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Bevezetés: A n6betegek onkolédgiai kezelése a petefészek-miikodés kiarosoddsit okozhatja. Ennek megel6zésére lehe-
t6ség van a petefészekszovet mélyfagyasztasira, hossza tava taroldsira, majd a petefészek-miikodést kirositd beavat-
kozasok utan a szovetmintik visszaiiltetésére. Célkitiizés: Jelen tanulmanyban a szerzSk azt vizsgiltak, hogy a petefé-
szekszovet-fagyasztis modszerei mennyiben befolydsoljak a felolvasztott szovetmintik életképességét. Midszer:
A munka sordn 10 kutatési célra felajinlott szovetminta fagyasztisit-felolvasztasat végezték el, majd a szovetmintik
talélését vizsgaltak. Szovettani vizsgalatokkal hasonlitottik ssze a friss és a fagyasztott-felolvasztott mintikban 1évs
tiisz8k allapotit, illetve meghatdroztik hormontermelésiiket. Eredmények: Szovettani vizsgalatokkal igazoltik, hogy
a fagyasztott-felolvasztott mintikban az életképesnek tling tlisz8k szama 23%-kal csokkent, de még a szovettenyész-
tést kovetSen is megfigyeltek életképes tiiszéket. A felolvasztott szovetmintik maximalis 6sztradioltermelése 908 pg/
ml volt, és a hormontermelés mértéke a friss mintdkéhoz hasonlé értékeket mutatott. A felolvasztott szovetek pro-
geszterontermelésének maximuma 1,95 ng/ml volt, amely elmaradt a friss szovetmintak hormonértékeitsl. Kovet-
keztetések: A szerzGk dltal alkalmazott petefészekszovet-fagyasztisi modszerrel biztosithaté a tiisz6k fagyasztds-felol-
vasztds utdni talélése, igy intézetitkben megkezdték a moédszer kisérleti klinikai alkalmazasat daganatos betegek
termékenységének megbrzése céljabol. Orv. Hetil., 2016, 157(49), 1947-1954.
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First attempts in the introduction of cryopreservation of ovarian tissues

Introduction: The oncological treatment may damage ovarian function. To prevent this, it is possible to cryopreserve
the ovarian tissue, and to keep the samples for long-term storage. The frozen-thawed tissue could be retransplanted
after chemo- or radiotherapy. Aém: The aim of our study was to examine the effect of cryopreservation on the viabil-
ity of ovarian tissue. Method: We analyzed the survival of frozen-thawed donated ovarian tissues. The quality of the
follicles and hormone production in fresh and frozen-thawed samples were compared. Resuits: Histological analysis
showed that the number of viable follicles was reduced by 23% in the frozen-thawed samples. However, viable folli-
cles still presented in post thawing ovarian tissues. Maximal estradiol production in frozen-thawed tissues was 908
pg/ml and hormone production was similar to the control tissues. The maximal progesterone production was 1.95
ng,/ml post thawing, but these values were lower than the progesterone production of fresh tissues. Conclusions: The
method of ovarian cryopreservation used in our laboratory was able preserve the viability of follicles in frozen-thawed
ovarian tissues.
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Roviditések

DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle Medium; DMSO = di-
methyl sulfoxide; DPBS = Dulbecco’s phosphate-buffered sa-
line; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; FCS = fe-
tal calf serum; SSS = (synthetic serum substitute) humin
szérumalbumin

A daganatos fiatal nébetegek kemo-, illetve radioterdpia-
ja miatt kialakul6 korai petefészek-elégtelenség a nemi
hormonok termelésének ledllisahoz, amenorrhoeahoz és
medddséghez vezet. Annak ellenére, hogy a sikeres da-
ganatterapia megmenti a beteg életét, a , mellékhatas-
ként” fellépd petefészek-clégtelenség az életmindséget
rontja és sok esetben a gyermekvallalast is lehetetlenné
teszi [1].

A kemoterdpia alkalmazasakor az adott szer altal el§-
idézett karosité hatds mértékét nem lehet el6re megjo-
solni. A legstlyosabb ivarsejt-kdrosoddst az alkilalészerek
(példaul: cyclophosphamid, clorambucil) okozzak,
azonban az antimetabolitok (methotrexat, 5-FU) szin-
tén rendelkeznek gonadotoxikus hatissal [2].

Az emberi gonadszovetek és ivarsejtek rendkiviil érzé-
kenyek az ionizalé sugirzéssal szemben, ezért annak ha-
tdsa gyakran visszafordithatatlan. Ezen tGlmend&en a su-
garterapia soran a méh izomzatinak karosodasa is
létrejohet. A terhességi szovédmények szama (vetélés,
korasziilés, alacsony sziiletési stly) bizonyitottan maga-
sabb azokndl a betegeknél, akik koribban sugirkezelés-
ben részestiltek [1].

A daganatos betegségek kezelése soran felléps petefé-
szek-karosit6 hatdsok kivédésének egyik lehetséges ttja a
petefészekszovet-fagyasztas. A modszer lényege, hogy a
kemoteripia vagy sugarkezelés elStt az egyik petefészket
vagy annak egy részét mtéti aton eltivolitjik a szerve-
zetbdl, és az igy nyert szovetmintakat alacsony hémér-
sékleten tiroljik tgy, hogy a szovetben 1évé éretlen tii-
sz6k megorzik életképességiiket.

Allatkisérletek soran el&szor Smith és Parkes szamoltak
be patkanypetefészek sikeres fagyasztasir6l 1951-ben
[3]. Az elsd, €16 utddot eredményezs petefészekszovet-
atiiltetésre egéren 1961-ben kerilt sor [4]. A modszer
hazi juhon torténd eredményes alkalmazasir6l 1994-
ben Gosden és mtsai szamoltak be [5]. Igazoltik, hogy
hazi juhok fagyasztott petefészekszovete a mélyfagyasz-
tas soran képes megdrizni életképességét, és a felolvasz-
tast, valamint visszaiiltetést kovetGen hormontermelést
és tiiszGérést is kimutattak a szovetekben. Egészséges
utodok sziiletésérdl szintén beszamoltak.

Human petefészekszovet fagyasztisirdl Hovatta és
misai szamoltak be el8szor 1996-ban [6], és igazoltik,
hogy az emberi petefészekszovet mélyfagyasztisa, a ko-
rabbi dllatkisérletek eredményeihez hasonléan, megvalé-
sithat6. Rdmutattak arra, hogy a petefészekszovet-fa-
gyasztas kivald lehet8séget biztosithat a petefészekben
tejl6dd petesejtek hossza tiva meglrzésére.

EREDETI KOZLEMENY

Mindez el6revetitette annak a lehet6ségét, hogy a
petefészekszovet-fagyasztast és -transzplanticiot telhasz-
ndljuk daganatos betegségben szenved§ ndék termé-
kenységének megérzésére, illetve a hormontermelés
visszadllitdsira. A médszer alkalmazasaval el8szor Donnez
és misai 2004-ben szdmoltak be sikeres kezelésrdl, és
cgészséges Ujsziilott vildgrajovetelérdl [7]. Az azéta el-
telt tobb mint 10 évben egyre tobb intézetben végeznek
petefészekszovet-fagyasztassal — kiegészitett  autolog
transzplanticiot. Vilagszerte Osszesen 60, igy fogant
gyermek sziiletésérdl szamoltak be tudomanyos kozle-
ményekben [8, 9].

Az eddigi sikeres kezelések soran a petefészekszovet
fagyasztasat programozott lasst fagyasztassal, a Gosden és
mtsai altal [5] kidolgozott mddszerrel végezték [10].
Ugyanakkor lehet8ség van a szovetmintak vitrifikicidjara
is, ami egy ultragyors (akdr 30 000 °C/perc) htitéssel
valésul meg. A médszer hatékonyan alkalmazhaté pete-
sejtek és korai fejlédési stadiuma embridk mélyfagyaszta-
sdra, azonban petefészekszovet-mélyfagyasztis esetében
még nem sikeriilt egyértelm@en igazolni a vitrifikicié
elényeit a hagyomdnyos lassi fagyasztissal szemben
[11].

Jelen tanulmdnyunkban azt vizsgiljuk, hogy a petefé-
szekszovet-fagyasztis sordn dltalunk alkalmazott mod-
szerek mennyiben befolydsoljik a petefészekszovet-min-
tak fagyasztis ¢és felolvasztis utini életképességét.
Vizsgalataink célja, hogy intézetiinkben a petefészekszo-
vet-mintak fagyasztisinak laboratériumi médszereit be-
vezessiik a rutin klinikai gyakorlatba.

Betegek és modszer

Vizsgalatainkhoz a Semmelweis Egyetem 1. Sziilészeti és
No6gyogyaszati Klinikajan laparoszképos petefészekm-
tét soran eltavolitott és kutatasi célra felajinlott petefé-
szekszovet-mintakat haszniltunk fel. A kutatémunkit az
Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Human Reprodukci-
0s Bizottsiga 4altal kiallitott szakhatdsigi allisfoglalds
(20700-4,/2012 /EHR), Budapest Févaros Kormanyhi-
vatala altal kidllitott V-R-021,/12547-4/2012. szamu
hatdrozatiban foglalt kutatdsi engedély, valamint a részt
vevs betegek altal, szébeli és irdsbeli tijékoztatisukat ko-
vetSen adott irasbeli beleegyezé nyilatkozat birtokiaban
végeztiik.

A vizsgalatba bevont 10 betegtdl egyenként koriilbe-
lil 10 x 10 mm-es petefészekszovet-mintit nyertiink ku-
tatdsi célra. Olyan betegeknél tortént mintavétel, akiknél
négyogyaszati betegségiik miatt petefészekmitét tor-
tént, és hozzijarultak ahhoz, hogy a mtitét soran pete-
tészkiikbsl egy kisebb szovetdarabot eltavolitsunk, és
kutatdsi célra felhasznaljunk.

A petefészekszovet-mintik feldolgozisa

A petefészekszovet-mintik feldolgozdsit és fagyasztisit
a Gosden és mesai [ 5] ltal leirt és késébb mddositott pro-

2016 m 157. évfolyam, 49. szam

ORVOSI HETILAP



1. 4bra

Kutatdsi célra felajanlott petefészekszovet-minta feldolgozasa.
a) Feldolgozas el6tti szovetminta. b) Biopszids tiivel azonos mé-
ret(i, 3 mm atmérdjii darabokra vigott petefészek-kéregallomany
a fagyasztashoz vagy talélési vizsgalatokhoz el6készitve

tokoll [12, 13] alapjan végeztiik. A szovetmintakat vala-
mennyi laboratériumi folyamat sordn steril koriilmények
kozott kezeltik. A szoveteket a mintavételt kovetGen
szoba-hémérsékletd Custadiol transzplanticiés oldatba
(Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Bensheim, Németor-
sz4g) helyeztiik, és az Asszisztilt Reprodukciés Osztily
Embriolégiai Laboratériumdba szillitottuk, ahol a fel-
dolgozisig és fagyasztisig +4 °C-on taroltuk. A szovet-
mintik feldolgozasit +4 °C-ra hlitott munkafeliileten,
transzplanticios oldatban végeztiik. A feldolgozis sorin
a petefészek velGallomanyit eltivolitottuk és a kéregillo-
manybdl biopszias tivel 3 mm dtmérdji szovetdarabo-
kat készitettiink (1. dbra). Az igy nyert szovetdarabok
egy részét lefagyasztottuk, mdsik részét pedig fagyasztis
nélkili kontrollcsoportnak hasznaltuk.

A petefészekszovet-mintak fagyasztasa, tarolisa,
felolvasztasa

A fagyasztisra keriil§ szovetmintakat +4 °C-ra hitott,
DMSO-val (Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszig) és
human szérumalbuminnal (SSS, Irvine, Santa Ana, CA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) kiegészitett Leibovitz’s
L-15 fagyasztooldatba (Gibco Life Technologies, Pais-
ley, Nagy-Britannia) helyeztiik. A fagyasztéoldatban 40
percig 2 °C-on inkubdltuk, majd programozhaté fa-
gyasztokésziilékkel (Planer Sunbury-On-Thames; Nagy-
Britannia) hdtottiik le. A hités els§ szakaszdban 2 °C/
perc hiitési sebességet alkalmaztunk, majd -6 °C-on val-
tottuk ki a jégkristalyképz8dést (manual seeding) a min-
tidkban. Ezt kovetéen —40 °C-os hémérsékletig 0,3 °C/
perc, majd —140 °C-ig 10 °C/perc sebességgel tortént a
hiités. A lefagyasztott mintdkat legalibb egy hétig folyé-
kony nitrogénben, —196 °C-on téroltuk.

A felolvasztis sordn a folyékony nitrogénbdl kiemelt
mintakat 30 masodpercig szobahémérsékleten tartottuk,
majd felolvadisig 37 °C-os vizfiird6be helyeztiik. Ezt
kovetSen 0,75 M-tdl 0,125 M-ig folyamatosan csokke-
né szachar6zmennyiséget és 10% SSS-t tartalmazé
Dulbecco’s PBS-bél (DPBS, Lonza, Verviers, Belgium)
készitett szobah6mérsékletdi felolvaszté oldatsorba he-
lyeztiik a szovetmintit. Az utolsé felolvasztéoldatbdl G-
MOPS* szovettenyésztS tapoldatba (Vitrolife, Gote-
borg, Svédorszig) keriiltek a mintik felhasznaldsig.
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Tulélési vizsgalatok

A fagyasztott-felolvasztott mintak, valamint a fagyasztas
nélkiili kontrollmintak életképességét tobbféle modszer-
rel is vizsgéltuk.

A hagyomdnyos szoévettani vizsgalatok sordn mind a
friss, mind a fagyasztott-felolvasztott mintdkat fixaltuk,
majd paraffinba 4gyaztuk be. Ugyanigy fixdlasra és
bedgyazasra keriiltek a 21 napos szovettenyésztést kove-
téen megmaradt petefészekszovet-mintik is. Az Ossze-
hasonlité vizsgilatokra 6sszesen 40 minta dllt rendelke-
zésiinkre. A paraffinos blokkokb6l 5 mikrométeres
metszeteket készitettiink, amiket hematoxilin-eozin fes-
tés utin digitalizdltunk (Pannoramic Scan, 3DHIS-
TECH, Budapest). A digitilis metszeteket Pannoramic
Viewer szoftverrel (3DHISTECH, Budapest) jelenitet-
tilk meg, és az dsszes fellelhetd folliculusrél morfologiai
értékelést készitettiink. A tiisz6k értékeléséhez a Zbou és
misai [ 14] altal leirt sémat hasznaltuk. Az elvégzett mor-
folégiai vizsgalat alapjan minden tiisz6t besoroltunk a
2. abran feltintetett csoportok (4) normalis tiiszd; &)
minimélis elviltozast mutaté tiisz8, ¢) nekrotizélt tiisz8)
valamelyikébe.

A friss, illetve felolvasztott szovetekben 1évE tiisz6k
életképességét vitdlis festéssel is megvizsgaltuk. A vizsga-
latra szant szovetmintikat Collagenase enzimmel (Sig-
ma-Aldrich) homogenizaltuk, majd Neutral Red oldattal
(Sigma-Aldrich) festettitk. A Neutral Red festéket csak
az é16 sejtek veszik fel, igy az €16 tiiszOk, illetve petesej-
tek pirosra festédnek, mig az elhalt sejtek nem mutatnak
fest6dést [15, 16].

A szovetek hormontermelésének mértékét 21 napos
in vitro szovettenyésztés soran ellendriztiik. A petefészek
kéregallomanyabol biopszids tlivel készitett 3 mm atmé-
r6ji szovetdarabokat 1 ml DMEM 100 mg gliikéz (Sig-
ma-Aldrich) szovettenyészt6 tapoldatba explantiltuk,
amelyet 10% FCS-el (Hyclone, Logan, Amerikai Egye-
siilt Allamok) és 160 pg/ml Gentamycinnel (Sandoz
Hungary, Budapest) egészitettiink ki. A szovetmintakat
24 vijath szovettenyészt§ edényben, 37 °C-on, 5%-os
CO,-koncentricié mellett inkubdltuk. A szévettenyész-
t6 tdpoldat frissitése sordn a tenyésztés 3., 7., 14. és 21.
napjan 500 pl oldatot szivtunk le, amelyet friss tapoldat-
tal pétoltunk. Az igy eltdvolitott 500 ul 3, 7, 14, illetve
21 napos médiumot fagyasztva (—20 °C-on) taroltuk a
hormonmeghatarozasig.

A tenyésztésre hasznalt tipoldatok osztradiol- és pro-
geszterontartalmit ELISA-moédszerrel, Immulite 1000
késziilékkel (DPC Cirrus Inc., Los Angeles, Amerikai
Egyesiilt Allamok) hatdroztuk meg. A 21 napos szévet-
tenyésztést kovetGen a megmaradt szovetmintat a korab-
ban mdr leirt médon fixdltuk és hagyomanyos szovettani
vizsgilatot végeztiink.

A fenti vizsgalatokat mind a fagyasztott-felolvasztott,
mind pedig a fagyasztas nélkili kontrollmintikon elvé-
geztiik. A fagyasztott mintdk vizsgalatainak eredményeit
a kontrollcsoportéval dsszehasonlitva kovetkeztettiink az
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altalunk alkalmazott fagyasztisi moédszerek hatékonysa-
gara ¢és a felolvasztott mintak életképességére. A vizsgila-
tok elvégzése utin a kutatasi célra gyljtott szévetmintik
megsemmisitésre kertiltek.

A kutatasi eredményekrdl késziilt beszdmolé alapjan
az ANTSZ 1F-1F-7221-14,/2015 szamu hatérozatiban
engedélyezte a kutatdsi terv mdsodik szakaszanak meg-
kezdését, amelyben a petefészekszovet-fagyasztis mod-
szerét klinikai alkalmazdsban, daganatos betegek petefé-
szekszovet-atiiltetése és termékenységének megdrzése
céljabol végezhetjiik.

n=153 n =102
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Friss, valamint fagyasztott-felolvasztott petefészekszovet-mintdkban taldlhaté tiisz8k életképességének megitélése morfologiai jellemzdik alapjin.
a) Morfologiailag szabalyos tiisz8, megtartott sejtmag és citoplazma, szabdlyos fulliculussejtek korkorosen, megtartott zona pellucida. b) Deformalt
petesejt, inkomplett zona pellucida, szabalytalan folliculussejtek. ¢) Nekrotizilt tiisz8, szétesS petesejt és folliculussejtek

Eredmények

A kutatdsi célra felhaszndlt szoévetmintik mindegyike
olyan betegbdl szarmazott, ahol petefészekciszta miatt
tortént laparoszképos ovariumreszekeié. A 10 beteg ko-
zil nyolcnal petefészket is érint6é endometriosis, egy
esetben dermoid toml6, egy tovabbi esetben pedig per-
zisztal6 follicularis ciszta allt a betegség hattérében.

A hagyomanyos szovettani vizsgalatok soran feldolgo-
zott friss kontrollszovetmintikban 153, mig a fagyasz-
tott-felolvasztott mintakban 102 tiisz6t figyeltiink meg.

n=75

M Nekrotikus

H Minimalis

elvaltozas

[ Sértetlen

100% -
90% -
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70% -
60% -
50% -
40% -
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10% -
0% - T

Friss Felolvasztott

0. napon vizsgalva

Friss Felolvasztott

21. napon vizsgalva

3. 4dbra

Tiisz6k allapotinak vizsgalata friss és fagyasztott-felolvasztott petefészekszovet-mintakon

n = A szovettani vizsgilat sordn feldolgozott metszetekben azonositott tiisz8k szama.
0. nap = Friss minta esetén a mintavétel napja, fagyasztott-felolvasztott minta esetében pedig a felolvasztis napja.

21. nap = A 21 napos szovettenyésztés utin végzett vizsgilat
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4. dbra Neutral Red médszerrel festédést nem mutaté elhalt (a), vala-

mint pirosra fest6dott €16 (b és ¢) tiisz8k
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A mintinkénti tiisz8szam a kontrollcsoportban 0 és 37,
mig a fagyasztott-felolvasztott csoportban 0 és 76 kozott
valtozott. A friss, valamint felolvasztott mintik 21 napos
szovettenyésztését kovetSen 75, illetve 80 tiiszd vizsgi-
latat végeztiik el. A tiisz8ket sértetlen, minimalis elvalto-
zast mutatd, illetve degeneralt csoportokba soroltuk
(2. dbra), amelyek megoszlasit a friss, valamint fagyasz-
tott-felolvasztott szévetekben a 3. 4bra mutatja.

A Neutral Red vitdlis festés sorin mind a kontrollmin-
takban, mind pedig a felolvasztott mintdkban sikerdlt
kimutatni jol fest6d6 sejteket, illetve tiiszéket (4. dbra).
Ugyanakkor nem minden esetben lehetett egyértelmien
megdallapitani, hogy az enzimes emésztést kdvetSen vissza-
maradt sejtcsomoék melyike tartalmaz tiisz6t és melyik nem.

A friss, valamint fagyasztott-felolvasztott szovetmintak
21 napos tenyésztése sordn a szovettenyésztd tipoldat-
ban mért sztradiol- és progeszteronértékeket az 5. és 6.
abran tintettik fel.

A fagyasztis nélkili, friss szovetmintik Osztradiolter-
melése a 3., 7., 14. és 21. napon 467 + 437 pg/ml,
765 + 534 pg/ml, 825 £ 567 pg/ml, 926 + 663 pg/ml
volt. A felolvasztott mintik esetében pedig 379 + 184 pg/
ml, 664 + 342 pg/ml, 908 + 589 pg/ml, 694 + 534 pg/
ml-es értékeket mértiink. Az egyazon idGpontban mért
dtlagos Osztradiolértékek nem kiilonboztek szignifikin-
san a friss és fagyasztott-felolvasztott szovetmintik eseté-
ben (5. dbra).

A fagyasztas nélkiili, friss szovetmintak atlagos Gsztra-
dioltermelése a tenyésztés 21. napjan érte el maximélis
értékét (926 pg/ml), mig a fagyasztott-felolvasztott
mintak esetében az Osztradioltermelés maximuma a 14.
napon jelentkezett (908 pg/ml). Ezt kdvetSen a szoveti
osztradioltermelés intenzitisa csokkent, azonban a 21.
napon mért érték sem kiilonbozott szignifikinsan a friss
szovetmintik hormontermelésétdl.

A friss szovetmintik esetében a 3.,7., 14. és 21. napon
0,64 + 0,83 ng/ml, 1,29 + 1,66 ng/ml, 3,39 = 3,61 ng/
ml, valamint 3,55 + 3,09 ng/ml-es, folyamatosan emel-
ked6 progeszteronértékeket mértiink. A fagyasztott-fel-
olvasztott sz6vetmintik esetében pedig 0,19 + 0,14 ng/
ml, 0,31 + 0,21 ng/ml, 1,95 + 1,70 ng/ml és
1,71 £ 2,16 ng/ml volt a progeszterontermelés a szovet-
tenyésztés sordn (6. dbra). Bir a progeszterontermelés a
friss és felolvasztott szovetmintik esetében hasonlé gor-
bével dbrazolhato, a felolvasztott mintiknal alacsonyabb
értékeket mértiink a kontroll- (fagyasztis nélkili) min-
tidkhoz képest. Az eltérés szignifikinsnak bizonyult a 3.
(p<0,01), a 7. (p<0,01) és a 21. napon (p = 0,03) is.
A progeszterontermelés a friss mintdk esetében a 21.
napon mutatta a legmagasabb értéket (3,55 ng/ml),
mig a felolvasztott mintak esetében a maximumértéket
(1,95 ng/ml) a tenyésztés 14. napjan mértik.

Megbeszélés

A petefészekszovet-fagyasztis egyre szélesebb korben
keriil alkalmazasra daganatos betegek esetén a termé-
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6. dbra Friss és fagyasztott-felolvasztott szovetmintdk progeszterontermelése 21 napos szovettenyésztés soran. A feltiintetett értékek tobb szovetminta tenyész-

tése sordn kapott dtlagértékek. A fiiss és felolvasztott szovetminta progeszterontermelése kozott szignifikins kiilonbséget mértiink: A, B: p<0,01;

C:p=0,03

kenység megdrzése céljabol [10, 13,17, 18]. Fontosnak
tartjuk ugyanakkor, hogy az Gj és folyamatos fejlesztés
alatt 4ll6 médszerek rutin klinikai alkalmazasianak beve-
zetése el6tt azok hatékonysagit ellenérizziik. Az itt be-
mutatott vizsgilatok elsédleges célja tehit az volt, hogy
kutatdsra felajanlott szovetmintikon igazoljuk, hogy az
dltalunk alkalmazott fagyasztasi és feldolgozasi mddsze-

rek soran megdrizhetd a petefészekszovet-mintak életké-
pessége.

A fagyasztis-felolvasztas utini szovetek életképességé-
nek vizsgilatira szimos médszer all rendelkezésre. A ha-
gyomanyos fénymikroszképos szovettani vizsgalatok
mellett beszdmoltak elektronmikroszképos vizsgilatok
[19, 20], valamint kiilonbo6z6 vitdlis festések alkalmaza-
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sarol [13, 15, 19, 217 is. Ugyanakkor tobb szerz6 rimu-
tatott arra, hogy a sejtszerkezeti és szovettani vizsgalatok
onmagukban nem adnak elegendd informéciét a felol-
vasztott szovetek életképességérdl. Ezért a talélési vizs-
galatok kiterjedtek a szoveti hormontermelés [13, 22],
valamint a tiisz6ket alkoto sejtek apoptdzisvizsgilatira is
[23].

Vizsgilataink tervezésekor fontos szempont volt,
hogy a petefészekszovet-mintak talélésének megitélése-
kor olyan médszereket valasszunk, amelyek a részt vevd
intézetekben rutinszertien elvégezhetSk. Ezért a hagyo-
mdnyos szovettani vizsgilatok mellett Neutral Red vitalis
festést, valamint a szovetmintik 21 napos tenyésztése
soran Osztradiol- és progeszteronméréseket végeztiink a
szovettenyésztS tipoldatbol.

A hagyomanyos szovettani vizsgalatok soran minden
mintabdl egy-egy metszet keriilt értékelésre. A szovet-
mintikban a tiisz6k szdima valtozo volt (0-76), és el6for-
dultak olyan metszetek is, ahol egyaltalin nem taldltunk
tiisz6ket. Hasonlé megfigyelést kozoltek Bastings és
mtsai [13] is, akik a tiisz6k alacsony szamat vagy hianyat
azzal magyarizzik, hogy kutatdsi célra csak kisméretd
szovetminta allt rendelkezésre. Ezenkiviil sajit vizsgala-
tunkban a kutatasi célra felajinlott szovetmintik repro-
duktiv betegségekben szenvedd, petefészekmditéten at-
esett betegektSl szarmaznak, akiknél az alapbetegség
tipusatol és stalyossagatdl fiiggben a petefészekszovet
mindsége és igy a tiisz6k szdma is stlyosan csokkenhe-
tett.

A petefészekszovet-fagyasztas alkalmazdsakor a leg-
fontosabb kérdés az, hogy a felolvasztist koveten meny-
nyi életképes tiisz6 marad a szévetmintikban. A vizs-
gilatok modja, a normdlis vagy necroticus tiiszOk
besoroldsa munkacsoportonként viltozik, igy az ered-
mények sem teljesen Osszehasonlithatok. Az irodalmi
adatok attekintésébdl azonban egyértelmien kitdinik,
hogy a kiillonb6z6 fagyasztisi moédszerek eltérd mérték-
ben ugyan, de csokkentik a normalis morfologidja ti-
szOk szamat a felolvasztott mintdkban [23-25].

Az altalunk elvégzett hagyomanyos szovettani vizsga-
lat alapjin a friss mintdban 15%, mig a fagyasztott-felol-
vasztott mintaban 38,2% volt a necroticus tiisz0k ardnya.
Ez azt jelenti, hogy az altalunk alkalmazott médszerek
eredményeként 23,2%-kal csokkent a normalis vagy mi-
nimalis elvaltozisokat mutaté tiisz8k gyakorisiga. Ered-
ményeinkhez hasonléan miés szerzdk is a tiisz6k 50—
80%-o0s fagyasztis utdni tdalélésérdl szamoltak be [14,
23], de van olyan kozlemény, ahol a fagyasztas-felolvasz-
tas eredményeként a tlisz6k tobb mint 60%-a nekrotiza-
lodott [25].

Sajat eredményeink egyuttal arra is rimutatnak, hogy
a szovetmintikban megfigyelhetd tiisz6knek a fagyasz-
tast és felolvasztast, valamint a 21 napos szovettenyész-
tést kovetGen tobb mint 25%-a sértetlen vagy csak mini-
malis elvaltozast mutat.
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Az altalunk alkalmazott Neutral Red festés eredménye
szintén igazolta az életképes sejtek, illetve tiisz8k jelenlé-
tét a felolvasztds utani szovetmintikban. Az eljarast mas
szerzOk is alkalmasnak taldltik arra, hogy €16 tiisz6k je-
lenlétét mutassak ki petefészekszovet-mintdkban [15,
16]. A modszer egyik legfontosabb elénye, hogy egysze-
rd, gyors és nem igényel specidlis technikai feltételeket
(példaul fluoreszcens mikroszkép), igy barmelyik asz-
szisztalt reprodukciés laboratérium rutinfelszerelésével
clvégezhets. Hasonlé médon, de Calcein AM-festéssel
vizsgaltak a szovetmintak talélését Bastings és mtsai [13],
akik minden vizsgélt mintiban pontosan meghatiroztak
az é16 tiisz8k szamdt. Sajat tapasztalataink azt mutattak,
hogy a neutralred-festés alkalmazasaval egyértelmden el-
kiilonithetSk az €16 és elhalt sejtek, illetve sejtcsoportok.
Ugyanakkor az enzimes emésztést kovetSen a szovet-
mintdbél megmaradt szabalyos, kerek alaka tiisz6k és az
egyéb fest6ds, szabalytalanabb alaka sejtcsoportok ko-
zott csak szubjektiv médon lehet kiilonbséget tenni.
Ezért a neutralred-festést inkdbb csak a petefészekszovet
sejtjeinek fagyasztas utdni talélésének megitélésére, nem
pedig a mintaban 1évé életképes tiisz8k pontos szdmanak
meghatarozasira tartjuk alkalmasnak.

A szoveti hormontermelés szintén j6l mutatja a pete-
tészekszovet-mintakban 1évd tiisz8k talélését. A szovet-
tenyésztés soran 14 napig folyamatosan novekvd hor-
montermelést figyeltiink meg a fagyasztott-felolvasztott
szovetmintak esetében, ami megegyezik az idevonatko-
76 szakirodalmi adatokkal [13, 22, 26]. VélhetSen a be-
avatkozas soran karosodott tiisz6k mlikodésének kiesése
miatt a felolvasztott szovetmintakban kevesebb életképes
tlisz6tol kisebb mennyiségli hormontermelés lenne el-
varhat6. Ennek ellenére sajat vizsgalatainkban a fagyasz-
tott-felolvasztott szovetmintak Osztradioltermelése nem
tért el Iényegesen a friss szovetmintikhoz képest, mind-
0ssze a hormontermelés maximuma tevédott korabbi
id6pontra. A fagyasztott-felolvasztott mintik progeszte-
rontermelése a friss mintdkéhoz hasonlé noévekedést
mutatott, de az egyes id6pontokban mért értékek elma-
radtak azoktOl. Bastings és mitsai [13] a fagyasztis-fel-
olvasztds hatdsira alacsonyabb Osztradioltermelést
mutattak ki a szovettenyésztés 4. napjin, mig progeszte-
rontermelés esetében a 7. napon mértek alacsonyabb ér-
téket.

Kovetkeztetések

A petefészekszovet-mintdk fagyasztisira, tdroldsira ¢és
felolvasztasara intézetiinkben alkalmazott médszerekkel
biztositottuk a petefészekszovetben talilhatd tiszSk
hossza tava talélését. Vizsgalataink sordn nyert tapaszta-
lataink és eredményeink alapjin, érvényes kutatisi enge-
dély birtokdban, intézetlinkben megkezdtik a petefé-
szekszovet-fagyasztis bevezetését a klinikai gyakorlatba
daganatos betegek petefészekszovet-atiiltetése és termé-
kenységének megébrzése céljabol.
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Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasa, illetve a kap-
csol6dd kutatébmunka anyagi timogatasban nem része-
stilt.

Szerzoi munkamegosztds: . P, B. A.: Kutatdsvezetd, ku-
tatdsi terv kidolgozdsa és kivitelezése, adatok értékelése,
kozlemény Osszeallitasa. U. J., R. J.: Kutatasi terv kidol-
gozasa, adatok értékelése, kozlemény Osszedllitdsa. F. L.:
Szovettani vizsgilatok végzése, adatok értékelése. S. A.:
Szovettenyésztéssel kapcsolatos vizsgalatok kivitelezése,
adatok értékelése, kozlemény Osszeallitasa. Cs. G.: Szo-
vettenyésztéssel kapcsolatos vizsgalatok kivitelezése és az
eredmények értékelése. L. A., K. Z.: Eredmények érté-
kelése, kozlemény Osszedllitisa.

Erdekeltségek: A szerzéknek jelen kutatémunkaval kap-
csolatban nincsenek érdekeltségeik.
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