deneysel” ekinin kalkmasi i¢in, ¢aligmanin
yarar1 ve zararsiz oldugu kisa ve uzun déonemde yapilacak olan tercihen biiylik 6l¢ekli ¢ok
merkezli prospektif ve takip gerektiren ¢aligmalarla kanitlanmak zorundadir (Harper et al.,

2012) (Brison et al., 2013) (Legro and Wu, 2014) (Provoost et al., 2014).

Gergek su ki, bu kosullar1 yerine getirmek olduk¢a zor. Yakin zamanda insan IVF
laboratuvarlarinda oldukca kabul gdéren yontemler bu kisitlamalardan gegmemis,
kisitlamalardan kagmistir. PGD ve PGS (PGT-A) isin embriyoloji kisminin degil, tani
yontemlerinin siiratle gelismesi nedeniyle esas olarak 6nemli basarilar elde etmistir. Time-lapse

uygulamasi ilk ortaya ¢iktiginda “inkiibator icinde fotograf cekmek” 6zel izin gerektirmedigi



icin diinya ¢apinda siiratle kabul gordii. Son on yilin en etkileyici degisimi ise, birkag¢ klinigin
Ozel bir cesaret ve/veya 0zel bir durumu sayesinde vitrifikasyonun genis 6lgekte kullanim alani
bulmasiydi. Bu yeni yaklagim diinyanin yarisinda giinliik rutin uygulamalarda kullanilirken
bazi iilkede yillardir sessizce yayilmakta, bazilarinda ise ancak son birka¢ senede rutin bir

yontem olarak kabul edilmektedir.

Klinik arastirmalar; tercih edilen prospektif randomize ¢ok merkezli ¢aligmalarin sik1 kriterleri
nedeniyle verimsiz, maliyetleri ¢alismalar1 engelleyecek kadar pahali ve mevcut kaynak

dagilimi adil olmayan bir sekilde secicidir.

Akademik alanda insan embriyoloji calismalar1 olmazsa, bagimsiz kurumlar i¢in devlet destegi
ve endiistrinin IVF kliniklerine yapacagi arastirma ve gelistirme destegi de olmaz. Ne yazik ki
bunlarin biiyiikliikleri ve mali ge¢misleri bu hedefleri yerine getirmelerine izin vermemektedir.
Pek cok yayin “bazi ilging sonuglar bulduk, bakalim yayinlayabilirsek ne olacak?”
yaklagimiyla ortaya atilmakta, bir kismi1 da deneysel olarak kotii tasarlanmis, temel sistemleri
sorunlu veya iddia ettikleri hedefe ulagmalarinin zor oldugu ancak potansiyel olarak heyecan
verici ¢alismalar1 yansitmaktadir. Vitrifikasyona karsilik yavag dondurma veya diisiik/ytiksek
oksijen konsantrasyonunun incelendigi en yaygin ve ¢ok basit sorulari ele alan sistematik bir
aragtirmanin metot boliimiinde caligmanin ses getirmeyecegi agik bir sekilde goriilebilir.
Yapacaginiz otomatik bir arama ile konu hakkinda binlerce sonuca ulasir daha sonra manuel
incelemelerde bu sonuglari ilgili birka¢ diizine yayimna indirgeyebilirsiniz. Bunlardan ancak
sadece birkagc1 verilen soruyu dogru cevaplamak i¢in verilen kat1 se¢im kriterini karsilamaktadir
(Cohen and Alikani, 2013) (Evers, 2013) (Simo6n and Bellver, 2014). Sonug olarak, ¢ogu
sistematik yayin istenen bilgiyi verememekte, cogunda daha fazla arastirma yapilmasi gerektigi
bildirilmektedir. Bu arastirmalarin uygun bir sekilde yapilmasi muhtemelen hicbir zaman

miimkiin olmayacak ve bilim alanimiz asfaltsiz yolda ilerlemeye devam edecektir.

Icinde bulundugumuz durum

Daha Once sizlere eksternal-yapisal, finansal ve yasal unsurlardan bahsetmistik. Ayrica
embriyologlarin tercih ettigi tiirler ve yaklasimlar hakkinda da bilgi verdik. Simdi daha
kigkirtict ve onyargili bir bakis agisiyla hala gerc¢eklikten ¢ok da uzak olmayan ikinci konuya

donelim.



Prestijin ve kamuoyu ilgisinin embriyoloji arastirmalari i¢in uygun bir ortam yaratabilecegi
diisiiniilebilir. Ancak ne yazik ki bunun tam tersi dogrudur. Itibar, tartismali bir konudur ve aksi
yonde karar alinmasiyla sonuglanabilir. Yetenekli fakat ¢ekingen arastiricilar ¢alismalarini
takiben olusacak ilgiden korkarlar. Kendilerini tanitmaktan hoslananlar ise bunu daha az

karmasik bir alanda gerceklestirmeyi tercih ederler.

Diger yandan, bir embriyo laboratuvarinda ¢alismak i¢in siki ve zorlu bir program, yiiksek
diizeyde hassasiyet ve el becerisi ve en 6nemlisi de aidiyet gerekmektedir. Her ne kadar meslek
disindakiler i¢in bile tiim laboratuvar arastirmalarinda bu kosullar gegerliyse de baz1 adaylarin
bu kosullar karsisinda cesaretleri kirilmakta ve kendileri i¢in daha uygun yol arayisina

girmektedir.

Giliniimiiz kosullarinda insan IVF laboratuvarlar yaratici bilim insanlarini barindirmaz ve hatta
egitim donemi, bagimsiz diisinme ve alternatif ¢oziim bulma yeteneklerini de ortadan
kaldirmay1 amaglar. “Once neler olup bittigini dgren, daha sonra gelistirirsin” ilkesi kulaga
mantikli geliyor fakat bu climlenin ikinci yaris1 daha sonra unutulmaktadir. Mali ve hukuki
kurallarla yonetilen biiylik makine bireyleri ezer ve itaatkar calisanlar yaratir. Bu durum simdiki

zamanin ¢ikarlarina hizmet ederken gelecege agilan yollar kapatir.

Elbette istisnalar vardir. Zaman zaman parlak bir fikir i¢in giivenli gelecegini riske atabilen agik
fikirli liderler ve buna uygun personeller bulunabilir fakat bunlarin sayis1 hayal kiriklig
yaratacak kadar az olabilir. Bir avug biiytik klinik, her ne kadar insan embriyolojisinin gelisimi
tizerinde oldukga az katki saglasa da, az ya da gok bagimsiz arastirmalari igin aragtirma gruplart

olusturarak bunlar1 siirdiirmektedir.

Bizim sorumlulugumuz

Goriinen birgok faktorii siralamaktansa, kendi sorumluluklarimizin farkina varip bu tartismali
durumu tolere etmek zorundayiz. Cogu IVF iinitesinde her ne kadar embriyologlar iistii kapal
bir sekilde bilim insan1 olarak adlandirilsa da onlarin gergek rolii bir teknisyene daha yakindir.
Hatta daha da {iziicii olan1 bunu kabullenmis gibi goriinmemizdir. Daha dnceden kisitlayici
olarak gordigiimiiz seyler diger secenekler nedeniyle bugiin mide bulandirtyor veya siradan
kabul ediliyor. Yaratic1 diisiinceyi engellemek, inovasyon ve hatta rutin uygulamalar icin ciddi
sonuglar dogurur. Tasarim hatalar1 olan cihazlar1 ve i¢inde ne oldugunu bilmedigimiz
medyumlar1 satin almaya ve kullanmaya devam ediyoruz. Neye ve buna neden ihtiyag

duyuldugunu anlamak i¢in miitevazi sekilde diistinmek lazim; en 6nemli ilke, belirlenmis olan



yontemi uygulamaktir. Sonug olarak, sorunlar1 giderme yetenegi kisitlanmis ve pratik diisiince
veya bilimsel kaynaklar araciligi ile ¢oziilebilecek sorunlar i¢in bile disaridan yardim talep etme

egilimi artmigtir.

COzUm

Oncelikle gegen on yillar boyunca verimlilik artislarmmn etkileyici oldugunu kabul etmemiz
gerekiyor. Cigir acan yeniliklerin eksikligi, dongiisel devrimlerin ve ayni zamanda
evrimlesmenin dogal sonucu olarak yorumlanabilir ve normal olarak degerlendirilir.
Otomobillerin son 80 yildir neredeyse ayni olmasi ornegine bagvurulabilir. Dort teker,
direksiyon, fren, debriyaj, bujiler vb. verilebilir. Sonra birden radikal bir degisimle kendi

kendine yol alan elektrikli araglar ortaya ¢ikti.

Molekler biyoloji ve genetik gibi ilgili bilim alanlarinda yapilan ince ayarlar ve optimizasyon
caligmalar1 gelecekte verimliligi artirmamiza yardimci olacak potansiyele sahiptir. Ancak
disaridan yardim bekleyemeyiz. Bizler laboratuvar calismalarimizda kokli degisiklikler

yapmak zorundayiz. Gelecek hakkindaki diisiincelerimizi degistirmemiz gerekiyor.

Her hafta, embriyologlarin ICSI yeterliligini titizlikle 6l¢gmek yerine, uygulayicinin mental ve
duygusal durumundan etkilenmeden kesin olarak tanimlanmis parametrelerle c¢alisan
ayarlanabilir tam otomatik ICSI cihazi yapmak zorundayiz. Sizce bu son derece zorlu teknolojik
bir gorev mi? Olabilir. Masrafli m1? Olabilir. Ancak, sadece 20 yil 6nce insan genomu
caligmalarinda tonlarca plastik pipet ucu ve 3 milyon Amerikan Dolar1 harcanmisti. Her sene
yeni nesil cihazlarin gelistirilmesiyle sekanslama artik otomatik hale geldi ve 2014 yilinda
maliyet 3,000,000 Amerikan Dolarindan 1,000 Amerikan Dolarina geriledi. 2019 yilinda 200
Dolarin altina bir diisiis daha gergeklesti https://www. wired.com/story/whole-genome-

sequencing-cost-200-dollars/.

Cok yakinda, Cin’de yer alan BGI Shenzen’in tahminleri gerceklesecek ve tiim genom

diziliminin maliyeti numunenin posta maliyetinden daha ucuz olacak.

Yatirim yapmaya deger mi? En azindan, 2001 yilindan giinlimuze ortalama bir IVF siklusunun
maliyetinde, uygulamanin dogrulugu ve etkinligi radikal bir sekilde artarken herhangi bir diisiis

saglayabildik mi?



Yaklagimizlarimizla ilgili en biiyiik problemlerden biri de el pipetleri, petri kaplari, laminar
kabinler, stereomikroskoplar, mikromanipiilatorler ve gazl inkiibatorlerden kagamamamizdir.
Gelecekte yeni nesil IVF, mikro kamera ve sensorlerle, mikro kanalli aglar tarafindan kontrol
edilen diziistii bilgisayar boyutundaki cihazlarla yapilabilecektir. Burada embriyologlarin roli;
tipk1 havacilik, otomotiv, daha yakin bir 6rnek verecek olursak genomik veya bizim laboratuvar
analiz cihazlarinda oldugu gibi, toplanan folikiil s1vis1 ve sperma girdilerini islemek, onaylamak
ve diizenlemek veya otomatize sistemin birgok kontrol noktasini kontrol etmek ve embriyolart
operasyon salonuna gétiirmek olacaktir. Bu durumda kiigiik pazar, yuksek maliyet ve teknik
zorluklardan endise duyulabilir. Ancak diinya ¢apinda bulunan 3000 klinige her yil yenileri
eklenmektedir. Bunlarin c¢ogunda birden fazla cihaza ihtiyag duyuldugu g6z Oniinde
bulundurulunca bu klinikler birbirleri arasinda kaynak saglayabilirler. Time lapse cihazlarinin
stiratle yayilmasi bu kliniklerin satin alma kapasitelerini ortaya koymustur. Mikrokanallar (eger
¢6zum buysa) acikca daha zorlu ve karmasik yapidadir fakat bu konuda son 15 yilda hizli bir

ilerleme saglanamamasi hayal kiriklig1 yaratmaktadir.

IVF ve hatta somatik hiicre niikleer transferi i¢in ihtiya¢ duyulan her seye (neredeyse) sahipken
“Hava kabarciklarindan kurtulamiyoruz” vb. seklindeki problemler uygulamalar1 engellemekte
ve gelecek vaat eden projeleri durdurmaktadir (Vajta et al., 2005)(Krisher and Wheeler,
2010)(Smith and Takayama, 2017)(Ma et al., 2011)(Matsuura et al.,2013).

Birilerine yani yetkin bir takima, hatir1 sayilir miktarda paraya ve parcalar1 dogru bir sekilde
birlestirecek kararli bir endiistriye ihtiyacimiz var. Belki de daha fazlasi, birbirlerine bilimsel,

teknik ve duygusal olarak destek saglayacak rakip embriyolog topluluklarina ihtiyacimiz var.

Bir bagka endise de makinelerin potansiyel insanlarin kaderini belirlemesine izin vermektir. Bu
hakli bir endise olsa da, bizler bu cihazlarin metro vagonlarini, ucaklari, tan1 ve tedavi
cihazlarin1 ve ¢ok yakin bir zamanda da kendi kendine giden arabalara g6z gdre gore izin
vermiyor muyuz? Titreyen ellerimiz ve cogunlukla boliinen dikkatimizin her zaman bu bilimsel

amagla Uretilmis robotlardan daha iyi ¢alisacagina emin miyiz?

Tabi ki, her zaman kontrole ihtiya¢ vardir. Bu ayn1 zamanda embriyologlarin gelecekteki rolu
icin de bir yanittir. Embriyologlarin rolii de evrim gecirmelidir. Boylece bir Dreamliner’in
otomatik inisini kontrol eden pilota verilene benzer sekilde daha farkli profesyonel firsat ve

sorumluluk seviyesi olusturacaktir.

Gelisime ne kadar fazla katkida bulunursak, sonu¢lardan o oranda tatmin oluruz.






SON SOz

Muhtemelen fark ettiginiz gibi bu kitap farklidir. I¢inde ¢ok fazla goriis ve dneri bulunmakta
bazilar1 da giincel egilimlerden ayrilmaktadir. Farkli birgok konuda pratik veya mental agidan
alternatif sunmak kesinlikle bizim amacimizdi. flkinden bahsedecek olursak &nerimiz oldukca
basit. Deepa Sekhar’in belirttigi gibi “bu gilinlerde hastalari cezbetmek icin gosterisli cihazlarin
kullanim1 ve bunlarin tanitimini yapmak yeni moda”. Biz bu egilime karsi ¢ikmaya c¢alistik.
Bizim ilkel teknik ¢6ziimlerimiz diinyanin her yerinde en iyilerle karsilastirilabilecek sonuglara

ulagmaniza yardimci olabilir.

Mental olana gelince; olagan liste (“kurallara uy; gorevi 6ngérildiigi sekilde yap; tiim resmi
gereklilikleri karsila; hata yapma”) sefkatli ebeveynlerin kiigiik, caresiz bebeklerine
gosterdikleri yaklagimin aynist mi1? Embriyologlardan beklenen tek sey kusursuz raporlar ve
istatistikler hazirlamalaridir. Bizim temel Onerimiz; sorumluluklarinin saglikli ve mutlu

embriyolarin yaratilmasina yardimci olmay1 da icermesidir.

Ancak sunu bir kez daha vurgulamamiz gerekiyor: burada tavsiye ettigimiz seyler sadece bir
teklif, bir olasiliktir. Farkli noktalariniz, niyetiniz, ¢erceveleriniz veya sinirlariniz olabilir.

Bizim tavsiyelerimizi kabul veya reddetmek size kalmigtir.

Burada Avustralya Ulusal Parklarinda yer alan standart bir nota atifta (kiigiik bir ekleme ile)

bulunuyoruz:

“Giivenliginiz (ve geleceginiz) bizi ilgilendirir, ancak sizin sorumlulugunuzdadir .
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Yazarlar herkese, - aile iiyeleri, arkadaslar, ¢alisma arkadaslari, ressam, editorler, matbaacilar
ve dagitimcilar - hem kisisel hem de profesyonel olarak verdikleri nazik destek igin tesekkiir
eder. Ozellikle Ispanyolca, Arapca, Cince ve Rusca baskilarin ortak yazarlari olan sirasiyla
Anabella Marconetto, Sarah Madani, Da Li ve Sergey Yakovenko’ya Ingilizce versiyonda da
ekleme, Oneri ve diizeltmeler gibi 6nemli katkilarda bulunduklari i¢in minnettariz.

Bize verdigi ilham, siirekli destek ve cesaretlendirme i¢in VitaVitro BioTech Co., Ltd.
(Shenzen, Cin) CEO’su Sayin Jenny Lin ve tiim sirkete 6zel tesekkiir bor¢luyuz. Bu kitap
gecmisteki yedi yillik isbirligimizin meyvelerinden biridir. Gelecekte bircok ortak basari ile

uzun yillar devam etmek dilegi ile.



YAZARLAR

Gabor Vajta

Cok uzun yasami boyunca G&bor Vajta iKi
vatandaglik ve iki kalici oturma izniyle birlikte,
Tip Doktorlugu, PhD ve DSc ihtisas1 yapmis ve
iic kitada dort profesorlik gorevi yapmustir.
Ancak bunlara ragmen tek bir bilimsel o6diil
kazanmamis ve herhangi bir bilimsel toplulukta
gorev almamistir. Yazar ve yardimci yazar olarak

16,000 atif alan 152 yayin, alt1 kitap ve on kitap

boliimii yazarligir yapmistir. Open Pulled Straw
(OPS) vitrification, Handmade Cloning (HMC) ve Well of the Well (WOW) gibi yeni
tekniklerin mucididir. Bu buluslar1 igin alt1 verimsiz patent bagvurusunda bulunmustur. Avrupa,
Amerika, Asya ve Avustralya’da 34 yil siireyle biiyilik kurumlarda ¢aligmigtir. 2008 y1lindan bu
yana diinyanin her yerinde bagimsiz olarak danismanlik yapmaktadir. Cin Shenzen’de bulunan
VitaVitro Biotech Co., Ltd., sirketinin kurucu ortagi ve CSO’sudur. Gabor Vajta, Cairns,
Queensland Avustralya’da yasamakta ancak (COVID’den oOnce ve sonra) yilin yarisini

yurtdisindaki hayvan ve insan embriyoloji laboratuvarlarinda gegirmektedir.

Detayh bilgi icin:

https://gaborvajta.wixsite.com/gaborvajta veya

Kisisel iletisim i¢cin: gabor.vajta@hotmail.com
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Mustafa Kaymaz

Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi'nden 1989
yilinda mezun olmus, 1995 yilinda aym
iiniversitenin Dogum ve Jinekoloji Anabilim
Dali'nda doktorasini tamamlamis ve 2004 yilinda
Profesér unvanini almistir. Yardimcr Ureme
Tekniklerine olan ilgisi 2007 yilinda aldig1 JICA
(Japan International Cooperation Agency) bursu
ile daha da artmistir. TURKHAYGEN-1 (Tiirkiye
yerli evcil hayvan genetik kaynaklarindan
bazilarinin in vitro korunmas: ve 6n molekiiler
tamimlanmasi) isimli projede alt grup proje

yoneticisi olarak calisti. Konuyla ilgili birgok

laboratuvarin  olusturulmasina katki  sagladu.
Akademik caligmalarinin yanmi sira yardimcr iireme teknikleri ile ilgili birgok ulusal ve
uluslararas1 projede gorev almaktadir. Caligsmalar1 embriyolarda genomik seleksiyon iizerine

yogunlagmustir.
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