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Bu derlemede; vitrifikasyonda blastosol sivisimin (blastokistlere ait sivi) (BS) aspire edilmesi ile blastokistin gelisimini, hayatta kalma oranim ve
implantasyon basarisimi etkileyip etkilemedigi tartisilacaktir. Blastosol sivisinda mevcut olan genetik iirlin gercekten embriyo genomunu yansitip
yansitmadig tartisma konusudur. Preimplantasyon genetik tani (PGT) analizi i¢in blastosol sividan elde edilen bilgi gergekten polar cisimcik (PB),
blastomer veya trofoektoderm biyopsisinden elde edilen DNA ile uyumlu sonuglar1 verip vermedigide bilinmemektedir.
Embriyoda kavitasyon gelisimi dordiincii giinde gergeklesir. Bu siirecte i¢ hiicre kitlesi (IHK) ve trofoektoderm (TE) hiicreleri farklilagsmaya baslar.
TE hiicreleri blastos6l bosluguna sodyum iyonu ile birlikte blastos6l sivi depolamaya baslar. Bu sivi ile blastokist hacmi genisler. Blastokistin
genisleme derecesi, hiicre sayist, i¢ hiicre kitlesi ve ilkel trofoblast hiicreleri ile uyum halinde besinci ve altinci giinde en ileri seviyeye ulasir.
Yardimer tireme tekniklerinde embriyolarin dondurulmast siklikla kullanilmaktadir. Embriyo dondurma ¢oklu embriyo transferi ihtiyacini ortadan
kaldirarak ¢cogul gebelik oranini azaltir. Bununla beraber transfer edilmeyen veya edilemeyen embriyolarinda bir sonraki siiregte kullanilmak iizere
dondurulmasida dogurganlik potansiyelinin korunmast adina dnemlidir.
Yapilan ¢alismalarda blastosol sivisinin hizlica azaltilmasi ile olusturulan dondurmada buz kristali olusumunun azaldifi ve embriyo canliliginin
olumlu etkilendigi goriilmiistiir. Bunun sebebinin kriyoprotektif ajanlarin daha az blastosol sivistyla maruziyetinden kaynaklandigr dusiniilmektedir.
Ayrica blastosol sivisinin aspirasyonu ile hiicre dist ve hiicre i¢i dinamik denge esitlenerek kriyoprotektif ajanlardan daha az etkilendigi
diistiniilmektedir.
Ayrica infertilite tedavisinde in vitro fertilizasyon (IVF) kullanim oram %1-5 “dir. Ancak, bunlardan sadece kiigiik bir oram saglikli bir gebelik i¢in
gerekli olan genetik ve metabolik gereksinimlere sahiptirler. Embriyo yeterlilik degerlendirmesi i¢in giinimiizde kullamlan morfolojik skorlama
teknigi yetersizdir. Klinik embriyoloji basar1 oranlarm artirmak i¢in; embriyolarin implantasyon oncesi blastosdl sivist analizleri; polar cisim,
blastomer veya trofoektoderm biyopsilerine alernatif yeni bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Blastokistlerden blastosol sivisi aspire edilmesi igin zona pellucidaya tek bir lazer darbesi TE ve IHK zarar vermeden lazerin olusturdugu 1s1 etkisiyle
bir delik agarak buradan rutin IVF kliniklerinde kullamlan intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) cihazi yardimu ile blastosentez ad1 verilen yéntem
ile aspire edilir.
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ABSTRACT
In this review; it will be discussed that blastocyst fluid (BF) aspiration during vitrification may affect blastocyst development, survival rate and
implantation success. It has been a matter of discussion whether the genetic product that present in the blastosol fluid really reflects the embryo
genome. The information obtained from blastocyst fluid for preimplantation genetic diagnosis (PGD) analysis is indeed compatible with the DNA
obtained from polar body (PB), blastomer or trophectoderm biopsy did not yield.
Cavitation development in the embryo occurs on the fourth day. During this process, inner cell mass (ICM) and trophectoderm (TE) cells start to
differentiate. TE cellsbegin blastocyst fluid storage with sodium ion in the blastocoele cavity. This fluid expands the blastocyst volume. The blastocyst
progresses to the most advanced level on the fifth and sixth day in agreement with the expansion grade, cell number, inner cell mass and primitive
trophoblast cells.
Freezing of embryos is frequently used in assisted reproductive technology. Embryo freezing reduces the rate of multiple pregnancy by eliminating
the need for multiple embryo transfers. However, it is important to preserve untransferred or non transferred embryos with freezing for using in the
next step to maintain fertility potential.
Published data showed that the rapid reduction of blastocyst fluid decrease the crystal ice formation during freezing which affects the embryo viability
positively. The reason for the positive affect could be exposure of cryoprotective agents to less blastocyst fluid. In addition, aspiration of blastocyst
fluid is equalizing the extracellular and intracellular dynamic equilibrium which causes the less cryoprotective agents affection.
Moreover, in vitro fertilization (IVF) rate is 1-5% in infertility treatment. However, only a small proportion of these have genetic and metabolic needs
for a healthy pregnancy. The morphological scoring technique used today for embryo competence assessment is inadequate. To increase clinical
embryology success rates; pre implantation blastocyst fluid analysis of embryos; polar body, blastomer or trophectoderm biopsies emerging as a new
method.
In order to aspiration of the blastocyst fluid from the blastocysts, a single laser pulse to the zona pellucida with heat generated laser opens a hole
without harming it and blastocyst fluid is aspirated by the method called blastosynthesis with the aid of intracytoplasmic sperm injection (ICSI) device,
which is routinely used in IVF clinics.
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GIRIS

Insan embriyogenezi kompleks bir siireci igerir.
Embriyonik genom aktivasyon farklilasmasi ile ii¢
morfolojik bilesen olusur: i¢ hiicre kitlesi (IHK) veya
gelecekteki fetiis, trofoektoderm (TE) ve blastosel sivi
(BS). Embriyogenezde IHK ve TE arastirmalari ¢ok fazla
bulunmasma ragmen, BS ile ilgili ¢aligmalar yeterli
diizeyde degildir. Yapilan bir ¢caligmada blastosdl sivist
aspire edilmis ve birden ¢ok metabolik proteinler tespit
edilmis ve embriyo metabolizmasi ile iligkili oldugu ileri
siiriilmiistiir (1). Embriyonun farklilasma ve kendini
yenileme siirecleri, bircok proteinler tarafindan
yonlendirilir ve blastosél sivisinda hem proteinlerin
varlig1 hemde metabolitlerin varlig1 sasirtict degildir (1).
Blastosol sivisindaki proteinler embriyo gelisimi
sirasinda hiicresel siiregleri destekleyen ve hiicre gé¢linde
rol alan proteinler oldugu diistiniilmektedir (2). Kontrolli
over stimiilasyonu (KOS) IVF siklusunda bozulmus
endometrial reseptivite ile iligkili oldugu bildirilmistir (3).
IVF tedavilerinde embriyo gelisim hiz1 ve implantasyon
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu rapor edilmistir.
Endometrial reseptivite iizerinde KOS’un olumsuz
etkileri goz oOniine alindiginda, dondurulup ¢oziilmiis
embriyo transferi IVF sonug¢larini iyilestirmek igin
alternatif bir secenektir (4). Dondurulmus ¢6ziilmiis
embriyo transferinde elde edilen ilk basarili gebelik 1983
yilinda Trounson ve Mohr tarafindan bildirilmistir (5). O
zamandan beri, yardimer iireme tekniklerindeki standart
prosediir teknolojisi ile embriyo dondurulmasi klinik
haline gelmistir. Gunimizde, embriyo transferlerinin
yaklasik %311 dondurulmus ¢oziilmiis embriyolardan
meydane gelir (6). Yardimer itireme tekniklerindeki
standart prosediire gore insan embriyolari ii¢ temel
yontemler  kullanarak ~ dondurulmaktadir;  yavas
dondurma, ultra hizli dondurma ve vitrifikasyon (7).
Vitrifikasyonun, yavas dondurma ve ultra hizli
dondurmaya oranla buz kristallerinin olusumunun daha az
olmasi, azaltilmig kriyoprotektan madde kullanilmasi,
hiicresel travma oraninin daha az olmasi, maliyetin az
olmast gibi bircok avantaji vardir. Ancak yinede birgok
faktor ve teknik vitrifikasyon sonuglarini ve embriyonik
parametreleri etkileyebilir. Yapilan bir calismada
embriyo gelisiminin farkli asamalarinda dondurulan
embriyolarda goriillen klinik sonuglar degiskenlik
gostermistir (8). Ornegin zigot, boliinme asamasindaki
embriyo ve blastokist basarili bir sekilde vitrifiye
olmustur, ancak artmis gebelik orani blastokistte elde
edilmistir (9). Bununla birlikte, dondurulmus ¢oziilmiis
blastokistlerde genisletilmis blastosol igerigi nedeniyle
hayatta kalma oranlarinda azalma  goriilmiistiir.
Blastokistlerdeki blastosdl sivisi hacminin az olmasi
vitrifikasyonun olumsuz sonuglarini onledigi
goriilmiistiir.  Ozellikle yeniden genisleme, hiicre
¢ogalmasi ve DNA biitiinliigiiniin korundugu goriilmiistir
(10). Vitrifikasyon sirasinda yapay olarak blastosol
¢okiistinii saglamak buz kristali olusumunu 6nledigi ve
embriyonun hayatta kalma oranini artirdigr icin, ileride
embriyo dondurmada yaygin olarak kullanilabilecek bir
yontemdir (11). Bu amagla yapay blastosol ¢okiisii
blastosentez, mikroigne ile delme, lazer 1511 ile delme
gibi farkli yontemlerle yapilabilir (12). Yapilan bir
¢aligmada blastos6l sivisinin tamamen ¢ikarilmasindan
sonra dondurulup c¢ozdirilen ve kiltire devam edilen

embriyolarin zona pellucidalarini hala korudugu, zamanla
yeniden genisleme ile diizgiin morfoloji kazandiklar
goriilmiistiir. Blastosentezden bes saat sonra 31
embriyonun; 28 i ( % 90,3) tamamen yeniden geniglemis,
tic embriyo (% 9,7) ise kismen yeniden genislemis oldugu
goriilmistir.  Blastosentezden 24 saat sonra 30
embriyonunda tamaminin yeniden genislemis oldugu
gosterilmistir.

Blastosentezden  sonra  embriyolarin  dondurulup
¢Ozdiiriilmesi sonucunda; embriyo sag kalimi ve yeniden
genislemesi  kontrol  grubuyla  karsilagtirilmistir.
Blastosentez yapilmadan sadece dondulup c¢ozdiiriilen
embriyolarin sag kalimi, blastosentez yapilip dondurulup
¢Ozdiiriilen embriyolara gore daha az bulunmustur.
Ayrica sadece dondurulup ¢ozdiiriilen embriyolar ile
blastosentez yapilip dondurulup ¢6zdiiriilen embriyolarin
yeniden genislemesi Kkarsilagtirildiginda, blastosentez
grubunda yeniden genislemenin daha fazla oldugu
goriilmistiir (13).

Blastokist ~ degerlendirme asamasinda  morfolojik
skorlama teknigi embriyo se¢iminde kullanilmaktadir
ancak morfolojik olarak iyi kalitede olan bir embriyoda
implantasyon basarisizlig1 goriilebilir (14). Bu tutarsizlik
morfolojik degerlendirmenin andploidi blastokistleri
temsil edemedigini gostermektedir (15). Bir calismada
morfolojik olarak en kaliteli secilen blastokistte yapilan
bir ¢alismada %56 andploidi oranina sahip oldugu rapor
edilmigtir (14).

Polar cisimcik den PGT analizi ile embriyonun sadece
mitotik hatalardan kaynaklanan andploidi durumu analiz
edilebilmektedir. Bunun aksine, blastomer biyopsisi
dogrudan embriyonun genetik degerlendirmesini yapar.
TE biyopsisi de gelisimin besinci ve altinci giinlerinde en
giivenilir sonucu verir. Ancak yardimer iireme
tekniklerinde embriyo transferi dérdiinci ginden sonra
yapilmasi tercih edilmemektedir. Bu nedenle, embriyo
degerlendirilmesinde yeni minimal invaziv yoéntemler
gelistirilmesi gereklidir.

TARTISMA

Vitrifikasyon sirasinda blastosdl biiyiik bir miktart buz
kristali olusturabilir. Yapilan bir ¢alismada blastos6lin
lazerle indiiklenen yapay ¢ekme ydntemi ile eldesi ve
daha sonra blastokistlerin vitrifikasyon basarisi, hayatta
kalma orani, implantasyon ve klinik gebelik basarilar
miidahale edilmemis blastokistlerle karsilagtirilmasi
amaglanmigtir. Sonugta ¢aligma grubunun hayatta kalma
oraninin kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
oldugu bulunmustur (%97,3 ve %74,9; p> 0.01). Klinik
gebelik ve implantasyon oranlarn karigilastirildiginda,
calisma grubunun kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiksek oldugu bulunmustur (klinik gebelik; %67,2,
%41,1, implantasyon; %39,1, %24,5). Bu ¢alisma sonucu
in vitro olarak vitrifikasyon oncesi lazer darbesi ile
blastokistlerin  igerdigi  blastos6l sivisimin  eldesi
blastokistlerin hayatta kalma, klinik gebelik ve
implantasyon oranlarini1  6nemli  Olgiide  arttirtigt
gostermistir (16).
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Yapilan diger bir caligmada ise blastosdl sivisi aspire
edilen blastokistler ile blastosdl sivisina miidahale
edilmemis normal blastokistlerin dondurulup
¢ozdirilmesi sonucunda blastokistlerde gorilen, yeniden
blastosdl sivisi olusturma orani, hayatta kalma orani
karsilagtirtlmistir.  Sadece  dondurulup  ¢dzdiiriilen
embriyolar ile blastosentez yapilip dondurulup
¢ozdiirilen  embriyolarin  yeniden  genislemesi
karsilagtirildiginda, blastosentez grubunda yeniden
genislemenin kontrol grubuna goére anlamli oranda farkli
olmasmin nedeni olarak; saglikli embriyolarda
blastokistin ¢oziinmesinden sonra normal embriyonik
hayattaki yapisini almasi i¢in blastos6l sivisinin yeniden
toplanmasini gerceklestirmesi ve blastosol bilesimin hizli
bir sekilde canli embriyolarin iginde yeniden olustugunu
gosterilmesi  olarak  yorumlanmustir.  Blastosentez
yapmadan sadece dondurulup ¢ozdiiriillen embriyolarin
sag kalimi, blastosentez yapilip dondurulup ¢ozdiiriilen
embriyolara gore daha az bulunmasinin nedeni olarak ise;
vitrifikasyonda kullanilan malzemeler her ne kadar buz
kristali olusumunu engelliyor ise de temel olarak blastosdl
ile kriyoprotektif ajanlar arasinda bir difiizyon s6z konusu
olmasidir. Vitrifikasyonun zamaninin tam
ayarlanamamasi buz kristali olusumuna sebep olacagi
gibi, hiicre organellerine, ¢ekirdek ve hiicre zarlarina
zarar vererek hiicrenin apoptoza gitmesine neden olabilir;
oysaki blastosentez yapilan grupta, blastosol igerigi
tamamen alindigi i¢in kriyoprotektif ajanlar ile difiizyon
yapma zorunlulugu ortadan kalkip, hiicre sag kalim orani
artmaktadir seklinde yorumlanmigtir (13).

Reproductive Medicine (ASRM)’nin 2013 yilindaki yillik
toplantisinda, blastosél sivisindan PGT analizi igin
karsilagtirmali genomik hibridizasyon mikroarray'ler
(aCGH) kullanilabilecegi rapor edilmistir. Bu toplantida;
32 embriyodan BS-DNA elde edilmis ve polimorfik lokus
uyumu belirlemek icin eslestirilmis 11 6rnekte DNA
kullanimt ile ilgili sekiz kromozom agiklanmistir (17).
Blastokistlerden PB veya tek blastomer izole edilmis ve
bunu BS ile Kkarsilastirmiglardir. BS-DNA  tespiti
sonucunda PB veya blastomer hiicreler arasinda %94,9
uyum tespit edilmistir. Bu sonug ile PGD igin blastos6l
sivisinin ~ kullanilabilecegi  diisliniilmiistir. Bu 6n
caligmalardan tutarsiz ve celiskili sonuglar da elde
edilmistir. Ancak devam eden calismalarda bunun
calisma teknigi ve blastokistler arasinda kontrollii bir
secim yapilamadigindan kaynaklandigi diigiinilmistiir.

PGD analizi embriyonun karyotipini tanimlamak igin
kullanilmaktadir ancak analiz i¢in her bir blastomer ayr1
ayr test edilemez, buda analiz edilmemis blastomer ve
embriyolarda farkli sonuglar ihtimalini goézoniine
alimmasini diisiindiiriir.

Ayrica 51 embriyo iizerinde yapilan diger bir calismada;
trofoektoderm biyopsisi, polar cisimcik biyopsisi veya
blastomer biyopsisinden elde edilen kromozom analizi
sonuclari, blastosdl sivisindan elde DNA ile
karsilagtirilmistir ve %77 oraninda basarili tim genom
amplifikasyonu goriilmiistiir. Ayrica blastosdl sivisinin
%95 oraninda blastomer biyopsisi ile uyumlu oldugu
goriilmiigtiir. Blastosol sivist trofoektoderm biyopsi ile
karsilagtirildiginda  ise %97  uyumlu  olduklar

gosterilmistir (18). Ayn1 grup tarafindan yapilan bir baska
caligsma ise 116 blastokist iizerinde yapilan polar cisimcik
ve Dblastomer biyopsisinin Onceki sonuglarini (19)
trofoektoderm ve blastosdl sivi analizini de eklemislerdir.
Sonugta %97 oraninda trofoektoderm biyopsisi ile
uyumlu sonuglar elde edilmistir. Tiim bu sonug¢lardan yola
¢ikilarak PGT analizi i¢in blastosdl sivisinin analizi yeni
ve alternatif bir yol olarak gériinmektedir.

BS-DNA eldesi PGT analizi icin daha az invaziv bir
yontemdir. Yapilan bir ¢aligmada 60 embriyodan IHK-TE
ve BS-DNA’dan elde edilen aCGH karyotip sonuglari
kargilagtirilmistir. Bunlarin sadece %31 inde karyotip
kromozom analizi uyumsuz olmustur. Molekiiler
analizler gostermistir ki, embriyo farklilagmasi sirasinda,
BS ve IHK-TE ¢esitli hiicre tiplerinin andploidi durumuna
iliskin bilgi saglamaktadir. Iki farkli kaynaktan elde
edilen verilerin %97,4 oraninda uyumlu oldugu
gorilmiistiir (20).
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