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Oz

Son yillarda yapilan galismalarda, sigir embriyolarinin in vitro tretimi énemli dlglide gelistirilmistir.
Ancak, yapilan galismalar, in vitro Uretimde embriyolarin birgok mikro ortama uyum saglamasi
gerektigi icin sonuglarin in vivo embriyo Gretim basarisina gére daha diisiik oldugunu gostermektedir.
Ayrica in vitro embriyo Uretiminde bulunulan sivilarin taklit edilmesi ve ortamlarin stabilizasyonunda
da ciddi problemler yasanmaktadir. Bu nedenle embriyolarin (retilmesi sirasinda laboratuvar
ortaminin stabilizasyonunu saglamak ve basariyr artirmak igin, in vitro kiltir ortamini etkileyen
cevresel faktorlerin (isi, 151k, osmolarite, nem, inkiibator, ugucu organikler, gaz fazi, kiltlr ortami, yag
kaplamasi, tercih edilen plastik materyaller vb) etkisi unutulmamalidir. Sunulan bu derlemede, in vitro
embriyo Uretiminin en 6nemli basamaklarindan biri olan in vitro kiltiir asamasini etkileyen gevresel
faktorlerin dGneminin agiklanmasi amaglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cevresel faktorler, embriyo, in vitro kiltir, sigir

Environmental Factors Influencing In Vitro Culture in Cattle
Abstract

In vitro production of bovine embryos has improved significantly in recent years. However, studies
show that in vitro embryo production is less successful than in vivo embryo production. However,
studies have shown that in vitro production results are lower than in vivo embryo production success
because embryos need to adapt to many microenvironments. Also, in in vitro embryo production,
there are serious problems in mimicking the fluids and stabilizing the environments. Therefore, the
influence of environmental factors affecting the in vitro culture environment (temperature, light, os-
molarity, humidity, incubator, volatile organic compounds, gas phase, culture medium, oil coating,
preferred plastic materials, etc.) should not be forgotten to stabilize the laboratory environment and
increase the success of embryo production. In this review, it is aimed to explain the importance of
environmental factors affecting the in vitro culture stage, which is one of the most important steps of
in vitro embryo production.

Key Words: Cattle, embryo, environmental factors, in vitro culture



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Sapci ve ark., Dicle Univ Vet Fak Derg 2025;18(1):71-78

GiRiS
Diinyada ve lilkemizde, hayvansal kaynakl Griinlere talep gi-
derek artmaktadir. Gelismis Ulkelerde, tiketilen hayvansal
protein miktari, (ilkemizde tiiketilen miktarin yaklasik iki ka-
tidir. Turkiye, hayvansal kaynakli protein ihtiyacini karsila-
mak icin hayvancilik alaninda yapilan biyoteknolojik calisma-
lara ve ithalata acik hale gelmistir. Ulkemizde ve tiim
diinyada, artan talebi karsilamak ve hayvan islahi amaciyla
yapilan biyoteknolojik uygulamalar arasinda klonlama, senk-
ronizasyon, suni tohumlama ve embriyo transferi (ET) gibi
calismalar yer almaktadir (1,2). Hayvanciligin gelismesi agi-
sindan 1970’li yillarda baslayan ET calismalari, gliniimizde
yaygin olarak uygulanmaktadir. Hayvancilik ekonomisinin
gelismis oldugu ulkelerde, ET uygulamasi ile yillik 1,5 milyon
civarinda embriyo Uretimi yapiimaktadir (3). Tirkiye’de ise
1980’li yillarda baslanan ET uygulamalarinda; gerekli alt yapi
ve personelin bulunmamasi, hayvan kayitlarinin sistemli ol-
mamasi, genetik degerlerin bilinmemesi, elde edilen gebelik
oranlarinin farkhligi ve maliyetin yiksek olmasi nedeniyle
saha sartlarinda 6nemli bir basari elde edilememistir (4-6).

Sigirlarda biyoteknolojik bir yontem olan ET in vivo ve
in vitro olmak Uzere iki sekilde yapilmaktadir. Ozellikle son
yillarda sigirlarda in vitro embriyo lretimine (IVEP) karsi ilgi-
nin arttigi bilinmektedir (7). Ancak laboratuvarda yapilan bir-
¢ok calismanin sonucunda IVEP oraninin %20 ile %40 ara-
sinda oldugu bildiriimektedir. Diinya ¢apinda IVEP, sigirlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Uluslararasi Embriyo Tekno-
lojileri Topluluguna (IETS) gore 2019 yilinda sigirlarda dreti-
len toplam embriyonun yaklasik %70’inin in vitro yontemle
elde edildigi rapor edilmistir (8). in vitro embriyo Uretimi;
ovaryumlardan oosit eldesi, in vitro matursayon (IVM), sper-
manin fertilizasyon igin hazirlanmasi, in vitro fertilizasyon
(IVF) ve in vitro kiltir (IVC) adimlarindan olusmaktadir
(9,10).

in vitro kiltir, fertilizasyonun ardindan olusan embri-
yolarin morula-blastosist asamasina kadar gelismesinin sag-
landigi ortamdir (11). Son yillarda hazir ticari kiltir medyum-
lar ve yontemleri daha ¢ok tercih edilmesine ragmen, kon-
vansiyonel embriyo kultur sistemleri ilk olarak John Biggers
tarafindan kullanilmigtir. Kiltur ortamlarinda ilk olarak so-
matik hiicre kdkenli Ringer ve Tyrode tiirevleri basit tuz ¢6-
zeltileri ve Ham’s F10 gibi medyumlar kullanilmistir. Kullani-
lan bu kiltir medyumlarinin embriyo gelisim oranlari ve hiz-
lart sinirlt kalmustir (12). in vitro kiltir, IVF sonrasi embriyo-
larin kalitesi ve blastosist gelisimlerinde 6nemli bir rol oyna-
maktadir (13,14). Gunumuzde IVC'de blastosist asamasina
ulasan muhtemel zigotlarin orani %20 ile 40 arasinda degis-
mektedir (8,15). Bu nedenle IVC'de kullanilan medyumlarin
kimyasal yapisi ve icerigindeki bilesenler (protein, serum, se-
rum albumini, aminoasitler, bliyime faktorleri, somatik
hiicrelerden hazirlanmis kokiltir katki maddeleri, vitamin-
ler, antibiyotikler ve antioksidanlar vs.), bazi kimyasal ve gev-
resel faktérler in vivo embriyo Uretiminde optimum sartlari
saglamak amaciyla oldukga 6nem arz etmektedir (16,17).

iN VITRO KULTURU ETKILEYEN FAKTORLER

in vitro kiltirde kullanilan katki maddelerinin in vitro emb-
riyo gelisiminde farkliliklar olusturdugu bildirilmektedir. in
vitro kiiltirde embriyonik gelisimi ve kalite artisini saglamak
amaclyla cevresel ve biyokimyasal parametreler optimum

Sigirlarda in Vitro Kiiltiirii Etkileyen Cevresel Faktorler

seviyede tutulmalidir (10). in vitro kiltiirii etkileyen biyokim-
yasal parametreler; serum kalitesi, protein ve makro mo-
lekiiller, enerji kaynaklari ve antioksidan maddelerdir. in
vitro kiltlra etkileyen gevresel parametrelerde ise; sicaklik,
pH, 1sik, ozmolarite, nem, inklibatoér, kullanilan petri kaplari,
ugucu organikler, personel ve gazlar yer almaktadir (18).

iN VIiTRO KULTURU ETKILEYEN BiYOKIMYASAL
FAKTORLER

Kiltiirde, serumun kalitesine ve elde edilme zamanina gore;
fetal buzagi serumu (FCS), yeni dogan buzagi serumu (NCS),
Ostrustaki inek serumu (ECS) gibi farkl serumlar kullanilmak-
tadir. Serumun hangi yastaki hayvandan elde edildigi 6nem-
lidir. Yeni dogan buzagl serumu ile yetiskin sigir serumlari
karsilastinildiginda, NCS’nin IVC'de morula-blastosist elde
etme oraninin ECS’e gore daha Ustiin oldugu belirtilmektedir
(19). Ayrica yetiskin sigir serumunda protein orani %85 iken
immunoglobulin konsantrasyonu FCS’de daha fazladir (20).
in vitro kiiltiirde nadir olarak at ve domuz gibi hayvan tiirle-
rinden elde edilen serumlar da kullanilmaktadir. in vitro
kiiltir de en yaygin kullan serum ise FCS'dir (21). in vitro
kiltirde maternal ve fetal serum bilesikleri protein ve makro
molekil kaynagi olarak kulanilmaktadir. Kiiltir vasatina ek-
lenen FCS morula ve blastosit asamasinda indikleyici etkiye
sahiptir (22,23). Klltlir vasatlarinda protein ilavesi olarak FCS
ve inek serum albimini (BSA) enerji kaynagi olarak da eklen-
mektedir. Yapilan ¢alismalar; kiltiriin 7. glininde FCS, BSA
ve instlin ilavesinin ge¢ morula/erken blastosist oranini ar-
tirdigini bildirilmektedir (24,25). in vitro embriyo kiiltiriinde
makro molekillerin varligi, gamet ve embriyolarin ma-
niptlasyonunu kolaylastirmaktadir (26). Bununla birlikte,
embriyonun preimplantasyon déneminde kan proteinlerinin
kullanimi, kontaminasyon ve enfeksiyon risklerini artirdig
bildirilmektedir (27).

Embriyonik gelisimin diizenlenmesinde en 6nemli pro-
tein kaynagl aminoasitlerdir. Ovidukt sivisinda en ¢ok bulu-
nan protein IgG’dir (immunglobiilin G). Erken embriyonik d6-
nemde plasenta olusumuna katilan trofoblast hiicreleri, no-
nesansiyel aminoasitleri ve glutamini kullanir. Preimplantas-
yon dénemde (8 hiicreli) esansiyel aminoasitlerin kullanil-
masi fetal gelisim olasiligini artirmaktadir (28). Aminoasitler,
IVF sonrasi sigir embriyolarinin gelisimini etkiler ve blastosist
asamasinda toplam hiicre sayisini artirir (29). in vitro kiltir
de protein kaynagi olarak kullanilan BSA’nin birgok faydasi
bulunmaktadir. inek serum albumin, embriyoyu agir metal-
ler gibi toksik maddelerde karsi korumaktadir. Ayrica BSA,
bliylime faktorleri gibi bazi hormonlari igerir. Bunun yaninda
BSA vasatin ylzey gerilimini azaltarak embriyolarin pipet,
tlp veya petriye yapismasini engellemektedir. Embriyonik
gelisim amaciyla siklikla kullanilan BSA’nin avantajlarn ya-
ninda 6nemli dezavantajlari da bulunmaktadir. Bu dezavan-
tajlardan bazilari mitokondrial bozukluklar, fazla miktarda
laktat dretimi, hicre ici kitlede istenmeyen olusumlar,
apoptotik hicrelerde artistir. Ayrica protein sentezinde,
hiicre baglanti sayilarinda, trofoblast hiicreleri ve i¢ hiicre
kitlesi (ICM) oraninda azalmalar goruldigu belirtiimektedir
(30). Somatik hticreler IVEP’de varyasyon kaynagi olarak ku-
lanilmaktadir. Ayrica, IVC'de kullanilan somatik hicreler,
inek viral diyaresi-mukozal hastaligi (BVD-MD) gibi viral kon-
taminasyona karsi da hassastir. Sigir Herpes Virtis-1 (BHV-1)
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embriyonik hiicrelerde viral replikasyon yapmasa bile emb-
riyo gelisimini ve in vitro kiltir ortamlarini etkileyebilmekte-
dir (31,32).

in vitro embriyo kiiltiiriinde kullanilan enerji kaynaklari
genellikle laktat, piruvat ve glikozdur. Zigot, erken embriyo-
nik dénemde birincil enerji kaynagi olarak piruvati tercih
ederken, sekiz hiicreli asamada glikoz kullanmaktadir (33).
Pentoz fosfat yolu (PPP) tarafindan metabolize edilen glikoz,
nikleik asit sentezi icin gerekli olan riboz parcalarini Gretir.
Erken embriyonik donemde glikoz kullaniimamasinin nedeni
fosfofruktokinaz (PFK-1) enzim aktivitesinin olmamasidir.
Ayrica fetal serumdaki glikoz konsantrasyonun eriskin bir si-
girdan 6 kat fazla oldugu bilinmektedir. Koyun ve sigirlarin
aksine, 6zellikle erken embriyonik donemde (4. gline kadar)
manda embriyolarinin in vitro kiiltiir igin glikoz varliginin ge-
rekli oldugu ortaya konmustur (34).

in vivo sartlarda embriyonun kendisinde ve uterusta
bulunan antioksidan sistemler embriyoyu koruma altina alin-
maktadir. Bu antioksidan sistemler, glutatyon, taurine, hipo-
taurin, askorbat, piruvat, glutatyon peroksidaz, sliperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), E ve C vitaminleridir (35). Fa-
kat in vitro sartlarda gelisen embriyolar kendi icerdigi antiok-
sidan sistemleri disinda oksidatif strese karsi koruyucu baska
bir mekanizmaya sahip olmadiklarii¢in, in vitro embriyo lre-
timinde oksidatif stresin kontrol ve koruma altina alinmasi
gerekmektedir. Bu amagla IVEP asamalarinda (IVM, IVF)
ozellikle de in vitro kiltiir medyumlarina, antioksidan enzim-
ler (SOD, CAT vb.), metal selatérler (EDTA vb.), thiol bilesik-
leri (glutatyon, sisteamin vb.), proteinler ve vitaminler eklen-
mektedir (36). Glutatyon (GSH) ve sistein hiicre ici fonksiyon-
larinin (DNA, protein sentezi) korunmasinda ve reaktif tiirle-
rin zararl etkilerine karsi 6Gnemli etkinlige sahiptir (37). Emb-
riyo gelisiminin ilk fazinda istenilen etkinin saglanmasi igin ol-
gunlasma ortamina antioksidan maddelerin eklenmesinin
kritik bir nokta oldugu bilinmektedir (38). Sentetik ovidukt si-
visi (SOF) ilave edilen dithioerythritolun (DTE) (50 uM)
bolinmis embriyo oranina onemli katki sagladigi bildiril-
mektedir (39). Glutatyon domuz, hamster, koyun, sigir ve
fare dahil olmak lizere cesitli tiirlerde oosit olgunlasmasi si-
rasinda sentezlenir. Glutatyon sentezi, sisteinin varligina
baghdir ve hiicre igi sistein seviyeleri hiz sinirlayici bir faktor
olarak embriyo gelisimini etkileyebilir (40,41). Yapilan bazi
¢alismalar mandalarin oosit olgunlagsmasi sirasinda ortama
sisteamin eklenmesi ile sitoplazmik glutatyon iceriginin ve
bunu takiben embriyo gelisiminin arttirdigini bildirilmistir
(41). Fare embriyolarinda yapilan IVC sirasinda C ve E vita-
minlerinin ortama eklenmesinin oksidatif hasari azalttig1 ve
blastosist gelisim oranlarini iyilestirdigi bildirilmistir (42). An-
tioksidan olarak C ve E vitaminlerinin kombinasyonu, lipit pe-
roksidasyonunun &nlenmesinde oldukg¢a dnemlidir. Bu ne-
denle farkh kiltir medyumlarina katilan antioksidanlar ile il-
gili baska calismalarin yapilmasi gerektigi ve kiltir ortamla-
rinda etkili antioksidanlarin ve dozlarinin saptanmasiyla
kiltir medyumlarinin iyilestirilebilecegi bildirilmektedir (30).

iN VITRO KULTURU ETKILEYEN CEVRESEL FAKTORLER

Son yillarda yapilan ¢alismalarda sigir embriyolarinin in vitro
Uretimi 6nemli 6lguide gelistirilmistir. Ancak, yapilan ¢calisma-
larda hala IVEP basarisi in vivo Uretilen embriyolardan daha
duslikttr. Clinkd in vitro tGretimde embriyolarin bircok mikro
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ortama uyum saglamasi gerekir. Fakat in vitro embriyo (re-
timinde bulunulan sivilarin taklit edilmesi ve ortamlarin sta-
bilizasyonunda hala sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenle,
embriyolarin lretilmesi sirasinda ortam stabilizasyonu bu-
yuk 6nem arz etmektedir (43). Sigir embriyolarinin dreti-
minde IVC en son adimi olusturmaktadir. in vitro kiiltir muh-
temel zigot olusumunu takiben yaklasik 6-9 glinlik kultir
suresini icermektedir. Sigir embriyolarinda en yaygin kullani-
lan vasatlari SOF’lar olusturmaktadir. Sentetik ovidukt sivilari
IVEP sisteminin temel yapi taslarini olusturmaktadir. Kaltir
slresince embriyolar tek bir vasat sistemi veya vasat
formiilasyon kombinasyonlarinin olusturulmasi ve degistiril-
mesi ile olusturulan sirali sistemlerde gelistirilebilmektedir.
Olusturulan sirali sistemler embriyonun oviduktan uterusa
dogru ilerlemesi sirasinda bulundugu fizyolojik ortamlarin
taklit edilmesi ile olusturulmaktadir. Ancak, olusturulan tim
vasatlarin basarisi bazi cevresel faktérler nedeniyle laboratu-
vardan laboratuvara bile degiskenlik gosterebilmektedir
(44,45). In vitro kiltir kosullari son yillarda, esas olarak or-
tam formdlasyonlarinin ayarlanmasiyla gelistirilmistir. Bu-
nunla birlikte, cogu kultir sisteminde %30'un lzerinde blas-
tosist olusumu saglanabildigi, ancak her zaman ayni basariya
ulasilamadig bildirilmektedir. Bu durumun en 6nemli neden-
leri arasinda; serum takviyesinin embriyo/fetal gelisim igin
zararh olmasi, anormal derecede embriyonik ve fetal
bliyime sekillenmesi ve degismis gen modelleri yer almakta-
dir. Bununla birlikte, farkh embriyo kiltir( ortamlarinin ve
yontemlerinin varligi, embriyo kiltir ortaminin en uygun bi-
lesenlerini tanimlamayi ¢cok zor hale getirmektedir (46,47).
in vitro embriyo iiretiminde basariy1 IVC'deki iyilestir-
meler haricinde tiim IVEP sisteminin basarisi ayri ayri etkile-
mektedir. Ayrica, kiltir ortami bircok cevresel faktorden et-
kilenmektedir. Bu cevresel faktorler arasinda; laboratuvar
ortami (1s, 1stk, osmolarite, nem), inklibasyon kosullari ve in-
kiibator etkenleri, ugucu organikler, gaz fazi, kiltir ortami,
yag kaplamasi, tercih edilen plastik materyaller ve sterilizas-
yon sekilleri ve embriyo yogunlugu yer almaktadir. Ayrica,
bunlara ek olarak IVEP adimlarinin tim siirecine dahil olan
personelin becerisi de basariyi etkileyebilmektedir (48-50).

Mineral Yaglar

in vitro kiltur sitemlerinde yag kaplamasi, ortam osmolarite-
sinde ve sicaklikta dalgalanmalara neden olabilecek buhar-
lasmalari 6nlemek igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
kullanilan mineral yaglarin lipofilik toksik maddelerin biriki-
mini azalttigl da bildiriimektedir. GlinUmuzde genellikle ter-
cih edilen nemlendirme sistemi mevcut olmayan tezgah Usti
inkUbatorler icin, mineral yag kullanimi gereklidir. Ancak,
nemlendirme sistemi mevcut ve yeterli hacimde kiiltir med-
yumu kullanilan sistemler var ise acik kiltir veya yag kapla-
masi olmayan kiiltiir teknikleri kullanilabilir. in vitro kiiltir, in
vitro embriyo Giretiminin en uzun adimi olmasi nedeniyle bu
surecte kullanilan mineral yaglar bliyik 6nem arz etmektedir
(51). In vitro kiiltiir sistemlerinde tercih edilen mineral yag-
larin avantajlarina ragmen sigir, domuz, insan, koyun ve fa-
rede yapilan ¢alismalarda, embriyo gelisiminde olumsuz et-
kilerinin de olabilecegi bildirilmistir. Mineral yaglarin en
blylk olumsuzlugunun ¢6ziinebilir maddeleri emme potan-
siyellerinden kaynakl oldugu bildiriimektedir. Ozellikle mi-
neral yaglar kiiltir ortamindaki steroid hormonlari (6strojen
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ve progesteron) absorbe ederek ortamdaki biyoyararlanim-
larini azaltabilmektedir. in vitro kiiltirde tercih edilen yagin
kimyasal 6zelligine gére absorpsiyon yetenekleri farklilik gos-
terebilmektedir (52). Mineral yaglarin, reaktif ¢ift bagh kar-
bonlarin oksidasyonu ile Uretilen peroksitlerin, Ozellikle
mikro damlacik kiltiirinde deoksiribonikleik asitin (DNA)
parcalanmasina neden oldugu bilinmektedir. Bu durum,
embriyo gelisiminde dejenerasyona neden olmaktadir. Ay-
rica yaglarin yiksek oranda kiiltiir vasatina temas yiizeyinin
olmasi, olusabilecek dejenerasyonun artmasina ve kiiltir or-
taminin kirlenmesine neden olur. Olusan dejenerasyon kul-
lanilan yagin tiirline, konsantrasyonuna ve hiicrelerin maruz
kalma stiresine gore degiskenlik gosterebilmektedir. Sonug
olarak, bu durum elde edilen blastosist oranini diisiirmekte-
dir (52,53). Son zamanlarda mineral yaglarin zararlarini azalt-
mak icin bazi teknikler kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan
yontemlerden biri, mineral yagi yikayarak hacmini kigult-
mek veya cok miktarda kiiltiir vasati kullanarak mineral yagin
embriyo lizerindeki toksik etkisini azaltmaktir. Mineral yag-
lar yikamak igin %0.9’luk fizyolojik tuzlu su veya sentetik in-
san tlp sivisi (HTF) kullanilabilmektedir (52). Mineral yagin
olumsuz etkisini azaltmak igin bir diger secenek de yagsiz
kiltar sistemlerini kullanmaktir. Bu yontemde ortam su ile
cevrelenerek ozmolaritesi stabilize edilebilmektedir. inek ve
domuzlarda yapilan bazi ¢alismalar mevcut olmasina rag-
men, ineklerde yagsiz kiltur sistemlerinin kullanimi sonrasi
embriyo gelisiminde 6nemli oranda distsler meydana gel-
mistir (54). Bununla birlikte, mineral yaglardan dolayi olusa-
bilecek embriyo toksisitesini &nlemek icin yaglar uygun ko-
sullarda saklanmahdirlar. Miimkiin oldugunca mineral yagla-
rin depolama siiresince isi ve ultraviyole (UV) oksidasyonunu
sinirlamak gereklidir. Bu nedenle serin (+4°C'de) ve karanlik
bir ortamda muhafazasi onerilir. Ayrica, mineral yaglarin pe-
roksidasyonunu 6nlemek igin en uygun saklama materyalinin
cam siseler oldugu bildirilmektedir. Embriyo sayisi ve kalite-
sini artirmak igin laboratuvarlarda mineral yaglarin kullanimi
Oncesi biyoanaliz testlerinin yapilmasi 6nerilmektedir (52).

inkiibator

in vitro embriyo Uretimi yapilan laboratuvarlarin en énemli
ekipmanlari inkiibatérlerdir. inkiibatérlerin secimi ve yéne-
timi, kiltur sistemlerinin optimizasyonu icin olduk¢a 6nemli-
dir. inkiibatérler, embriyo kiiltiir ortamlarinda gaz ve sivilarin
seviyelerinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. Ayrica,
inklbatorler ortam sicakhigini dogrudan diizenler ve embri-
yolarin maruz kaldigi pH’y1 dengeler. Mevcut ¢alismalarda
periyodik olarak inkiibatorler agilarak maturasyon, fertilizas-
yon ve embriyolarin kiltlir asamasindaki gelisimleri (morfo-
lojisi, bliyimesi, kalitesi) takip edilir. Bu islemler sirasinda in-
kiibatorlerin kapaklarinin agilarak inklibator ici gaz ortaminin
degisimini saglayarak, gaz ve sicakhigin ayarlanmasina yar-
dimci olur. Klasik olarak in vitro fertilizasyon veya biyotekno-
loji laboratuvarlarinda genis hacim skalasinda (50-500 L) in-
kiibatorler kullanilmaktadir. Ancak, in vitro fertilizasyon la-
boratuvarlarinda 0.01-1 mL arasinda olacak sekilde mikro
droplar seklinde ¢calismalar yapildigi bilinir. Bu durum inkd-
batorler hakkinda bazi sorulari akillara getirmektedir. Orne-
gin; “inkiibatér hacminin buyik olmasi gerekli mi?”’, “inki-
batoér hacminin gaz lizerine etkisi var mi?”, “kapagin acilip
kapanmasi sonrasi Isi ve gaz seviyelerinin geri donlisim siire-
sini etkiler mi?”’, “gaz ve 1sinin geri doniisim siiresi embriyo
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gelisimini olumsuz etkiler mi?”’ Bu sorularin cevabina istina-
den ozellikle insan IVF laboratuvarlarinda minimalist kabin
(benchtop, small box type) seklinde inkiibatorler kullanil-
maktadir. Ancak, yapilan ¢alismalar karsilastirildiginda inki-
batorlerin embriyo gelisimi Gzerinde etkilerinin farki net ola-
rak ortaya konulamamistir (55). Bugline kadar, Ustiin bir
inkUbator tipi konusunda net bir fikir birligine varilamamustir.
Clnku etkinlik ve cevresel kararlilik biyik 6lctde inklibator
kullanimina ve yonetimine baghdir. Laboratuvarlarda inki-
bator kapaklarinin stirekli agilip kapanmalarini 6nlemek igin
yeterli sayida inkiibatdr olmasi énerilir. insan ve farelerde
yapilan ¢alismalarda inklibator kapaginin ¢ok sik agilmasi 6n-
lendiginde elde edilen blastosist oranlarinin artigi bildiril-
mektedir (56). Glinlimuzin optimal kiltlr sistemi, inkiibator
icinde dislik oksijen kullanimini gerektirir. Cok sayida hayvan
calismasi, fare, kedi, koyun, domuz, inek ve sican dahil olmak
lizere, atmosferik seviyelere kiyasla azaltilmis oksijen kon-
santrasyonlari kullanmanin faydali oldugunu gostermistir
(57).

Ugucu Organikler (Volatile Organics-VOCS)

inkiibatérlerin bulundugu ortamin atmosfer kalitesinin de
embriyo kultlr sistemlerinde basariyi etkiledigi bildirilmek-
tedir. in vitro fertilizasyon laboratuvarlarinin havasinda alde-
hitler, benzen, toluen veya etanol gibi ugucu organik bilesik-
lerin (volatile organic componds-VOCS) varliginin, kiltr or-
tamindaki embriyolari tehlikeye atabilecegi bildirilmektedir.
Ugucu organik bilesikler embriyo toksisitesine neden olabil-
mektedir. Laboratuvarlarda koti hava kalitesinin olumsuz et-
kilerinden kaginmak gereklidir. Toksik maddelerin laboratu-
vara, inkibatore ve kiiltiir ortamina olan olumsuz etkilerini
ortadan kaldirmak veya minimalize etmek gereklidir. Bu ne-
denle laboratuvarlar tasarlanirken VOC’lari azaltacak sekilde
plan yapilmalidir. Ugucu organik bilesiklerinin normal atmos-
ferik kosullar altinda buharlasabilen temel olarak insan ya-
pimi kimyasallar oldugu bilinir ve yaygin kaynaklari insaat
malzemeleri, ahsap mobilyalar, boyalar, yapistiricilar, mo-
torlu tasit emisyonlari ve temizlik tiriinleridir. Ozellikle labo-
ratuvarlarda kokusuz 6zel boyalarin kullaniimasi tavsiye edi-
lirken dolgu macunlari ile toksik yapistiricilardan da kaginil-
masi Onerilmektedir. Ayrica VOC'larin preimplantasyon 6n-
cesi embriyolarin gelisimi Uzerine de zararh etkileri oldugu
bilinir. Laboratuvarda pozitif basingh hava akisi ile hava te-
mizleme sistemlerinin ve inkiibatorler icin uygun in-line filt-
relerin kullanilmasi, hava kaynakh kirleticilerin seviyesini en
aza indirmeye ve sonuglari iyilestirmeye yardimci olacaktir
(58,59). Ugucu organik bilesikler laboratuvar igindeki bazi
sarf malzemeler gibi (ambalajlar dahil) cesitli kaynaklardan
yayilabilir. Bu amacla laboratuvarlarda gaz ¢ikarma siiresini
belirlemek icin bir VOC olger kullanilmalidir. Ayrica, labora-
tuvar personeli de parfiim, deodorant ve sigara kullanimi gibi
durumlarda VOC'lara neden olabilir (60).

Kiiltlir Kaplari (Petriler)

Embriyo kiltlrd icin yeni mikro veya nano hacimli kiltlr pet-
rileri gelistiriimekte ve bunlarin mikro ortami optimize et-
mek icin kullanilmasi 6nerilmektedir. Ayrica bu petri kaplari
bireysel embriyo gelistiriimesine, embriyonun metabolomik-
lerinin takibine, genetik analizine ve embriyo izleme ¢alisma-
larina olanak saglar. Ayrica, bu petriler bireysel embriyo
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kiltaranu gelistirebilir veya embriyonun hizlandirilmis goé-
rintileme veya genetik teshis i¢in izleme ¢alismalarinda kul-
lanilabilir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, well-of-well
(WOW) petri kullanilarak mikro volim ortamlari olusturma
yaklasiminin, daha buyik hacimli kiiltiir petri kaplarina ki-
yasla embriyo gelisimi icin daha iyi olabilecegini gbostermek-
tedir. Bu WOW petri kullaniminda embriyolari tek tek barin-
dirmak icin mikro kuyucuklar kullanilabilmekte ve ayni za-
manda tim embriyolar ortak bir ortami paylasarak birbirine
yakin bir yerde bulunmaktadir (61). Kiltir sistemlerinin op-
timize edilebilmesi igin kullanilan petrilerin non-toksik ol-
masi 6nerilir. Bu nedenle laboratuvarda kullanilan petrilerin
kalite kontrollerinin yapilmasi gereklidir. Kalite degerlendiril-
mesi yapilan petrilerin steril olarak paketlenerek kullanimina
kadar saklanmasi istenir. Genellikle malzemelerin kullanimi
oncesi firmalarin vermis oldugu kodlar ile kalitesi kontrol edi-
lebilmektedir. Firmalar petrileri genellikle "6nceden test
edilmis" olarak satmaktadir. Ancak bu Ureticilerin biyo-ana-
lizleri, her laboratuvarin bireysel duyarlilik kriterlerini karsi-
lamayabilir. Ayrica, uygun olmayan saklama kosullari petrile-
rin toksik hale gelmesine yardimci olabilir. Bu nedenle kiiltiir
sistemleri icin kullanilacak olan petrilerin muhafazasina dik-
kat edilmelidir (62).

pH

Bu parametre dogrudan laboratuvarlar tarafindan kontrol
edildiginden ve laboratuvarlar arasinda 6nemli dlclide degi-
sebildiginden, kiltlr ortaminin pH'si 6zel bir 5Sneme sahiptir.
Ortam pH'si oncelikle ortamin kendisindeki bikarbonat
(HCO3) konsantrasyonu ve kiiltlir inktibatorinin karbondi-
oksit (CO3) konsantrasyonu tarafindan belirlenir. Ancak labo-
ratuvarin bulundugu yiikseklik (konum olarak), protein takvi-
yesi ve kullanilan farkli vasat tirleri gibi faktorlerin tima
pH'y1 etkiler. Ayrica, tek inkiibatér kullanimi CO;'nin tiim
alanda kullanilmasini engelleyebilir. Bu nedenle, bu para-
metre her bir kullanici tarafindan kendi laboratuvarinin 6zel
kosullarina gore olgtilmeli ve ayarlanmalidir (63,64). Embri-
yolar farkli ortam pH'sinda gelisebilse de i¢ pH degisimlerinin
embriyo gelisimini, metabolizmasini ve hatta fetal blylimeyi
etkileyebilecegi bilinmektedir. Bununla birlikte pH'yi tek ba-
sina izole etmek zordur. Bikarbonat ve CO, degerlerindeki
degisiklikler pH'y1 cok hizh etkilemektedir (55,64). Kaltlr or-
tamlarinda pH degisimlerini izlemek icin fenol kirmizisi sik
kullanilan bir kimyasaldir. Ancak bazi ¢calismalar fenol kirmi-
zisindan kaynakh eseri miktar ostrojenik etkinin ortami de-
gistirebilecegini bildirmektedir. Ayrica fenol kirmizisi kullani-
minin 1s18a maruz kalmasi ardindan reaktif oksijen tirlerinin
(ROS) olusumuna yol acabilecegi 6ne slriImustir. Ancak,
ROS olusumu modern insan embriyo kiltlr ortami kullanilan
kosullar altinda gorilmemistir. Bu nedenle, fenol kirmizisinin
olumsuz bir etki yarattig sonucuna net olarak varilamaz ve
gorsel bir pH indikatériniin belirli bir laboratuvar igin yararh
olmasi durumunda, segilen bir ticari preparatin laboratuvar
ortamda kullanimi 6nerilebilir (55). En 6nemli kiltir para-
metrelerinden biri kiltlr ortaminin dis pH'sidir (pHe). Ciplak
oositler, i¢c pH'y1 (pHi) 7.1'de tutma yetenegine sahip degildir
veya sinirhdir. Bu nedenle, pHe'nin 7.2 ile 7.3 arasinda bir pHi
degerinde kalibre edilmesi gerekir. Morula ve blastosist asa-
malarindaki embriyolarin, erken bdlinme asamasindaki
embriyo ve oositlere gore pHi'lerini stabilize etme olasiligi
daha yuksektir. Bu asamalardaki embriyolarda protonlarin
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hiicrelerden disari atilmasiyla veya hiicre zarinda bulunan
spesifik tagsima sistemleri araciligiyla HCO3'in alinmasi ile si-
tozollerinin tamponlanmasi saglanabilir. Yagsiz bir kultir
petri kabi inklibatorden gikarilir ve gazsiz bir atmosfere ma-
ruz kalirsa, pH'nin kisa bir surede yiikseldigini bildiriimekte-
dir. Embriyolarin inkiibasyonu sirasinda sicaklik veya CO,
konsantrasyonunda yasanan degisiklikler, kiltlir ortaminin
pH'sini etkileyerek embriyo gelisimini olumsuz etkiler
(65,66). Hiicrelerde hem ROS hem de nitrik oksit (NO) Ureti-
minin artmasi, mitokondrideki pH gradyani lizerindeki degi-
sikliklerle belirlenir. Bu nedenle, pH 6zellikle hiicresel mito-
kondride solunumun baska bir isletim sistemi uyaricisi olarak
kabul edilmistir. insanlarda oosit ve embriyo gelisim sira-
sinda pH’da degisiklikler oldugu ve bu degerlerin oositlerde
6.98-7.03, embriyolarda ise 7.12 civarinda oldugu bildiril-
mektedir. Bunun yanisira kullanilan medyumlarindaki orta-
lama pH degeri olan 7.2-7.3’lin oosit ve embriyo gelisimi igin
uygunlugu hala tartisiilmaktadir (66).

Ozmolarite

Ozmolarite, embriyo gelisimini énemli olglide etkileyebilen
kiltlr ortaminin bir bilesenidir. Yiksek ozmolaritenin emb-
riyo gelisimini durdurabilecegi bildirilmektedir. Kiltir vasat-
larindaki buharlagsmay etkileyen faktorler, ortam ozmolari-
tesini de degistirir. Ozmolaritenin embriyo gelisimi lizerin-
deki etkisi, temel amino asitler gibidir. Ozmolarite bilesenleri
ozmolit gorevi gorebildigi ve hicrelerin hacim diizenleme-
sine yardimci oldugu i¢in, ortam bilesimine baghdir. Ozmola-
rite ticari vasat Ureticileri tarafindan belirlense de laboratu-
vardaki kosullar ozmolariteyi degistirebilir ve dolayisiyla
embriyo gelisimini etkileyebilir. Kiltur vasatlarindaki buhar-
lasmayi etkileyen faktorler, ortam ozmolaritesinin de degisi-
mine neden olabilir. Ozmolarite degisimlerine; zaman, kulla-
nilan vasat miktari, hava akisi, nem, mineral yaglarin kulla-
nimi ve sicaklik farkhliklar gibi faktérler neden olabilir. Bu
nedenle kiltir vasatlari hazirlanirken titiz olunmal ve
inkUibator icerisindeki buharlagsmalar da g6z 6niinde bulun-
durulmalidir. in vitro kiiltiir ortamlarinda istenilen optimum
ozmolaritenin 240-308 mOsm oldugu bildirilmektedir (55).

Nem

inkiibatérlerin nemlendirilmesi, IVEP basarisi icin oldukga
onemlidir ve embriyo kiiltlriinin ozmolaritesini etkileyebil-
mektedir. Nem eksikliginden dolayi olusan hipertonik or-
tamda; ROS miktari artmakta, hiicre blzismesi goézlen-
mekte, DNA veya mitokondriyal hasar olusmakta, hiicre
dongusii ve apoptozis durmaktadir. Tim bu olaylar embriyo
gelisimini olumsuz etkilemektedir. in vitro embriyo Uretimi
¢alismalarinin sonuglarinda; nemli kiltiir kosullari (285-290
mOsm) ile kuru kiltiir (308 mOsm) kosullari karsilastirildi-
ginda, elde edilen sonuglarinin nemli ortamda 6nemli oranda
yiksek oldugunu belirlendi (67,68).

Isik

Isigin, kultlir ortaminin yag peroksidasyonuna ve foto-oksi-
dasyonuna neden olarak dogrudan veya dolayl olarak emb-
riyo gelisimine olumsuz etkileri oldugu kanitlanmistir. Hams-
terlarda ve insanlarda yapilan ¢alismalar, gozle gérulebilir isi-
gin embriyolar Gzerinde toksik etki olusturdugu ve bu duru-
mun artan ROS olusumundan kaynaklandigini bildirmekte-
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dir. Aslinda, belirli dalga boylarinda elektron tasima zincirle-
rinin enzimleri tarafindan emildigi ve bunun da ROS lretimi-
nin artmasina neden oldugu bildirilmektedir. Bu etkinin,
mavi spektrumdaki radyasyonu ekarte edebilen 6zel filtreler
kullanilarak azaltilabilecegi bildirilmektedir. Ortamlardaki
ROS miktari artmadan 6nce bir hiicrenin ne kadar siire 1s1ga
maruz kalmasi gerektigi bilinmemekle birlikte bu siirenin 5
dakikayr gegmemesi istenmektedir (68,69). Ayrica, mikros-
koplarda kullanilan isik kaynaklarindaki kisa (320-400 nm) ve
uzun (400-750 nm) dalga boylarinin kromozomal hasar ve
mutasyona neden olabilecegi bildirilmektedir. in vitro kiiltir
ortamlarinda istenilen optimum 1sik dalga boyu uzunlugu
olarak 475-500 nm tavsiye edilmektedir (68).

Gaz Bilesenleri

in vitro embriyo Uretiminde farkli memeli tiirlerinde ovidukt
ve uteruslarindaki oksijen seviyeleri degerlendirildiginde ok-
sijen konsantrasyonunun %2-8 oldugu belirlenmistir. Yapilan
calismalar sonucunda in vitro embriyo kiltiiri icin fizyolojik
oksijenin (%5) yiksek konsantrasyondaki oksijen (%20) sevi-
yelerine gbre daha basarili sonuglar alindigi bildirilmistir. Ay-
rica hayvanlarda oksijen seviyeleri %5, %10, %15 ve %20 ola-
rak yapilan ¢alismalarda sirali olarak blastosist elde etme
oranlarinin azaldigi ve oksijen artisi ile orantili olarak embriyo-
larda bloklanma (8-16 hiicre) gozlendigi bildiriimektedir. Buna
ek olarak ylksek konsantrasyonlu O, varliginda embriyolarin
gelisiminin de geciktigi fark edilmistir. Bunun sebebi olarak
yuksek oksidatif stresi artirdigi ve bolinmeler sirasinda kim-
latif etki yaparak embriyo boliinmelerini blokladigi diisinil-
mektedir. Bu nedenle in vitro kiiltlr sirasinda %50,, %5CO, ve
%90N; gaz karisimi standart olarak kabul edilmistir (48).

Sicakhik

in vitro fertilizasyon laboratuvarlarinda, CO; inkiibatérlerinin
sicakligr in vivo kosullari taklit etmek icin 37°C'ye ayarlan-
maktadir. Bununla birlikte, inkibatorlerin dis ekranindan her
zaman sicakligin dogrulugu kontrol edilemeyebilir. Genellikle
tezgah Ulzerinde kullanimi tercih edilen inklbatorlerde yak-
lasik £0.3°C'lik i¢ sicakhk degisimleri gérilebilmektedir. Bu
nedenle i¢ sicakligin dogrudan embriyo kiltiri ortaminda 6l-
¢lilmesi tavsiye edilir. Ayrica yiksek sicakliklar embriyolarda
1sI stresine neden olabilir ve ROS'u artirabilir. Bununla bir-
likte, olarak ani sicaklik degisimleri mitokondriyal islevde ve
nikleoit yapilarda bozulmalara, hiicre modifikasyonu ve kro-
matinlerde ¢okelmelere neden olabilmektedir. Ancak sigir
embriyolarinin diger tirlere gore sicakliga daha dayanikl ol-
dugu da bildiriimektedir. Buna ragmen tasima sirasinda si-
cakhg stabilize etmek icin, manipilasyonlarin ve gevresel ko-
sullarin kultur ortaminin 1s1 kaybini nasil etkileyebilecegini
dikkate almak 6nemlidir (66).

in vitro embriyo iiretiminde tim bu kosullarin yani sira la-
boratuvar personelinin tecriibesi ve manipulasyonlarinin da ba-
sarlyi etkilen faktorler arasinda yer aldig1 unutulmamalidir (48).

SONUC

Sonug olarak, IVEP’te basariyi artirabilmek icin IVF laboratu-
varlarinda ortamin optimize edilmesi olduk¢a dnemlidir. Bu
nedenle IVEP’in en dnemli basamaklarindan biri olan in vitro
kiltir strecinde, basariyi etkileyebilecek ¢evresel faktorler
(mineral yaglar, inklibatér, VOCs, petriler, pH, ozmolarite,
nem, isik, gaz bilesenleri ve sicaklik) goz ardi edilmemelidir.

FINANSAL BEYAN

Derlemenin olusturulmasinda herhangi bir finansal destek
alinmamaistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi beyan etmemektedir.
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