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Roviditések jegyzéke
E2: Estradiol
EBSS: Earl’s balanced salt solution

ESHRE: European Society of Human Reproduction and Embryology

ET: Embriotranszfer

FSH: Folliculus stimulalé hormon

GIFT: Gaméta intrafallopian transzfer
GnRH: Gonadotrophin releasing hormone
GV Germinalis vezikulum

hCG: Human chorion gonadotrophin
hMG Human menopausal gonadotrophin
HSA: Human szérum albumin

ICMART: International Committee Monitoring Assisted Reproductive Technologies

ICSI: Intracitoplazmatikus spermiuminjekcid
U: International Unit (nemzetk6zi egység)
IVF: In vitro fertilizacio (szervezeten kiviili megtermékenyités)

Krio-ET:  Embriok fagyasztasat-felolvasztasat koveté embriotranszfer

MI: Metafazis I (a meiotikus osztodas elsé fészakaszanak metafazisa)
MII: Metafézis II (a meiotikus osztédas masodik fészakaszanak metafazisa)
MOPS: 3-(-morfolino) propan-szulfonsav

PB: Polar body (sarkitest)

PI: Profazis I (a meiotikus osztddas elsd f0szakaszanak profazisa)

PGD: Preimplantacids genetikai diagnosztika

PGS: Preimplantacids genetikai sziirés

PN: Pronucleus (elémag)

PZD: Részleges zona disszekcid

SART: Society for Assisted Reproductive Technology

SUZI: Szubzonalis inszeminacio

TESE: Hereszovetbdl torténd spermiumnyerés (Testicular sperm extraction)
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WOW: Well-of-the-well Petri-csésze (mikrovajatokat tartalmazo Petri-csésze)
ZD: Zona drilling
ZIFT: Zygote intrafallopian transfer
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1. Bevezetés

1.1.  Azin vitro fertilizacios kezelések rovid torténeti attekintése

Az in vitro fertilizaci6 (IVF) az a folyamat, amely soran a petesejteket a szervezeten kiviil,
laboratoriumi koriilmények kozott termékenyitik meg, majd a fejlodo embriot beiiltetik a
méhtiregbe. Jollehet ezek az embriok valojdban még bedgyazddas elotti, tgynevezett
preembriok, azonban mind a hazai, mind a nemzetkdzi szakirodalom egyszertisitve
embrioként hivatkozik rajuk, ezért dolgozatomban konzekvensen az embrido megnevezést
alkalmazom.

Robert G. Edwards professzor és Patrick Steptoe ndégyodgyasz kozds munkassaga
eredményeként 1978. julius 25-én az Oldhami Altaldnos Korhazban megsziiletett az elsd
szervezeten kiviil fogant gyermek, Louise Brown (Steptoe és Edwards 1978). Az altaluk
1étrehozott mddszer jelentdségét mi sem bizonyitja jobban, mint hogy az azéta eltelt kozel
négy évtizedben mar vilagszerte tobb, mint 6,5 millié gyermek ennek a modszernek
koszonheti életét (focusonreproduction.eu 2016), a fejlett orszagokban az in vitro
fertilizacioval fogant gyermekek aranya pedig az 5%-ot is elérheti (Kovacs 2014).
Edwards professzor neve 2010-ben valt hazankban is szélesebb korben ismertté, miutan
»a szervezeten kiviilli megtermékenyités modszerének kifejlesztéséért” elnyerte az
orvostudomanyi Nobel-dijat (Nobelprize.org 2016).

Louise Brown sziiletése természetesen nem volt minden elézmény nélkiili. Az elsd
sikeres szervezeten kiviili megtermékenyitésrol mar 1878-ban beszamoltak. Schenk nytl
és tengeri malac petesejteket termékenyitett meg in vitro koriilmények kozott sikeresen
(Schenk 1878). Tobb, mint fél évszazadnak kellett eltelnie ahhoz, hogy emberek esetében
is hasonlé eredmények sziilessenek. Rock és Menkin 1944-ben szamolt be el0sz6r huméan
petesejtek sikeres szervezeten kiviili megtermékenyitésérdl (Rock és Menkin 1944).
Eredményiiket hat év kutatomunka utan érték el. A petesejteket laparotomia utjan nyerték
a paciensek menstruacios ciklusanak tizedik napja koriil. A létrehozott embridkat nem
tiltetiiltették vissza. Raoul Palmer francia ndgydgyasz volt az elsd, akinek sikeriilt emberi
petesejtet nyernie laparoszkopos technika segitségével (Nezhat 2016). Az elsé in vitro
fogant human embridk betiltetésével létrejott terhességre 1973-ig kellett varni (De
Kertzer és mtsai 1973). De Kretzer és munkatarsai 5 tiiszé leszivasat kdvetden egy

petesejtet nyertek, amelyet sikeresen megtermékenyitettek, majd az igy létrehozott
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embriot 74 oraval késébb, nyolc sejtes allapotban juttattdk a méhiirbe. A létrejott
terhesség azonban vetéléssel végzddott.

A késébbi Nobel-dijas Robert Edwards fontos tttér6 munkat végzett. E16sz6r 1965-ben
probalkozott human embriok szervezeten kiviili megtermékenyitésével (Edwards és mtsai
1966), sikeres fertilizaciorol, és a megtermékenyitett petesejtek osztodasarol 1970-ben
szamolt be (Edwards és mtsai 1970). 1976-ban, munkatarsaval Patric Steptoe
ndgyogyasszal kozosen in vitro fogant embrid belltetését kovetdé méhen kiviili
terhességrdl adtak hirt (Steptoe és Edwards 1966). Az attorést az 1978-as év hozta el.
Lesley Brown 9 éve kiizdott medddséggel, mivel petevezetékeit eltavolitottak. Spontan
ciklusbol egyetlen petesejtet nyertek laparoszkdpiaval, amelyet megtermékenyitve
nagyjabol egy oraval azt kdvetden, hogy a nyolc sejtes allapotot elérte, beiiltettek. A
létrejott terhesség ezuttal az elsd szervezeten kiviill fogant gyermek sziiletésével
veégzodott.

Edwards és kortarsai a petesejteket a ma hagyomanyos in vitro fertilizacionak nevezett
modszerrel termékenyitette meg. E modszer 1ényege, hogy a leszivott petesejteket, az
azokat koriilvevd cumulus sejtekkel kozosen, a valamilyen méddon megfeleléen
eldkészitett ondomintaval meghatarozott ideig inkubaljadk. A létrejott embridkat néhany
napos in vitro tenyésztést kovetden a méhiirbe iiltettek vissza.

A belltetésre nem keriilt, Gn. szamfeletti embridk egy késObbi idopontban torténd
felhasznalasnak igénye mar kordn felmeriilt, hiszen igy a kezelések hatékonysaga
novelhetd. A sejtek fagyasztdsanak és mélyhiitve taroldsanak modszerét mar az 1970-es
években ismerték (Mazur 1970), és hamarosan sikeresen alkalmaztdk huméan embridk
esetében is. Az elsé fagyasztott-felolvasztott embrid beiiltetését kovetd sziilésrol
Zeilmaker és munkatarsai szdmoltak be (1984). Az elsd petesejtfagyasztast kovetd
terhességig sem kellett sokat varni (Chen 1986), noha a technika csak az utobbi idékben
valt a klinikai rutin részévé.

Az els6 sikeres IVF-ET kezelést kovetd 15 évben tovabbi mddszereket dolgoztak ki a
medddség  kiilonbozé  formdinak célzott kezelésére. A szervezeten kiviili
megtermékenyitéssel végzett kezelések fejlédését az I. Abra szemlélteti. Shettles (1979)
leszivott petesejtet juttatott frissen helyredllitott petevezetékbe. Sikeres in vivo
megtermékenyliilést kovetden a kezelés sziiléssel veégzddott. 1983-ban Tesarik €s

munkatarsai Shettles példajat kovetve kidolgoztak az altaluk ,,in vitro inszeminacio és
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méhkiirt transzfernek™ nevezett eljarast (Perone 1991), amely soran a leszivott petesejtek
¢s spermiumok keverékét juttattdk a petevezetékbe annak helyredllitdé mitéte alatt
(Tesarik ¢és mtsai 1983). Négy kezelt nObetegbdl kettonél jott 1étre terhesség, melyek
koziil egy végzodott sziiléssel. Ezen eljarasok utodaként vezették be az tgynevezett
gaméta intrafallopian transzfer (GIFT) kezelést, amely segitségével 1étrejott terhességrol
eloszor 1984-ben szamoltak be Asch és munkatarsai (1984). GIFT kezelés soran a
petesejteket €s spermiumokat egyidejiileg juttattak a méhkiirtbe egyetlen laparoszkopos

mutét alatt.

Elsé IVF terhesség Krio-ET ZIFT PZD ICSI

1978 1993

= |
1973 19 1986
Els6 sziilés GIFT suzi PGD  TESE-ICSI

GIFT:  Gaméta intrafallopian transzfer PGD: Preimplantacids genetikai
ICSI: Intracitoplazmatikus spermiuminjekcid diagnosztika
IVE: In vitro fertilizacié PZD: Részleges zona disszekcid

(szervezeten kiviili megtermékenyités) SUZI: Szubzonalis inszeminacid
Krio-ET: Embridk fagyasztasat-felolvasztasat TESE: Hereszovetbdl torténd

kovetd embriotranszfer spermiumnyerés (Testicular sperm

extraction)
ZIFT: Zygote intrafallopian transfer

I. Abra Az in vitro fertilizacios kezelések mérfoldkovei (magyarazat a szovegben)

A kovetkezd 1épést a zigotak méhkiirtbe torténd beiiltetése jelentette (zygote
intrafallopian transfer — ZIFT). Az allatkisérletekben mar eredményes modszer elsd
sikeres human alkalmazasarol Devroey €s munkatarsai szdmoltak be (1986). A mddszer
bonyolultabb ¢és koltségesebb volt, mint a hagyomanyos méhiirbe torténd

embriodbeiiltetés, ugyanakkor kezdetben eredményesebbnek bizonyult. A hagyomanyos



DOI:10.14753/SE.2018.2116

IVF-ET kezelések fejlodésével ez a kiilonbség eltlint a két technika kozott, és a 2000-es
évek elejére ZIFT kezeléseket mar csak ritkan végeztek (Weissman és mtsai 2004).

Mig koradbban a petesejtnyerést, embriobeiiltetést, a GIFT ¢és ZIFT kezeléseket is
laparoszkopia segitségével végezték, az ultrahangos technikak fejlodésével lehetdség
nyilt kevésbé invaziv modszerek alkalmazasara. Wickland és munkatarsai (1987)
kidolgoztak egy ultrahang segitségével, hiivelyen keresztiil végzett petesejtnyerési
technikat, mig egy évvel késobb Jansen €s Anderson (1988) szamoltak be nem operativ
embriobetiltetésrol.

A fejlodés természetesen nem csak a klinikai, de az embrioldgiai laboratériumi
modszerekben is végbement. A hagyomanyos in vitro fertilizacios kezelések
sikerességéhez fontos volt, hogy megfeleld mennyiségli és mindségli spermium alljon
rendelkezésre a petesejtek megtermékenyitéséhez. Amennyiben az onddminta
valamelyik mindségi paramétere a normalisnal alacsonyabb volt, az alacsony
megtermékenytiilési arany miatt a modszer nem miikddott hatékonyan, igy andrologiai
eredetli medddség esetén csak rossz hatdsfokkal volt alkalmazhat6. Eleinte Ggy probaltak
jobb megtermékenyiilési ardnyt elérni, hogy a denudalt, cumulus sejtekté] megtisztitott
petesejt zona pelluciddjat valamilyen mikromanipulécids technika segitségével
megnyitottak a spermiumok szamara. Ezt eldszor kémiai titon, savas Tyrode-oldattal
(zona drilling — ZD), kés6bb mechanikai uton érték el (partial zona dissection — PZD)
(Gordon és mtsai 1988, Malter és Cohen 1989). Egyik modszerrel sem sikertilt azonban
megfelelden jo eredményeket elérni, az ily mddokon létrehozott zigotdk esetében
kiilondsen magas volt a polispermia aranya.

Laws-King és munkatarsai (1987) k6zolték azt a modszert, amely soran egyetlen mozgd
spermiumot injektaltak a zona pellucida ala a perivitellinaris térbe, ez volt a szubzonalis
inszeminacio (SUZI). A spermiumokat az injektalés el6tt 20-24 o6ran keresztiil kalciumot
nem tartalmazd tdpoldatban tartottdk, mieldtt kalciumot tartalmazd tépoldatban
reszuszpendatlak, igy segitve eld a kapacitaciot. A 20% koriili megtermékenyiilési arany
tovabbra is tul alacsonynak bizonyult, ahhoz, hogy az eljaras megfeleléen hatékonyan
alkalmazhat6 legyen andrologiai eredetii medddség kezelésére €s a klinikai rutin részévé
valjon (Wang €s Sauer 2006), €s napjainkra ez az arany 70% kortili.

Az attorést az intracitoplazmatikus spermiuminjekcio (ICSI) megjelenése hozta el. Ennek

soran egyetlen spermiumot injektalnak a petesejt citoplazméjaba. A modszert mar az

10
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1980-as évek végén kidolgoztak (Lanzendorf és mtsai 1988), de az elsd sikeres kezelésrol
csak 1992-ben szamoltak be (Palermo és mtsai 1992). A korabbi technikakkal ellentétben
(ZD, PZD, SUZI) a petesejteket nem csak mozgo, de akar arra alkalmas mozgasképtelen
spermiumokkal is meg lehet termékenyiteni. Az ICSI lehetdvé tette petesejtek
megtermékenyitését hereszovetbdl nyert spermiumokkal is (Craft és mtsai 1993). Az
ICSI eljaras eredményességének koszonhetden hamar elterjedt, és ma is sikeresen
alkalmazzak stlyos foku andrologiai eredetti medddség kezelésére.

Fejlodés természetesen nem kizarolag a megtermékenyités mddszereiben ment végbe.
Noha az életképes embridok kivalasztasa szinte minden laboratériumban az embriok
morfologiai birdlataval torténik, tobb mas modszer is a kutatasok témadja lett. Kiemelendd
ezek koziil a preimplantacids genetikai szlirés (PGS), amelynek célja elsésorban, hogy
segitségével az aneuploid embriok kisziirhetdek. Alkalmazasdval elméletileg magasabb
¢élve sziilési arany érhetd el. Szamos tanulmany eredménye vonja azonban kétségbe ezt a
feltételezett pozitiv hatast. Példaul az Egyesiilt Allamokban 2011-2012 kozott végzett
asszisztalt reprodukcids kezeléseinek adatai azt mutatjak, hogy a PGS alkalmazasa nem
novelte, hanem csokkentette az élve sziilések esélyét (Kushnir és mtsai 2016).
Koltésghatékonysagi vizsgalatok is kimutattak, hogy 38-40 éves nébetegek esetében az
egy ujsziilottre es6 koltségek PGS-sel végzett IVF kezelések esetében magasabbak, mint
PGS nélkiil (Mersereau ¢s mtsai 2008). Annak, hogy az eredmények mégsem tiikrozik az
elvarasokat, tobb oka lehet. Jollehet az alkalmazott modszerek pontossaga sokat javult az
utobbi idében, a legnagyobb problémat azonban a mozaikos embridok okozzak. Ezek az
embridk tobb kariotipusos sejtpopulécioval rendelkeznek. Esetilkben a PGS eredménye
lehet fals pozitiv (Gleicher és mtsai 2016) vagy fals negativ is. Mindezek miatt, egyes
szerzOk szerint PGS-t ma még csak kisérleti jelleggel szabadna alkalmazni, a betegek
részletes tajékoztatasaval (Orvieto és mtsai 2016).

A kutatasok, fejlesztések az asszisztalt reprodukcids kezelések minden aspektusara
kiterjednek, és annyira szerteagazoak, hogy ezek mindegyikét itt nem all médomban
bemutatni. Fontos kiemelni azonban néhany teriiletet, amelyek az utobbi idében keriiltek
a vizsgalatok kozéppontjaba. Ilyenek tobbek kozott a megtermékenyités modjanak
kivalasztasa, az embriok in vitro tenyésztése egyedileg vagy csoportosan, embridk
fejlodésének vizsgalata time-lapse rendszerek segitségével, illetve az embridfagyasztas

modja.
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1.2. Az in vitro fertilizicios kezelések laboratoriumi folyamatai

Az els6 sikeres IVF kezelések oOta a kutatdsoknak, fejlesztéseknek koszonhetden az
embriologiai laboratoriumban folyd munka képe sokat valtozott, noha az alapvetd Iépések
ma is ugyanazok maradtak. Ahhoz, hogy egy kezelés eredményeképpen nagyobb eséllyel
j0jjon 1étre terhesség, egyszerre tobb petesejtre is sziikség van, hiszen igy valosziniibb,
hogy lesz legaldbb egy, amely megtermékenyiilést kovetden tovabbosztodik és
beiiltethet6. Ezt a petefészkek hormonalis stimulacidjaval érik el, tobbszords
tiiszOnovekedést eldidézve. Az érett tiiszOkbol a tiiszéfolyadékot a hiivelyboltozaton
keresztiil, ultrahangvezérlés mellett, egy iireges tii segitségével leszivjak. A petesejteket
Osszegyljtik, majd a megtermékenyitésig megfeleld tapoldatban 37°C-on inkubaljak.

A pér férfi tagja az ondOmintat 4altaldban a petesejtnyerés napjan adja. A
spermiumkoncentracié és motilitas vizsgalata utdn, a megtermékenyités elétt a minta
feldolgozasra keriil. A spermaminta feldolgozasa annak mindsége, illetve a felhasznalasi
cél, a petesejtek megtermékenyitésének modja szerint tobb modszer segitségével
torténhet. Mindegyik megegyezik azonban abban, hogy a feldolgozas célja a jol mozgd
spermiumok kinyerése, vagy legaldbb ardnyuk megndvelése a mintdban, illetve az
onddplazma eltavolitasa.

Az in vitro fertilizacios kezelések soran a petesejtek megtermékenyitésére napjainkban
szinte kizarolag két modszert alkalmaznak. A hagyomdanyos in vitro fertilizacio (IVF)
soran a feldolgozott spermaminta — mely a feldolgozas utan mar legnagyobb részben
progresszivan mozgo6 spermiumokat tartalmaz — megfeleld mennyiségét a petesejtekkel
kozosen inkubaljak, altalaban 16-18 oraig, noha léteznek rovid inkubacios 1d6t eldird
protokollok is. A masik, intracitoplazmatikus spermiuminjekcionak nevezett technikat
eredetileg sulyos foku andrologiai medddség kezelésére fejlesztették ki. Lényege, hogy a
denudalt, cumulus sejtekt6l megtisztitott petesejt citoplazmdjaba mikromanipulator
segitségével egyetlen spermiumot injektalnak. A méddszer esélyt adott olyan paroknak is
arra, hogy sajat gyermekiik legyen, akiknél az ondominta rendkiviil gyenge mindsége
miatt a hagyomadnyos IVF modszer nem johetett szoba, vagy nem vezetett eredményre.
Az ICSI megnyitotta a lehetdséget arra, hogy mellékherébdl, vagy hereszovetbol
sebészeti uton nyert spermiumokkal is megtermékenyithessenek petesejteket.

A megtermékenyiilést az inszeminaci6 utan 16-18 oraval ellenérzik. Ekkor a normalis

megtermékenytiilést mutatd petesejtekben az apai és anyai eldmagok lathatoak. A fejlédo
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embriok morfologiai paramétereit ezutan hagyoményosan naponta egy alkalommal
vizsgaljak. Az embridk birdlatinak moddjairdl, az életképesség vizsgalatival a
késobbiekben részletesen foglalkozunk.

Az embriok tenyésztése specialis szén-dioxid gazt tartalmazé inkubatorokban torténik,
melyek belsd homérséklete 37 °C. A petesejteket kortilvevd cumulus sejtek pH-
szabdlyozd funkcidval is rendelkeznek, ezért eltavolitdsuk utan a petesejtek pH-
szabalyozd képessége csokken (FitzHarris €s Baltz 2006), kiilonosen fontos tehat a
tapoldatok megfeleld pH-értékének biztositdsa. Az osztodasi fazisu embridk szaméra
optimalis pH értéket a tapoldatokban talalhatdo bikarbonat (HCO3™) puffer hivatott
biztositani. Ehhez azonban a 1égk6rinél magasabb szén-dioxid (CO») tartalom sziikséges,
ezért az inkubatorokban 1évé levegd szén-dioxid koncentracidja 5-6%. Az éltalanosan
hasznalt embridtenyésztd tdpoldatok pH-értéke az embridk belsé pH-értékénél némileg
magasabb, pH 7.3-7.4 értékre vannak allitva, az embriok anyagcseréjének kovetkeztében
fellépd savasodas ellenstlyozasara (Turner 2013). Sok inkubatorban van ezenkiviil
lehetdség a légkorinél alacsonyabb oxigén (O2) koncentracid biztositasara. Az oxigén
embridkra gyakorolt toxikus hatasa allatkisérletekb6l ismert (Catt és Henman 2000),
ugyanakkor a human eredmények nem tamasztjak egyértelmiien ala az 5%-0s O.-szint
sziikségességét (Sobrinho ¢és mtsai 2011), jollehet az embriok szedercsira (blasztociszta)
allapotig torténd tenyésztése esetén elonyds lehet (Gardner 2016, Kovadi¢ és
Vlaisavljevi¢ 2008, Meintjes és mtsai 2009).

Az embridk tenyésztésére hasznalt tdpoldatok a pH-pufferen kiviil altalaban kiilonb6z6
sokat, tapanyagokat €s fehérjeforrast tartalmaznak. A tenyésztés torténhet egyedileg,
elkiilonitett tapoldatcseppekben, vagy csoportosan. A tapoldatra steril dsvanyi olajat
rétegeznek, amely megakadalyozza a folyadék parolgasat, stabil ozmotikus viszonyokat
biztositva. Hasonl6 szerepe van az inkubatorok magas paratartalmanak is.

Az embridk beiiltetése kiillonb6zo idépontokban és allapotokban torténhet. Elterjedt az
inszeminaciot kovetd 3. napon osztddasi fazisban, illetve az 5. napon balsztociszta
allapotban torténd transzfer is. Utobbi elénye, hogy a balsztociszta allapot elérése mar
onmagaban az életképesség egyik indikatora, ezért blasztocisztatranszfert kdvetden a
betiltetésekre vonatkoztatott klinikai terhességi arany magasabb lehet, mint osztodasi
fazisu embriok betltetése esetén (Gardner és mtsai 1998, Milki és mtsai 2000),

ugyanakkor hatranya, hogy az olyan kezelések szama magasabb, amelyekben valamilyen
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okbol, példaul az embridk elégtelen fejlodése kovetkeztében, embridbetiltetésre (és
fagyasztasra) nem keriil sor. A meghosszabbitott tenyésztés tovabba eszkoz-, id6- és
munkaigényesebb is.

Egynél tobb embrid beiiltetése — amennyiben lehetséges — noveli a teherbe esés esélyét,
ugyanakkor a tobbes terhesség létrejottének, illetve az ezzel egyiittjar6 neonatalis
szovédményeknek a kockazata is magasabb. Altalanosan elterjedt gyakorlat két embrid
egyidejli betiltetése, jollehet egyre tobb helyen alkalmazzék a tervezetten egyetlen embrio
beiiltetésének stratégiajat (SART és ASRM 2012). Ezt leginkabb blasztociszta allapotig
torténd tenyésztést kovetden alkalmazzak. Amennyiben a ndbeteg életkora magas,
meghaladja a 38-40 évet, a teherbe esés €s a terhesség kihordasanak esélye dramaian
csokken (Templeton 1996, te Velde és Pearson 2002, ESHRE 2005). Ilyenkor, illetve
amennyiben korabbi sikertelen IVF kezelések indokoljak, gyakran 3, vagy akar 4 embri6
is beiiltetésre keriil, hiszen ilyen esetekben az ikerterhesség létrejottének valdszintisége
igen alacsony. A kivalasztott embrid(ka)t a tapoldat egy kis térfogataval, lagy katéter
segitségével juttatjak a méhbe.

Asszisztalt reprodukcios kezelést kovetden lehetdség van a terhesség korai felismerésére,
mivel a megtermékenyiilés idOpontja pontosan ismert. A szérum hCG-szint (human
chorionic gonadotropin) alkalmas arra, hogy terhesség 1étrejottét kimutassa, ezért azt
altalaban 11-12 nappal az embridbeiiltetést kdvetden levett szérummintak teljes f-hCG-
szintjének vizsgalataval allapitjak meg (Bjercke és mtsai 1999, Poikkeus és mtsai 2002).
Amennyiben 20-23 nappal az embridbeiiltetést kovetéen egy vagy tobb petezsak, illetve
a terhesség definitiv klinikai jelei ultrahanggal lathatok, klinikai terhességrol
beszélhetiink (Zegers-Hochschild 2009). Abban az esetben, ha a hCG-szint emelkedést
kovetden a terhesség ultrahanggal nem igazolhato, biokémiai terhességrol beszéliink. Ezt
a terminoldgiat hasznalja tobbek kozott a legnagyobb eurdpai asszisztalt reprodukcios
tarsasag (European Society of Human Reproduction and Embryology - ESHRE),
valamint az Amerikai Gyogyszer- és Elelmiszeriigyi Hatésag (Food and Drug
Administration - FDA) is.

A beiiltetésre keriild6 embriokon til gyakran rendelkezésre allnak olyan embridk is,
amelyek életképessége megfeleld lehet ahhoz, hogy bedgyazddjanak és terhességet
hozzanak létre. Az igény ezen embriok meglOrzésére egy késébbi idOpontban torténd

beiiltetéséhez mar koran felmeriilt. Az embriok mélyfagyasztasanak, fagyasztva
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tarolasanak, majd felolvasztasanak (krioprezervacio) és kés6bbi beiiltetésének szdmos
elénye van. Ilyen kezelés végzése esetén nincs sziikség tjabb gonadotropinstimulaciora,
¢s a kumulativ, azaz a paciens Osszes kezelésére vonatkoztatott terhességi arany is
magasabb lehet (Kuwayama és mtsai 2005, Balaban és mtsai 2008), mikézben bonyolult
¢s koltséges laboratériumi modszerekre sincs sziikség.

El16 sejtek sikeres fagyasztva tarolasahoz néhany nehézséget azonban le kellett kiizdeni.
Egyrészt a 80% koriili viztartalm sejtek fagyasa sordn keletkezd jégkristalyok
kozvetleniil is karositjdk azokat (mechanikai karosodas), masrészt az oldott anyagok
koncentracidjanak novekedése, mikozben egyre tobb jég keletkezik, ozmotikus sokkot
idézhet elé (Pegg 2002). Polge és munkatarsai (1949) egy véletlen felfedezésnek
koszonhetden ismerték fel a glicerin fagyvédd hatésat. Ez nyitotta meg az utat el0szor az
emberi spermiumok sikeres fagyasztasahoz (Sherman és Bunge 1953), majd a
kriobioldgia fejlddése lehetdve tette, hogy nem sokkal az elsé sikeres in vitro fertilizacios

kezelést kovetden mar az elsd krioprezervaciot tulélt embrid beiiltetésébdl 1étrejott

terhességrol is beszamoljanak (Trounson és Mohr 1983).

1.3. Az in vitro fertilizicios kezelések embrioldgiai laboratériumi médszereinek
uj iranyzatai
Az embriologiai laboratoriumban alkalmazott modszerek rendkiviil szertedgazoak, a
fejlédés is tobb iranyban halad. A kezelések eredményességének szempontjabol alapvetd
fontossagu, hogy megfeleld mindségli embridk alljanak rendelkezésre, amelyek aztdn
bedgyazddhatnak és terhességet hozhatnak létre. Az embriok mindségét kiillonbozo
tényezOk befolyasoljak, melyek koziil ketté emelenddé ki. Az egyik a petesejtek
megtermékenyitésének modja €s koriilményei, a masik az in vitro embridtenyésztés. A
kumulativ eredményesség Szempontjabol kulcsfontossagn az embriok sikeres
mélyfagyasztisa késObbi beiiltetés céljabol, illetve a kezelések szinvonaldnak
folyamatossagat, az esetleges nem vart események felismerését és kikiiszoboléseét
lehetévé tevo mindségbiztositasi rendszerek. Noha az alapelvek valtozatlanok, az utobbi
idészakban mindegyik részfolyamatban 0j irdnyzatok jelentek meg, vagy keriiltek tjra a
figyelem kozpontjaba. Jelen fejezet célja ezek koziil a legfontosabbaknak, a mindennapi

rutin szempontjabol leginkabb érintetteknek az attekintése.
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1.3.1. A megtermékenvités mddja — az ICSI kezelések javallatainak feliilvizsgalata

Ma a szervezeten kiviili megtermékenyitést szinte kizardlag a korabban emlitett két
modszer, a hagyomanyos IVF és az eredetileg androldgiai eredetli medddség kezelésére
kidolgozott intracitoplazmatikus spermiuminjekcioval végzik, mely 1992-es bevezetése
utan vilagszerte elterjedt. Mig 1995-ben a kezelések 11%-at végezték ICSI-vel, 2003-ra,
mar a megtermékenyitések tobb mint fele, 55,6 %-a a modszer segitségével tortént (Wang
¢és Sauer, 2000).

Nem szabad azonban megfeledkezni arr6l, hogy mint minden beavatkozasnak, az
intracitoplazmatikus spermiuminjekcioval végzett medddségi kezeléseknek is vannak
bizonyos kockazatai, noha ezek mértékérdl az irodalmi adatok ellentmondéasosak. Egyes
szerzOk a fejlddési rendellenességek eldforduldsanak magasabb kockazatarol szamolnak
be ICSI-t kovetéen (Davis és mtsai 2012), mig masok ebbdl a szempontbol nem talaltak
kiilonbséget a két megtermékenyitési mddszer kockézatai kozott (Devroey €s Van
Steirteghem 2004, Lie és mtsai 2005, Wen és mtsai 2012, Fauser és mtsai 2014)
Bizonyosnak tlinik azonban, hogy az intracitoplazmatikus spermiuminjekcioval fogant
gyermekek esetében magasabb az imprinting zavarok esélye (Devroey ¢és Van
Steirteghem 2004) és a nemi kromoszémak de novo aberracidja is nagyobb mértékben
fordul eld (Bonduelle és mtsai 2002a, Devroey €és Van Steirteghem 2004). Az sem zarhato
ki, hogy ICSI, vagy akar hagyomdnyos IVF kezeléssel fogant gyermekek olyan
epigenetikai eltéréseket hordoznak, amelyek a korai életszakaszban még nem észlelhetdk.
Nehéz ugyanakkor megallapitani, hogy a fennallo egészségiigyi kockézatok az
alkalmazott asszisztalt reprodukcios technikédk kovetkezményei, vagy a medddség okat
képezd betegség velejaroi (Ciapa €s mtsai 2011, Wong és Ledger 2013).

A spermiumok és petesejtek membranjai kozotti interakciok, amelyek a természetes
fogamzas, vagy a hagyomanyos IVF kezelés soran végbemennek, ICSI esetén
elmaradnak (Ciapa és mtsai 2011). Tovabba a spermiumok mikroinjekcioja soran idegen
anyagok, példaul tapoldat, exogén DNS vagy fert6z6 adgensek juthatnak a petesejtekbe
(Chan ¢és mtsai 2000). Mivel az injektalasra keriilé6 spermiumok, noha az ondoéminta
feldolgozasat kovetden, objektiv szempontok szerint, mégis a megtermékenyitést végzo
embriologus altal kertilnek kivalasztasra, tovabbi aggodalomra adhat okot az esetlegesen
genetikai vagy strukturalis hianyossagokkal rendelkez6 spermiumok injektalasa (Palermo

¢s mtsai 2008). Nem szabad elfeledkezniink arr6l a tényrél sem, hogy az ICSI kezelés
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alatt az ivarsejtek hosszabb ideig vannak szubopitmalis koriilményeknek kitéve, mint

hagyoményos IVF végzése esetén.

80 IVF

m|CSI
70

60

50

40

30

20

10

1997 1998 1998 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

I. Abra Az IVF és ICSI kezelések megoszlasanak aranya Eurépaban 1997-2012
(Calhaz-Jorge és mtsai 2016)

A fent emlitett kockazatok ellenére a modszer vilagszerte toretlen népszeriiségnek
orvend. A legfrissebb adatgytijtés szerint, amelyben 2008-2010-es idészak asszisztalt
reprodukcios kezeléseit vizsgaltdk az egész vilagra kiterjedden, az elvégzett IVF
kezelések 66%-aban a megtermékenyités ICSI-vel tortént (Dyer és mtsai 2016). A trend
jol lathat6 a legnagyobb eurdpai asszisztalt reprodukcios szervezet (European Society of
Human Reproduction and Embryology — ESHRE) altal kozétett abran (11. Abra). Jelentds
eltérések mutatkoznak azonban az egyes teriiletek kozott. A Kozel-Keleten a kezelések
kozel 100%-a ICSl-vel torténik, mig ez az arany Azsidban 55% koriili (Dyer és mtsai
2016). Europaban a legfrissebb adatok szerint 69,1% az ICSI-vel végzett kezelések
aranya (Calhaz-Jorge ¢€s mtsai 2016). Magyarorszagon az eurdpai atlagnal nagyobb
aranyban, a kezelések 79,2%-dban valasztjdk a megtermékenyités modjanak, szemben
tobb észak-eurdpai allammal, ahol a kezeléseknek atlagosan kevesebb, mint felét végzik
ICSI-vel (Calhaz-Jorge és mtsai 2016). A III. Abra mutatja az ICSI-vel végzett kezelések

aranyait az egyes europai orszagokban.
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III. Abra Az ICSl-vel végzett kezelések megoszlasanak aranya Eurépaban 2012-ben

(Calhaz-Jorge és mtsai 2016 adatai alapjan)

Az intracitoplazmatikus spermiuminjekcid elsddleges javallata a sulyos androldgiai
eredetli medddség. Irodalmi adatok alapjan a medddség az estek 40%-aban vezethetd
vissza valamilyen androldgiai okra (Dyer és mtsai 2016), raadasul ezek egy részében
elegendd lehet — amennyiben egyéb ok, példaul a par nétagjanak oldalarol, azt nem zarja
Ki — IUI-t vagy hagyomanyos IVF-kezelést végezni. Jollehet az ICSI csokkentheti a
megtermékenylilés teljes elmaraddsanak esélyét (Verheyen és mtsai 1999, Kastrop és
mtsai 1999, Fishel és mtsai 2000, Bhattacharya ¢s mtsai 2001, Khamsi 2001, Plachot és
mtsai 2002), ezért végzése javasolt korabbi sikertelen hagyomanyos IVF kezelés esetén
is, azonban ez sem indokolja az e modszerrel végzett megtermékenyitések magas szamat.
Erre utalhat az a tény is, hogy az Egyesiilt Allamokban nem andrologiai eredetii
meddoéség estén az ICSI alkalmazasanak aranya a 1996-2012 iddszakban tobb mint
négyszeresére, 15,4%-r61 66,9%-ra emelkedett (Boulet és mtsai 2015). A modszer
altalanosan elfogadott javallatai kozott szerepel a ndbetegek magas életkora, illetve a

kezelések soran nyert petesejtek alacsony szama is, noha az alkalmazasaval jaro elényok

18



DOI:10.14753/SE.2018.2116

ezekben az esetekben nem bizonyitottak (Luna €s mtsai 2001, Xi és mtsai 2012). Egyes
szerzOk szerint az ICSI tal gyakori alkalmazasa indokolatlan (Ola és mtsai 2001,
Andersen és mtsai 2008, Evers 2016), és nem csak koltségesebb a hagyomanyos
megtermékenyitési modszernél (Hollingsworth és mtsai 2007), de felesleges kockazatnak
teszi ki a pacienseket. Nem véletlen, hogy az ICSI indokolatlanul gyakori alkalmazasanak

kérdése Ujra az érdeklddés kozéppontjaba kertiilt (Evers 2016).

1.3.2. Embridk csoportos tenyésztése

Human embriok szervezeten kiviili tenyésztése — mar csak a folyamat hossza miatt is —
kulcsfontossagu tényezdje a szervezeten kiviili megtermékenyitéssel végzett medddségi
kezelések eredményességének. Igen Iényeges, hogy megfeleld tenyésztési koriilményeket
biztositsunk, mivel azok hatdssal vannak az embridk fejlddésére és mindségére. Az in
vitro tenyésztés korlilményeit tobbféleképpen befolyasolhatjuk, példdul kiilonbozo
Osszetételll ¢és fajtaji tapoldatok (Mantikou és mtsai 2013, Chronopoulou és Harper
2014), eltéré tipust inkubatorok alkalmazasaval (French 1997), vagy a tenyésztés
modszerének megvalasztisaval, mint az embridk egyedileg vagy csoportosan torténd
tenyésztése. Jollehet ez utobbi moddszer a szervezeten kiviili megtermékenyitéssel
nagyjabol egyidds, ugyanakkor az elmult években, az tigynevezett time-lapse rendszerek
elterjedésével kezdett igazan népszerii lenni.

Egyedi tenyé€sztés soran az embriok kiilon-kiilon tdpoldatcseppbe keriilnek. Ilyenkor
megvaltoztathatjdk mikrokdrnyezetiiket sajat egyedi igényeiknek megfeleléen autokrin
jelatvitellel (Reed és mtsai 2006). Az egyedi tenyésztés tovabbi fontos eldnye, hogy
lehetdve teszi a petesejtek és embridk egyedi azonositdsat, ezaltal fejlodésiik nyomon
kovethetd. Az embridk Osszefliggd tapoldatcseppben torténd tenyésztése lehetové teszi
az embriok kozotti parakrin kommunikaciét is. Feltehetéen egy ugynevezett ,effektiv
zona” képzddik, egy embriotrof faktorokbol, tapanyagokbol, oldott oxigénbdl, kaliumbol
és kalciumbol allo felhalmozddas az embridk koriil, amely eldsegitheti az embriok
fejlodését (Reed és mtsai 2012). Embriok csoportban torténd tenyésztésekor egyfajta
stresszvédd hatas is megjelenhet (Hughes és mtsai 2009). Ugyanakkor tobb szerzd is
felhivja a figyelmet arra, hogy a pozitiv hatasok mellett, az embriotoxikus anyagok, vagy
mas kedvezdtlen faktorok embridk koriili akkumulacidja hatraltathatja is azok fejlodését
(Ebner ¢és mtsai 2010, Minasi és mtsai 2015, Reed és mtsai 2006, 2012.) A negativ hatdsok

ellenére ugy tlinik, hogy human embridk csoportos tenyésztésével az egyedi tenyésztésnél
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jobb eredmények érhetdk el (Moessner és Dodson 1995). Csoportos tenyésztés esetén
nem volt azonban lehetdség az embridok egyedi nyomon kovetésére, egészen az
ugynevezett well-of-the-well (WOW) tenyésztéedények megjelenéséig (Vajta és mtsai
2000). Ezekben, az eredetileg négyosztati edényekben egy vékony tii segitségével
mikrovajatokat alakitottak ki a nagyobb vajatokon beliil az edények aljan, amelyek
minden egyes embrié helyét kijelolik. A technikat eredetileg zona nélkiili petesejtek
tenyésztésére hasznaltak.

A fentiek miatt, és az olyan time-lapse képalkoto rendszerek elterjedése miatt, mint
amilyen a PrimoVision (Vitrolife, Goteborg, Svédorszag) is, egyre tobb IVF kdzpont
hasznal mikrovajatokat tartalmazé edényeket az embridk tenyésztésére.

Csoportos tenyésztés esetén fontos, hogy az embriokat a tapoldat megfeleld térfogataban
inkubdljuk, amely térfogat elég nagy ahhoz, hogy elegendd tdpanyagot és oxigént
biztositson minden embri6é szdmara, és a lehetd legkisebbre csokkentse a kedvezdtlen
csoporthatasokat, ugyanakkor elég kicsi ahhoz, hogy a csoportos tenyésztés elonyeit
megtartsa. A tapoldatcsepp térfogatdt elosztva az embridk szdmaval megkapjuk az
embriddenzitast. A gyakorlatban egy meghatarozott embriddenzités kétféleképpen érhetd
el. Véltoztathatjuk az embriok szamat adott térfogat tdpoldatcseppben, vagy a médium
mennyiségét valtozatlan szamu embrid mellett. Megfeleld denzitas valasztasa eldsegitheti
az embriok fejlodését, ezért egy konnyen alkalmazhatd, ugyanakkor tenyé€sztési
koriilmények optimalizalasanak hatékony modszere lehet, elésegitve az embridk
mindségének javulasat (Reed 2012).

Jollehet a jelenséget és hatasat sokan vizsgaltak allatok esetében (Lane és Gardner, 1992,
Salahuddin és mtsai 1995, Fujita és mtsai 2006, Hoelker és mtsai 2009, Pribenszky ¢és
mtsai 2010, Sananmuang és mtsai 2011, Vutyavanich és mtsai 2011), mindmaig csak
néhany kozlemény foglalkozik jelentéségével human embridk tenyésztése esetén
(Rijnders és Jansen 1999, Reed ¢és mtsai 2012, Lehner és mtsai 2013). Egy optimalis
embriddenzitas meghatdrozasa tehat még varat magara, €s ma is vitak targyat képezi (De
Munck és mtsai 2015, Minasi és mtsai 2015), noha korabban Gardner és Lane (2004) nem
tobb mint négy embrid egyiitt tenyésztését ajanlottak 50ul-es tapoldatcseppben (azaz

12,5ul-es denzitas mellett).
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1.3.3. Embriok fejlédésének monitorozasa time-lapse rendszerek segitségével

Az embriok tenyésztésének targyaldsakor nem mehetiink el sz6 nélkiil az utobbi 1d6k
egyik innovativ megoldasa mellett, amely forradalmasithatja az embriok fejlodésének
vizsgalatat, mikozben hatdssal van az in vitro tenyésztés koriilményeire is (Meseguer ¢és
mtsai 2012).

A sikeres in vitro fertilizacios kezelések egyik kulcsfontossagu tényezdje a megfeleld
embrio(k) kivalasztdsa a beliltetéshez. Csak az életképes embridknak van esélylik
beagyazddni a méhnyélkahartyaba, és terhességet létrehozni. Ehhez a mai napig
els6dlegesen alkalmazott mddszer az embridk statikus morfologiai vizsgalata, mely az
embriok morfologiai megjelenése, fejlédési allapota ¢és életképessége kozotti
Osszefliggésen alapul. Az elmult évtizedekben az embrioldgiai kutatasok egyik f6 témaja
volt azoknak a morfoldgiai paramétereknek a meghatdrozésa, amelyek lehetévé teszik az
embriok életképességének megallapitasat, értékelését. Kidolgoztdk az embridk
altalanosan elfogadott birdlati rendszerét, melyet azdta az 01j ismereteknek koszonhetden
folyamatosan finomitanak (Veeck 1991, Gardner és mtsai 2000, Balaban és mtsai 2011,
Magli és mtsai 2012), noha sok laboratorium ezektdl eltérd mindsitést hasznal. A
legfontosabb paraméterek azonban osztddasi fazisi embriok esetében kétség kivil a
blasztomérak szama €s mérete, a fragmentaltsag mértéke, vakuodlumok, multinukleédcio
eléfordulasa, mig holyagcsira (blasztociszta) allapot esetén a belsO sejtréteg, a
trofektoderma és a blasztoc6l nagysaga, illetve az expandaltsag foka. Az embridk
¢letképességének jobb megismerése érdekében egyéb teriiletek vizsgalata, mint példaul
aneuploida sziirés, O2-fogyasztas vizsgalata, metabolikus profil meghatirozasa,
génexpresszids analizis is a kutatasok targya lett (Kirkegaard és mtsai 2012).

Az embriok morfologiai birdlata azonban egyszerlisége és koltséghatékonysaga miatt
tovabbra is az életképesség vizsgalatanak altalanosan alkalmazott modszere maradt. Az
embridk osztalyozdsa a fejlddés adott szakaszaiban, meghatarozott idékozonként (a
petesejtek megtermékenyitését kovetdé masodik naptol altalaban naponta egyetlen
alkalommal) torténik. A biralatok kozott eltelt idO alatt zajlé események azonban igy
rejtve maradnak. Az embriok fejlédése ugyanakkor dinamikus folyamat, morfologiajuk
akar néhany ora alatt is jelentésen megvaltozhat (Lemmen €s mtsai 2008). A probléma
athidalasara kezdték el alkalmazni az ugy nevezett time-lapse rendszereket, melyek

lényege, hogy a vizsgalandé targyrol meghatarozott idokozonként felvételek késziilnek,
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amelyek utolag mozgoképpé alakithatok. Ilyen rendszert mar 1929-ben is alkalmaztak
nyulembriok fejlédésének vizsgalatara (Lewis €s Gregory 1929). A human embrioldgiai
gyakorlatban a 1990-¢s évek végén, 2000-¢s évek elején kezdett felbukkanni (Payne és
mtsai 1997, Hardarson és mtsai 2002), de a modszer csak az elmult években terjedt el
széleskortien.

Ma mar azonban kiilonb6z6 rendszerek is elérhetéek a piacon. A két leggyakrabban
hasznalt késziilék, a PrimoVision és az Embryoscope (Vitrolife) is vilagos latotera
technologiat alkalmaz, a megvilagitast mindkettd esetében alacsony intenzitasu led fény
adja, amely a PrimoVision esetében zdld, mig az EmbryoScope esetében piros szinii.
Egyes rendszerek (pl. EEVA — Early Embryonic Viability Assessment, Auxogyn, Menlo
Park, USA) ezzel ellentétben sotét 1atoterti technoldgiat hasznalnak, amely lehetdvé teszi
a sejtmembranok jobb elkiilonithetdségét, ugyanakkor kevesebb informaciot ad a sejtek
morfoldgiajarol (Kovacs 2014). Fontos kiilonbség az egyes rendszerek kozott az
embridtenyésztés modja is. Az eltéré technikai megoldasok miatt az EmbryoScope
esetében az embriok egy specialis Petri-csészében egyedileg, elkiiloniilt cseppekben,
addig mas rendszerek (pl. PrimoVision, EEVA, Geri) esetében az embriok csoportosan
vannak inkubalva. Ez fontos kiilonbség, amelynek nem csak a képek felbontéasara, de az
embriok fejlédésére is kihathat. Az embridk egyedi €s csoportos tenyésztésével a
késdbbiekben részletesen foglalkozunk.

A time-lapse rendszerek bevezetése lehetévé teszi az embriok fejlédésének pontosabb
vizsgalatat. Segitségiikkel megismerhetdk a sejtosztodasok idépontjai, a sejt- €s osztddasi
ciklusok hossza €s szinkronitasa, és olyan események is detektalhatova valnak, amelyek
a hagyomanyos, statikus morfologiai vizsgalatok soran egyébként rejtve maradtak volna.
Az elsO sejtosztddas indikatorszerepe ugyan régota ismert (Edwards és mtsai 1984,
Shoukir és mtsai 1997, Sakkas és mtsai 1998, Lundin és mtsai 2001, Sakkas és mtsai
2001), ezt mara time-lapse vizsgalatokkal is alatimasztottak (Cruz és mtsai 2012). Korai
osztodast mutatd embriok, amelyek a két sejtes allapotot 25-27 oraval az inszeminéciot
kovetden elérik, nagyobb eséllyel agyazddnak be és hoznak 1étre terhességet (Fancsovits
¢s mtsai 2005, Van Montfoort és mtsai 2004). Time-lapse felvételek segitségével valt
ismertté, hogy a masodik sarkitest kilokddésének ideje, az elémagok megjelenésének
szinkronitdsa ¢és Osszeolvadasa pozitiv Osszefiiggést mutatnak a harmadik napi

embridomindséggel (Payne 1997). Lemmen €s munkatarsai (2008) megallapitottak, hogy
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az elso sejtosztddast kovetden a sejtmagok Gjramegjelenésének szinkronitisa az embriok
¢letképességének egyik prediktora lehet, és az ilyen embridk betiltetése nagyobb eséllyel
vezet terhességhez. Meseguer (2011) és munkatarsai azt talaltdk, hogy a masodik
sejtciklus hossza, valamint a masodik ¢és harmadik sejtosztoddsok szinkronitdsa a
beagyazddas fontos indikatorai. Megéllapitasaik egybevagnak Wong és munkatarsainak
(2010) korabbi eredményeivel. Megjegyzik, hogy az 5 sejtes allapotot kdvetd osztddasi
események idépontjai még inkdbb utalhatnak az embriok beagyazodasi potencialjara,
jollehet a sejtszam ndvekedésével azok pontos detektalasa egyre nehezebbé valik. Mara
ismertté valt az is, hogy azok az embriok, amelyek a normalistdl eltérd sejtosztodasi
mintazatot kdvetnek, nagyobb eséllyel aneuoploidak (Meseuger 2011).

Noha a time-lapse rendszereknek kdszonhetden tanulmanyozhatova valt az embriok
morfokinetikai fejlddése, az eredmények nem minden esetben tdmasztjdk ala
alkalmazéasuk indokoltsagat. Nem késziilt még olyan randomizalt klinikai tanulmany,
amely e rendszerek ¢élve sziilési ardnyra vagy a sziiletési rendellenességek
gyakorisdgesokkenésére gyakorolt pozitiv hatdsat timasztotta volna al4 (Polanski 2014).
A sejtosztoddasok normalis iddpontjai és a sejtciklusok optimalis hossza megismerésének
eredményeképpen azonban a fejlesztések egyik f6 iranyat ma mar olyan algoritmusok
létrehozasa adja, amelyek a felvételek segitségével automatikusan értékelik az egyes
embriok fejlédési potencialjait. Ez nem csak egyszeriibbé, de objektivebbé is teszi az

embriok osztalyozasat, a legéletképesebbek kivalasztasat.

1.3.4. Szamfeletti embriok hatékony krioprezervacidja vitrifikacioval

Lehetéség van a szamfeletti embriok fagyasztva torténd tarolasara, amely segitségével
lehetdvé valik az arra alkalmas embridk egy késobbi idépontban torténd felhasznalasa.
Segitségével i1d6t, koltséget megtakarithatunk meg, mikdzben a betegek szdmara is
utobbi években a fagyasztds technikaja komoly fejlédésen ment keresztiil, ezzel még
hatékonyabba téve az eljarast. A korabban szinte kizarolagosan alkalmazott
hagyoményos modszer soran az embridkat el6szor sejtmembranon atjutd és at nem jutod
fagyvédd oldatokban inkubaljdk, majd szamitogéppel vezérelt fagyasztokésziilek
segitségével lassan és szabalyozott mddon, altalaban -0,3°C/perc koriili sebességgel hiitik
-30°C-ig, ahonnan kdzvetleniil a -196°C-os folyékony nitrogénbe keriilnek a mintak. A

hagyoményos technikidt mara egyre tobb helyen valtja ki az ultragyors fagyasztas, a
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vitrifikacio, amelynek eredményeképpen az embrid sejtjeinek viztartalma iivegszerii
allapotba keriil. Ahhoz, hogy ez 1étrejojjon, a sejtek viztartalmdnak csokkentése és a
citoplazma nagy viszkozitasuva tétele sziikséges (Rall és Fahy 1985), ezért az embridkat
nitrogénbe meritik. igy a fagyasztasra keriil mintak nagyon gyorsan, kevesebb, mint egy
masodperc alatt hiilnek le szobahdmérsékletrdl -196°C-ra, a hiitési sebesség pedig akar a
-23000°C/percet is elérheti (Kuwayama ¢és mtsai 2005). A vitrifikdcid nem igényel
koltséges felszerelést és sokkal rovidebb id6t vesz igénybe, mint a hagyomanyos
fagyasztas. Bar egérembriok esetében mar 1985-ben eredményesen alkalmaztak (Rall és
Fahy 1985), az els6 kevésbé¢ sikeres kisérleteket kovetden (Quinn és Kerin 1986) a 90-es
évek masodik felében sikeriilt human embriok vitrifikacioja utan terhességet elérni (Ohta
¢s mtsai 1996, Mukaida és mtsai 1998). Az utobbi években pedig egyre tobb helyen
valtotta fel a hagyomanyos modszert a vitrifikacio, €s szdmos kozlemény sziiletett
eredményességérdl és biztonsagossagarol (Kuleshova és Lopata 2002, Vajta és Nagy
2006, Loutradi és mtsai 2008, Son és Tan 2009, Edgar és Gook 2012, Vajta és mtsai
2015).

Kezdetben vitrifikacidé soran az embridkat valamilyen kisméretli, konnyen lehiithetd
hordozoén kozvetleniil helyezték folyékony nitrogénbe, igy érve el minél nagyobb hiitési
sebességet. Ez a nyilt rendszer azonban magaban hordozza a folyékony nitrogénben taléld
korokozok altali fertézések és keresztfertdzések lehetdségét. Bar lehetdség van a nitrogén
sterilizalasara (Parmegiani 2010), biztonsadgosabb ¢és egyszeriibb megoldast jelent a zart
rendszerti vitrifikacid, amelynek soran a hordoz6 és az azon 1évd embridk nem
érintkeznek kozvetleniil a folyékony nitrogénnel. A modszer hatranya, hogy
alkalmazasaval a hiitési sebesség jelentésen, akar -1220°C/perc koriili értékre is
csOkkenhet (Desai és mtsai 2013). Ennek ellenére igy tlinik, hogy a zart rendszerii
vitrifikdcios modszerek eredményessége nem marad el a nyilt rendszerekétdl (Desai és
mtsai 2013). Ennek oka lehet, hogy a fagyasztassal kapcsolatos sériilések feltehetéen
inkabb kapcsolatba hozhatok a visszamelegités soran kialakul6 atkristalyosodéassal, mint
az livegszerll allapot elérésének sikertelenségével (Seki és Mazur 2009, AbdelHafez

2011).

24



DOI:10.14753/SE.2018.2116

1.3.5. Mindségbiztositas az embrioldgiai laboratoriumban

A biztonsagos és magas szinvonall betegellatas folyamatos biztositdsara, ahogyan az mas
teriileteken is szokasos, az asszisztalt reprodukcids intézetekben is mindségbiztositasi
rendszereket alkalmaznak, melyek az ellatas minden részére kiterjednek. Magukba
foglaljak tobbek kozott a megfeleld infrastruktira és munkakornyezet, szakképzett
személyzet biztositasat, a megfeleld dokumentaciot, eréforras-menedzsmentet, valamint
a nem vart események kezelésének protokolljat.

Az embrioldgiai laboratorium szerepe a kezelések sikerességében kulcsfontossagl, ezért
kiemelten fontos az egyenletesen jo és reprodukalhaté eredmények biztositdsahoz az
eltérések gyors felismerése, illetve az okok mieldbbi feltardsa. A mindségbiztositas
szerepe kordbban is ismert volt, azonban a fejlodés ezen a teriileten is érezhetd.
Napjainkban kezd elterjedni az ugynevezett KPI-k (Key Performance Indicator)
hasznalata. Ezek a kezelések, laboratériumi folyamatok olyan mindségi indikatorai,
amelyek segitségével a csokkend tendencidk idOben detektalhatok, amennyiben
megfelel6 id6kozonként vizsgaljak éket. Ez altalaban havi rendszerességgel torténik. A
vizsgalandd KPI-k kivalasztasa, illetve a teljesiteni kivant célértékek meghatarozasa
minden laboratoriumnak a sajat feladata. Tiznél nagyobb szamt KPI menedzselése
azonban mar problémas lehet, csokkentve hatékonysagukat. Fontos, hogy a célok korabbi
eredményeken alapuljanak, €s redlisan teljesithetok legyenek, ezért javasolt ket évente
feliilvizsgalni (Currie és Craig 2013). Az alkalmazni kivant KPI-knek pontosan és
egyszerlien meghatarozhatonak, konnyen értékelhetének kell lennie. Ilyenek példaul a
petesejtek érettsége, a normalisan megtermékenyiilt petesejtek ardnya, a polispermia
aranya hagyomanyos IVF-et kovetden, illetve a degeneralodott petesejtek aranya ICSI-t
kovetden, a sikertelen megtermékenyitések szdma adott iddszak alatt, illetve az embriok
fejlodésére, mindségére vonatkozd jellemzok. Ilyenek példaul az osztédd embriok
aranya, a 4-sejtes embriok aranya az inszeminaciot kovetd masodik, illetve a 8-sejtes
embriok aranya a harmadik napon, a j6 mindségli embridok aranya, fragmentaltsag
mértéke, blasztociszta-képzddés aranya. Gyakorta alkalmazott KPI a ,felhasznalt”
embriok ardnya, azaz azoknak az embridknak a szama, amelyek vagy betiltetésre, vagy
fagyasztasra keriiltek. Krioprezervaciot kovetéen a fagyasztas-felolvasztast tulélt

embriok ardnya is lényeges visszacsatolds. Fontos indikator jellemzdk tovabba a
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beagyazddasi arany, illetve terhességi aranyok, jollehet ezek inkabb klinikai, mint
embriologiai indikatorok.

A széles korben, altalanosan hasznalt KPI-ken tal lehetséges olyan tovabbi események
vagy jellemzok figyelembe vétele is, amelyek valamilyen modon utalhatnak példaul
valamelyik klinikai vagy laboratoriumi folyamat sikerességére, illetve nem vart
események bekovetkezésére. Ezeket néhanyan ugynevezett ,,0rszem-indikatoroknak”
(sentinel indicators) nevezik, noha a kifejezés értelmezése nem egységes (Mortimer és

Mortimer 2015).

1.3.6. Orias petesejtek indikatorszerepe az in vitro fertilizacios kezelésekben

Az IVF kezelésekben szoérvanyosan eléfordulnak olyan petesejtek, amelyek
citoplazmdjanak térfogata nagyjabol a normalis petesejtek dupldja (Austin 1960).
Ezeknek az ugynevezett 6rids petesejteknek eléfordulasi gyakorisaga valtozo, 0,12-0,3%
kozotti (Balakier €s mtsai 2002, Rosenbusch és mtsai 2002, Machtinger 2011),
¢s utalhat a beteg tobbi petesejtjének mindségére.

Citogenetikai vizsgélatok szerint a meiotikus sejtosztddas masodik fOszakaszanak
metafazisaban (MII) 1évoé O6rids petesejtek diploidok, amelyek megtermékenyitést
kovetden normalis zigotanak tlinhetnek, amelyben két pronucleus latszik, valojaban
azonban valamilyen kromoszoma-rendellenességgel rendelkeznek (Rosenbusch és mtsai
2002). Ezek a zigotak a beagyazodas elbtti idoszakban teljesen életképesek lehetnek,
néhanyuk a blasztociszta allapotot is elérheti. Természetesen a beldliik fejlédott embriok
az esetleges kromoszoma-rendellenességek veszélye miatt nem iiltethetOk vissza
(Balakier és mtsai 2002, Balaban 2011).

A Baltz és Tartia (2010) altal leirt sejttérfogat-szabalyoz6 mechanizmusok, amelyekben
az 1-es tipusu glicin transzporter (GlyT1) altal kozvetitett glicin transzport kulcsszerepet
jatszik, nem adnak magyarazatot ilyen mértékii térfogat-novekedésre. Orias petesejt
1étrejottéhez vezethet a citoplazma kettéosztodasanak elmaraddsa az oogonium mitotikus
osztodas soran, vagy két szomszédos oogonium Osszeolvadasa az oogenezis alatt (Austin
1960). Ugyanakkor még a normalméretii petesejtek is lehetnek diploidok. Ennek egyik
oka az lehet, hogy két éretlen tiisz6 vagy petesejt a fejlédés korabbi szakaszaban olvad
Ossze, mint orias petesejtek létrejotte esetén (Hardarson és mtsai 2002). Eretlen, a

meiotikus sejtosztddas elsd foszakaszanak profazisdban (PI vagy GV allapot) 1€v6 oOrias
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petesejtekben gyakran két egyforma nagysagii germinalis vezikulum, majd érett
allapotban két sarki test lathatd. Az ilyen két maggal rendelkezd (binuklearis) GV
allapotban 1év6 orias petesejtek érése kétféleképpen mehet végbe. Az egyik eset, amikor
az MII stadiuma orias petesejt egy diploid kromoszoémakiegészitéssel €s egyetlen diploid
sarkitesttel rendelkezik. Ennek oka a GV allapoti petesejt két haploid kromoszoma
készletének egyesiilése. A masik eset, amikor az Orias petesejtnek két haploid
kromoszoma készlete, valamint két haploid sarki teste van (Rosenbusch ¢és mtsai 2002).
Orias petesejtek jelenléte indikatorszerepiikon til hasznos informaciokkal szolgalhat a
tiszO6k kornyezetérol, hozzajarulva a petefészek biologiai folyamatainak jobb

megértéséhez, amely akar hatékonyabb stimuldcios protokollok tervezését is segitheti.
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2. Célkitiizések

A meddoség kezelésben szerteagazo fejlesztések, ujitasok zajlanak, melyek a klinikai
embrioldgia valamennyi teriiletére kiterjednek. Egyetemi klinikaként feladatunk a lehet6
legtobb, legfontosabb iranyokban térténd kutatas, jollehet minden Uj irdnyzat és modszer
kovetése és vizsgalata nem all moédunkban. Dolgozatom fébb célkitlizései ezért a

kovetkezok:

1. Feltarni, hogy milyen esetekben érhetdk el hagyomanyos IVF kezeléssel hasonlo,
vagy akar még jobb eredmények is, mint intracitoplazmatikus spermiuminjekciot
kovetden, igy csokkentve az esetlegesen indokolatlanul végzett ICSI kezelések

szamat.

2. Megvizsgalni, hogy az embriok mikrovéjatokat tartalmazo6 tenyésztéedényben
torténd csoportos tenyésztése befolydsolja-e a megtermékenytilési aranyt ICSI-t
kovetden, illetve megnézni, hogy a tenyésztés modja milyen hatdssal van az
embriok mindségére, illetve azon embriok szdmara, amelyek vagy beiiltetésre
vagy fagyasztasra keriilnek. Megvizsgalni tovabba a beiiltetést kovetden

beagyazodott embridk aranyat, valamint a klinikai terhességi aranyt.

3. Megvizsgalni, hogy befolyasolja-e az embriddenzitds a mikrovajatokat tartalmazo
tenyésztdedényben csoportosan tenyésztett embriok fejlodését, illetve a

kiilonboz6 embriddenzitasok milyen hatdssal vannak az embriomindségre.

4. Megnézni, hogyan befolyasolja a zart rendszerti vitrifikacid a programozott lassu
fagyasztassal 6sszehasonlitva az osztddasi fazist embriok tulélését a felolvasztast
kovetden, illetve milyen hatassal van a krioprezervalt embriokkal végzett IVF

kezelések eredményességére.

S. Feltarni, hogy mit jelez az orids petesejtek jelenléte, és jelenlétiik utal-e a kezelés
tobbi petesejtjének, illetve a beldliik fejlodd embridknak a mindségére, az IVF

kezelések kimenetelére.
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3. Madszerek

Jelen tanulmanyunkhoz a Semmelweis Egyetem 1. sz. Sziilészeti és NOogyogyaszati
Klinika Asszisztalt Reprodukcios Osztalyan 2008. és 2015 kozott elvégzett in vitro
fertilizacids kezelések adatait dolgoztuk fel. Vizsgdlatainkhoz kiilonb6z6 idészakokban
végzett kezelések klinikai, illetve embriologiai adatait értékeltiik, melyeket az Adatok

értékelése alfejezetben részletesen ismertetiink.

3.1. Petefészek-stimulacio

e ey

gonadotropin-releasing hormon (GnRH) agonista + gonadotropin ,,hossz protokoll”
szerint, vagy tobbszori dozisu flexibilis kombinalt GnRH-antagonista + gonadotropin

kezeléssel tortént.

3.1.1. GnRH-anal6g kezelés

Hosszu protokoll alkalmazasa soran a hypophysis gonadotropin-termelésének reverzibilis
felfiiggesztése (desensitisatio) tortént. Ehhez a ndbetegek az IVF-kezelést megel6z6
menstruacios ciklusuk sargatest-fazisanak kozepét6l (20. ciklusnap) GnRH-agonista
kezelésben részesiiltek, 0,1 mg/nap subcutan triptorelin injekcid (Decapeptyl; Ferring,
Kiel, Németorszag) adasaval mindaddig, amig a szérum 6sztradiol szintje (E2) 50 pg/ml,
az luteinizal6 hormon (LH) értéke pedig 5 TU/1 alatti értékre nem csokkent. Amennyiben
az eldkezelés kezdetét kovetd 10-16. napi elsé kontrollvizsgélaton ez nem teljesiilt, az
eldkezelést 7 nappal meghosszabbitottuk. Ezt kovetden keriilt sor a gonadotropin
stimulaciora.

Rovid protokoll, azaz tobbszori dozisu flexibilis GnRH-antagonista kezelés (Diedrich és
mtsai 1994) soran 0,25 mg/nap Cetrorelix (Cetrotide; Serono, Roma, Olaszorszag)
kezelésre kertilt sor, az ovulacidindukcid napjaig. A gonadotropin stimulédciot ebben az

esetben a menstruacios ciklus 2. vagy 3. napjan inditottuk.

3.1.2. Gonadotropin-stimulacio

A gonadotropin-stimulacié inditasat koveté 5. vagy 6. naptol 1-2 naponta
ultrahangvizsgalattal ellendriztik a fejlddé tlisz0k szamat és méretét, illetve

meghataroztuk a szérum Ep-szintet. A sziikséges tovabbi gonadotropin-mennyiséget ezek
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alapjan hatdroztuk meg. A gonadotropin-kezelést az ovulacidindukcidt megel6z6 napig

folytattuk.

3.1.3. Ovulacidindukcid

Az ovulacio kivaltasara 5 000-10 000 IU human Chorionic Gonadotropin (hCG)

(Choragon; Ferring) adasaval keriilt sor, amennyiben legalabb egy tiiszé atmérdje elérte
a 18 mm-t és legalabb harom tovabbi tlisz6¢ a 15-16 mm-t, illetve az Osztradiol-

koncentracio meghaladta a 200-300 pg/ml/névekvo tiisz6 értéket.

3.2.  Petesejtnyerés

A petesejtnyerésre 36 oraval a hCG injekcidé adasa utan keriilt sor. A transvaginalis
ultrahangvezérelt tliszopunkcid soran keriilt sor a tiiszofolyadék leszivasara. A punkciot
kovetden a punkcids tiit heparinnal (Heparibene Na 25 000 NE; Ratiopharm, Ulm,
Németorszag) kiegészitett EBSS-H (Lonza; Verviers, Belgium) oldattal oblitettiik at. A
tiisz6folyadékot az embrioldgiai laboratériumba szallitottuk, ahol a cumulus oophorus
sejtekkel koriilvett petesejteket (petesejt-cumulus komplexeket — V. Abra)
sztereomikroszkop segitségével, 6-30-szoros nagyitassal kerestilk. Az Osszegy(jtott
petesejteket G-MOPS Plus (Vitrolife) tapoldattal mostuk, majd a megtermékenyitést
megelézden 4-6 oOran keresztiill 37°C-on inkubdltuk Forma Scientific 3141 tipusu
inkubatorban (Forma Scientific; Waltham, MA, USA), 6%-0s CO»-szint, valamint 96%-
os relativ paratartalom mellett, steril asvanyi olajjal (Ovoil, Vitrolife) fedett G-IVF Plus
(Vitrolife) tapoldatban.

IV. Abra  Cumulus-petesejt komplex a tiiszéleszivast kovetéen
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Az IVF kezelések soran alkalmazott tapoldatok nevét, felhasznalasi korét, illetve az

oldatok gyartoit az 1. Tablazat tartalmazza.

I. Tablazat Az IVF kezelések soran laboratoriumi gyakorlatunkban alkalmazott

tapoldatok
Felhasznalas célja Oldat neve Gyarté
., . EBSS-H+ :
TiiszOpunkcid Heparibene Na Lonza/Ratiopharm
Petesejtkeresés G-MOPS Plus Vitrolife
Grad!ens, . SpermGrad Vitrolife
centrifugalas
Spermapreparalas G-MOPS Plus Vitrolife
Mosas —
EBSS-H+1% HSA Lonza/Vitrolife
Petesejtek eldinkubalasa G-IVF Plus Vitrolife
Hagyomanyos IVF megtermékenyités G-IVF Plus Vitrolife
Intracitoplazmatikus spermiuminjekciod G-MOPS Plus Vitrolife
Embridtenyésztés G-1 Plus Vitrolife
G-2 Plus Vitrolife
Embriobetiltetés —
EmbryoGlue Vitrolife

3.3. Az onddominta feldolgozasa

A medd6é par férfi tagja az onddmintat a petesejtnyerés napjan, délelétt adta. A
spermamintak vizsgalatdra az Egészségligyl Vilagszervezet (WHO) érvényben 1évo
ajanlasa alapjan (WHO 1999, 2010), 30-60 perccel a mintaadast kovetden kertilt sor. A
spermamintdkat minden esetben feldolgoztuk. A feldolgozas célja az ondoplazma
eltavolitasan tul, elsdsorban a mintdban a progressziven mozg6 spermiumok aranyanak
novelése volt. Ehhez az ondominta mindségének fliggvényében a kovetkezé modszereket

alkalmaztuk.

3.3.1. Siriiséggradiens centrifugélas

A leggyakrabban alkalmazott spermafeldolgozasi modszer a siirliséggradiens

centrifugadlds volt. Ehhez 1% humdan szérum albuminnal (HSA; FertiPro, Beernem,
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Belgium) kiegészitett EBSS-H tapoldattal higitott SpermGrad (Vitrolife)
centrifugacsd aljara rétegeztiink eldszor 0,8-1,0 ml térfogatu siiribb, majd ugyanennyi
higabb médiumot, végiil az igy 1étrejott gradiens tetejére keriilt a nativ onddéminta. Husz
perces, 400 g-vel torténd centrifugalast kovetden a centrifugacsé aljan dsszegyllt pelletet
tiveg Pasteur-pipetta segitségével egy masik csébe pipettaztuk, majd kb. 4 ml 1% HSA-
val kiegészitett EBSS-H vagy G-MOPS Plus tapoldattal mostuk. Ehhez a tapoldattal
Osszekevert pelletet 400 g-vel 10 percen keresztiil centrifugaltuk, majd a feliiliszo
eltavolitasat kovetden a mosast még egyszer megismételtiik, végiil a nyert pelletet annak

mennyiségétdl fiiggden 0,1-0,5 ml G-IVF Plus tapoldatban reszuszpendaltuk.

3.3.2. Mosas és kitisztatas

Kiugréan gyenge minéségii ondomintak (oligo-astheno-teratozoospermia maxima, illetve
cryptozoospermia) esetében, amikor a nativ ondominta vizsgalata soran a Makler-kamra
latoterében mindossze legfeljebb néhany mozg6 és/vagy nem mozgd spermiumot sikertilt
megfigyelni, a mintat a kordbban leirtakhoz hasonlé modon mostuk. Az alacsony
spermiumkoncentraci® miatt azonban az ilyen mintdkat nagyobb, 800 g erdvel
centrifugaltuk, és a reszuszpendalas is kisebb, legfeljebb 0,1 ml-es oldatmennyiséggel
tortént.

Olyan esetekben, amikor a feldolgozott minta vizsgalatat kvetden sem sikeriilt mozgo
spermiumokat detektaltunk, a megtermékenyités eldtt sor keriilt a mintdk kisztatasara.
Ehhez egy ICSI-hez hasznalt Petri-csészében (Falcon, Hunter Scientific, Essex, Egyesiilt
Kiralysag) négy darab, egyenként koriilbelil 25 pl-es G-Mops Plus tapoldatcseppet
készitettiink, amelyeket steril 4svanyi olajjal (Ovoil) fedtiink. Ezekbe cseppentettiik a
feldolgozott spermaminta kiilonbozo térfogatait (10-20 pl), majd az elkésziilt Petri-
csészét 1-2 oran at inkubaltuk. Amennyiben a mintaban voltak progressziv spermiumok,
azok egy része ez 1d6 alatt elérte az oldatcseppek szélét, ahonnan az ICSI-hez hasznalt

tivegkapillaris segitségével gylijtottiik 0ssze Oket.

3.3.3. Swim-up mddszer

Nagyszamu progressziv spermiumot tartalmazd ondéminték esetén alkalmazott modszer.
Lényege, hogy az ondoplazmatol mosas segitségével megtisztitott mintara, amelyet nem

reszuszpendaltunk, évatosan 0,8-1,2 ml térfogata G-IVF Plus tapoldatot rétegeztiink. Egy
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oran at torténd inkubalas utan a feliiliszo részbdl 0,5-0,8 ml oldatot leszivtunk, amely
nagyrész jol mozgd himivarsejteket tartalmazott. A megtermékenyitéshez ezt a leszivott
térfogatot hasznaltuk fel, sziikség esetén tovabbi higitast kdvetden. A swim-up modszert
legtobbszor strtiséggradiens centrifugalassal kombinalva alkalmaztuk, igy érve el még

jobb motilitést.

3.4. Megtermékenyités

3.4.1. Hagyomanyos in vitro fertilizaciod

Hagyomanyos IVF kezelésre az osztalyunkon alkalmazott protokoll szerint abban az
esetben keriilt sor, amennyiben az ondéminta motilitasa a feldolgozast kdvetden a 85-
90%-ot elérte, illetve a benne talalhato progressziven mozgd spermiumok szama legalabb
1 milli6 volt, valamint legalabb 4 petesejtet sikeriilt nyerni, illetve amennyiben a nébeteg
¢letkora a 40 évet nem érte el. Negyven év felett hagyomédnyos IVF kezelésre csak
megfeleld mennyiségli petesejt €s j6 mindségli ondominta esetén, egyedi elbirdlas alapjan
kertilhetett sor. A megtermékenyitéshez egy négyosztata Petri-csészét (NUNC, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) elore elkészitettiink és inkubaltunk, hogy az
oldatok homérséklete és pH-ja megfeleld legyen. Minden vajatba 700 ul G-IVF Plus
megtermékenyitd oldat keriilt, melyet 300 ul dsvanyi olajjal (Ovoil) fedtiink. Egy véjatba
legfeljebb 4-6 cumulus-petesejt komplex keriilt. Az inszeminaciés koncentraciéo minden
esetben 300 ezer progressziv spermium/ml volt, fliggetleniil az egyes vajatokban 1évd
petesejtek szamatol. Az ivarsejteket 16-18 oOran keresztiil inkubaltuk, majd a
megtermékenyiilés ellendrzését megeldzden, az addigra fellazult cumulus sejtréteget
mechanikai uton, 150 um atmér6jti miianyag kapillaris (The Stripper; Origio, Trumbull,
USA) segitségével eltavolitottuk, és a zigdtakat, illetve meg nem termékenyiilt

petesejteket embriotenyésztd tapoldatba helyeztiik.

3.4.2. Intracitoplazmatikus spermiuminjekcio

A spermiumok egyedi injektalasdit megelézOen a petesejteket denudaltuk, azaz

eltavolitottuk a petesejteket koriilvevo cumulus sejtréteget. Ehhez hialuroniddz enzimmel

crer

FertiPro), amelyet G-Mops Plus oldatban torténd tisztitds kovetett 6t 1épcsében. A

petesejteket a megtermékenyitéshez egy arra alkalmas Petri-csésze (Falcon ICSI Petri-
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csésze) egyenként 5 ul térfogati G-Mops Plus tapoldatcseppeibe helyeztiink, mig a
feldolgozott spermamintabol polyvinylpyrrolidon (ICSI, Vitrolife) oldatcseppbe
csOppentettiink. Utobbi egy olyan viszkdzus anyag, amely a spermiumok gyors mozgasat
hivatott lelassitani, lehetdvé téve mozgasuk, morfologidjuk jobb megfigyelését, valamint
megkonnyitve Osszegytijtésiiket. Az injektalast invert mikroszkdépra (Diaphot 200;
Nikon, Tokyo, Japan) szerelt, Narishige (Narishige, Tokyo, Japan), majd 2013-t6l
Eppendorf Transferman NK2 (Eppendorf, Hamburg, Németorszdg) mikromanipulator
segitségével végeztiikk, 200-szoros nagyitas mellett. A megtermékenyitésre vizualis
szelekciot kovetden kivalasztott spermium farkdn egy vékony tivegkapillaris (ICSI
Micropipette; Origio) segitségével membransériilést ejtettiink, majd a farki rész feldl a
kapillaris eliilso részébe szivtuk. A petesejteket egy nagyobb belsé atmérdvel rendelkezd
tivegkapillaris (Holding Micropipete, Origio) végén, vakuum segitségével rogzitettiik oly
modon, hogy az elsé sarki test 6 6ra iranyaba alljon (V. Abra). Az injektalas soran kis
mennyiségli citoplazmat kiszivtunk, igy biztositva az oolemma atszakadasat, majd a
spermiumot azzal egyiitt juttattuk a petesejtbe. A beavatkozast minden érett, a meiotikus
sejtosztodas masodik foszakaszaban 1€vo petesejt esetén, ahol az elsd sarki test mar
kilokodott, megismételtiik. Ez alol kizarolag az orids petesejtek képeztek kivételt. A

megtermékenyitést kovetden a petesejtek kozvetlentil a tenyésztd tapoldatba kertiltek.

V.Abra A tarto kapillarishoz rogzitett denudalt MII peteseijt az injektalast megel6z6en

34



DOI:10.14753/SE.2018.2116

3.5. A megtermékenyiilés ellendrzése

A megtermékenytilés ellendrzésére 16-18 oraval a megtermékenyitést kdvetden kertilt
sor. Akarcsak a késdbbiekben végzett embridbiralatokat, a megtermékenyiilés vizsgalatat
is invert mikroszkop segitségével, 200-szoros nagyitason végeztiik. Abban az esetben, ha
a petesejt citoplazmajaban két eldmag (pronucleus) volt lathato, a petesejtet normalisan,
egy, illetve kettdnél tobb elémag esetén pedig rendellenesen megtermékenyiiltnek
tekintettilk. Amennyiben elémag nem volt lathatd, a megtermékenyiilés elmaradasat
regisztraltuk. Normalisan megtermékenyiilt petesejtek esetén értékeltiik az elémagokban

lathaté magvacskak (nuclear precursor body, NPB) elhelyezkedését is.

3.6.  Embridtenyésztés

Az embridk in vitro tenyésztése ICSI esetén a megtermékenyitéstdl, hagyomanyos IVF
kezelés esetén a cumulus sejtek eltavolitasatol az inszemindciot kdvetd masodik, illetve
harmadig napi embriobeiiltetésig tartott. Az embridk tenyésztése minden esetben Ovoil
asvanyi olajjal fedett G-1 Plus (Vitrolife) embridtenyésztd tapoldatban tértént, azonban

kilonb6z6 modszerek szerint.

3.6.1. Embridk egyedi tenyésztése

Embriok egyedi tenyésztésére 60 mm atmérdjii Falcon 3004 (Becton Dickinson,
Erembodegem, Belgium) Petri-csészét hasznaltunk. Minden embri6 egy kiilonalld 25 pl
térfogatu tapoldatcseppbe keriilt. Egy edénybe legfeljebb 12 petesejtet, illetve embridt
helyeztiink.

3.6.2. Embridk csoportos tenyésztése

Az embriok csoportos tenyésztésére 9-vajatu Primo Vision Dish (Vitrolife) WOW tipusu
Petri-csészében keriilt sor (VI. Abra). A mikrovajatokat 150 pum atméréjii miianyag
kapillaris (The Stripper, Origio) segitségével egyenként toltottiik fel, majd 25 ul térfogata
tapoldatot cseppentettiink rd. Amennyiben egy beteg esetében tobb mint 9 petesejt allt
rendelkezésre, a petesejteket €s embriokat a két, illetve harom tenyésztdedényben
egyenlden osztottuk el. A tenyésztés ideje alatt a tapoldat cseréjére egyik esetben sem

kertlt sor.
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VI. Abra Embriok csoportos tenyészte mikrovajatokat tartalmazé Primo Vision Dish

Petri-csészében

3.7. Embriok morfologiai értékelése

A fejléddé embriok biralatat a megtermékenyitést kovetd masodik €s harmadik napon
egyarant 1-1 alkalommal végeztiik. Ennek soran az embridk morfologiai értékelése
tortént, kordbban a Veeck-féle birdlati rendszer (Veeck 1991) szerint, amelyet 2012-t61
az ESHRE és ALPHA szervezetek altal kiadott ajanlas szerint modositottunk (ESHRE és
ALPHA 2011). Mindkét esetben az embridkat 6t mindségi osztily valamelyikébe
osztottuk (A-E). A 1l. és I11. Tablazat mutatja az osztalyozas alapjat a két eltérd biralati

rendszer szerint.
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II. Tablazat Veeck-féle embridbiralati rendszer (Veeck 1991, Fancsovits 2006 utan)

Morfolégiai
orto ?g,lal Blasztomérak jellemzoi Fragmentacio mértéke
kategoria
A Egyforma méretii blasztomérak Fragmentacio egyaltalan nincs
Néhany kisebb fragmentum
B Egyforma méretli blasztomérak (<ez 58:)2})] 8¢ g
S L, Fragmentumok mennyisége
C Eltéré méretli blasztomérak 95-50% kézstt van
D Blasztomérak méretétol Jelent6s mennyiségii
fliggetleniil fragmentacié (50-80%)
£ Blasztoméra egyaltalan nem vagy | Sulyos foku vagy teljes
alig ismerhet6 fel fragmentaltsag (>80%)

A fragmentaci6 mértékét az embrio teljes térfogatdnak %-aban adtuk meg. A
fragmentumok olyan membrdnnal koriilhatarolt citoplazmacseppek, amelyek nem
tartalmaznak DNS-t (Magli és mtsai 2012), jollehet a nagyobb fragmentumok
megkiilonboztetése a kisebb, sejtmagot tartalmazo blasztoméraktol problémas, ezért az
érvényben 1év0 ajanlasok alapjan (Johansson €s mtsai 2003) minden olyan intakt képletet,
amely atmérdje nem érte el a 45 um-et a masodik, illetve a 40 um-et a harmadik napon,
fragmentumnak tekintettiink.

Azokat az embriokat, amelyek legalabb egy blasztomérajaban tobb sejtmag is lathato
volt, D mindséglinek tekintettiink, mivel ismeretes, hogy az ilyen embriok jelentds
hanyada valamilyen kromoszoma-rendellenességet hordoz (Kligman és mtsai 1996).
Ezen embriokat nem tekintettiik fagyasztdsra alkalmasnak, és beiiltetésiikre is csak
azokban a ciklusokban keriilt sor, amelyekben nem allt rendelkezésre jobb mindségi

pontértékkel rendelkezé embrid.
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II1. Tablazat Az osztalyunkon 2012-t61 alkalmazott embridbiralati rendszer
Morfologiai Blasztomérak Fragmentacio ,
c . o Egyéb
kategoria jellemzoi mértéke
. ] Minimalis mértéki
Blasztomérak mérete a fraementacié va
. . A%
A fejlédési allapotnak 8 . gy
megfeleld (tipikus) fragmentacio teljes
g P hidnya (<5%)
Bl‘afzt’()l‘n’érék mérete a Néhény kisebb
B fejlodési allapotnak
e fragmentum (6-20%)
megfeleld (tipikus)
. . Fragmentumok
Fejlodési allapottol g .
C . _, mennyisége 21-45%
fliggetlentil -
kozott van
Tobb magot
. . : tartalmazo sejt;
D Fejlodési allapottol Jelentds mennyiségii Jaeleanigzzrzenjn i
fiiggetlentil fragmentum (46-80%) | , y y”
ségll, nagyméretli
vakuolum
Blasztoméra egyalta-
1 li
.an nem \:agy i Stlyos foku vagy
ismerhet6 fel; . 1. .
E , . teljes fragmentaltsag
A megtermékenyiilt (>80%)
petesejt nem osztddott
vagy degeneralodott

Kismértékli vakuolizacid6 nem tekintethetd az embridmindség negativ indikatoranak
(ESHRE ¢és ALPHA 2011, Fancsovits 2006), azonban embriok jelentdsebb mértékii
és/vagy méretli vakuolumossaga esetén alacsonyabb morfologiai pontértéket itéltiink.
Hasonloan befolyasolta az embriok osztalyozésat a citoplazma intenziv szemcsézettsége

is.
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VIL Abra Osztédasi fazist embriok néhany tipikus fejlédési allapota

Lényeges biralati szempont volt a blasztomérdk mérete. Korabbi biralati rendszerek nem
vették figyelembe a tényt, hogy meghatdrozott sejtszdml embriok esetében az azonos
sejtméret rendellenes osztodasra utalhat, ezért 2012-t6l az embridkat a blasztomérak
mérete alapjan a fejlédési allapotnak megfeleléen tipikus, illetve nem tipikus

kategoriakba soroltuk. Az embriok tipikus fejlddési allapotait a VII. Abra mutatja.

3.8.  Embriobeiiltetés

3.8.1. A beiiltetett embriok szama

A beliltetésre keriil6 embriok szamat sajat protokollunk szerint tett javaslatot kovetden
minden esetben a beteggel egyeztetve hatiaroztuk meg. Leggyakrabban 2 embrid
beiiltetését javasoltuk, amennyiben a beteg életkora nem érte el a 40 évet. Ez alol kivételt
képeztek azok az esetek, amikor a beteg mar legalabb két olyan embriotranszferen volt
tul, amely klinikai terhesség létrejottét nem eredményezte. Ilyenkor 3 embrid beiiltetését
kezdetekor elérte a 40 évet, a bedgyazodas esélyének drasztikus csokkenése miatt 4

embrid beiiltetését javasoltuk. Minden olyan esetben, amikor nem allt rendelkezésre a
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protokollunk szerint beiiltetheté szamu megfeleld mindségii embrid, értelem szerlien az

Osszes rendelkezésre al16 embrid betiltetését javasoltuk.

3.8.2. Az embriobetltetés idopontja

Az embridk beiiltetésére a petesejtnyerést altalaban koveté harmadik napon keriilt sor.
Kivételt képeztek azok az esetek, amikor valamilyen okbdl nem volt lehetségiink
szelekciora. Ilyenkor az embriok transzfere a megtermékenyitést kdvetd masodik napon

tortént.

3.8.3. Az embriobeiiltetés folyamata

A beiiltetésre keriild embridk kivalasztdsa a harmadik napi birdlatot kovetden,
elsddlegesen az embriok harmadik napi sejtszama, valamint morfoldgiai pontértéke
alapjan tortént. A legéletképesebbnek itélt embridk kivalasztdsanal tovabbi szempontot
jelentett — kiilondsen azonos sejtszam és pontérték esetén — a fragmentacio mértéke, a
masodik napi sejtszam és morfoldgiai pontérték, illetve a megtermékenyitést koveto 24-
26 oraval végzett korai osztddas vizsgalatanak eredménye. Fontos szempont volt tovabba
a fejlodés titemének figyelembe vétele is. Sziikség esetén az eldmagok mageloszlasainak
értékelése is segitette a dontést. A harom vagy tobb elémagot tartalmaz6 zigotabol fejlédd
embriok semmilyen esetben sem kertiltek betiltetésre.

A beiiltetést megel6z6en az embridkat G-2 Plus (Vitrolife), vagy EmbryoGlue (Vitrolife)
embriotranszfer tapoldatban 5-15 percen keresztiil inkubaltuk. Az embridkat ezt kovetden
a tapoldat minimalis térfogataval, a tapoldattal torténd atoblitést kovetden lagy
transzferkatétrebe (Wallace, Smith-Medical, Dublin, OH, USA), vagy merev TDT katéter
(Set TDT, Laboratoire CCD, Parizs, Franciaorszag) lagy belsé részébe szivtuk fel, attol
fliggden, hogy a kezeldorvos altal lagy katéterrel végzett probatranszfer sikeres volt-e. A
transzfert kovetden a katétereket atmostuk, és amennyiben volt olyan embrio, amely

valamilyen oknal fogva a katéterben maradt, a transzfert megismételtiik.

3.9.  Szamfeletti embriék krioprezervaciéja
Azok az embriok, amelyek nem kertiltek beiiltetésre, de szabalyos fejlodést mutattak, a
hatalyos jogszabalyok értelmében fagyasztasra keriiltek, amennyiben a kezelés alatt all6

par ehhez irasbeli beleegyezését adta. Az embridk krioprezervacidja 2013 el6tt minden
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esetben programozott lassi fagyasztassal, majd 2013. januar 1-jét kovetden

vitrifikacidval tortént.

3.9.1. Programozott lassu fagyasztas

Hagyomanyos fagyasztast megel6zden a sejtek viztartalmanak kivondsara az embridkat
erre a célra altalunk készitett, vagy gyari fagyvédo oldatsoron vittiik végig. E16bbi esetben
az embriokat 5-5 percig 0,5M ¢és 1M 1,2-propan-diolt tartalmazo, 10 percig 1,5M 1,2-
propan-diolt tartalmazo, végil 1-2 percig 1,5M-os, szukrozzal kiegészitett
fagyasztooldatban inkubéltuk. 2011 utan FreezeKit 1 (Vitrolife) oldatsort hasznaltunk. A
gyartd protokollja szerint az embriokat eldszor 2-5 percig fagyvédd anyagot nem
tartalmazo6 foszfattal pufferelt sooldatban (PBS), 10-20 percig 1,5M 1,2-propan-diolt
tartalmazd, végiil 15 percig 1,5M-os, szukrozzal kiegészitett oldatban inkubaltuk. Mind
a két modszer Lassalle (1985) protokolljan alapul. Az embriok 1,5 ml-es
fagyasztocsovekben (Nunc, Rochester, USA) keriiltek lefagyasztasra és tarolasra (2-4
embrid/cs6). A fagyasztds  Planer  (Planer,  Sunbury-On-Thames, UK)
fagyasztokésziilékkel az alabbi hiitési koriilmények kozott tortént: +22°C-tol -7°C-ig, -
2°C/perc, -7°C-tol -30°C-ig -0,3°C/perc homérsékletcsokkenéssel. A -7°C-0s
homérsekleten kivaltottuk a jégkristalyképzddést (seeding). A szamitogéppel vezérelt
szakasz utan a fagyasztocsovek a -30°C-rol kozvetlenil a -196°C-os folyékony

nitrogénbe keriiltek.

3.9.2. Vitrifikécio
Az embriok ultragyors hiitését Rapid-I (Vitrolife) zart vitrifikacios rendszerrel végeztiik,
amelyhez VitriFreeze ES (FertiPro, Beernem, Belgium) fagyvédo oldatsort hasznaltunk.
A fagyasztast szobahdmérsékleten végeztiik, az embriokat eldszor egy sdoldatban 2
percig eldinkubaltuk, majd 5 és 4 percet toltottek 5% és 10%, végiil 40-60 masodpercet
20% dimetil-szulfoxidot (DMSO) és etilén-glikolt (EG) tartalmazo fagyvédd oldatokban.
Ezt kdvetden az embridkat maximum 30nL-es oldatmennyiségben a vitrifikacios palcan
1évé 400 pm atmérdjii lyukba cseppentettiik, majd kozvetleniil a mar folyékony
nitrogénben allé Rapid-1 csébe helyeztiik, amelyben ekkorra mar tulhiitétt levegd volt
(VIIl. Abra). A Rapid-i pélcat tartalmazé milanyagcsdvet hermetikusan lezartuk,

folyékony nitrogénbe helyeztiik. A fagyasztott embridk taroldsa minden esetben MVE
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XLC 500 taroloban (Chart Industries, Garfield Heights, Ohio, USA), ellenérzott

koriilmények kozott, folyékony nitrogén gézében tortént.

Rapid-I hordozo
\\\

(4@@ )
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3.10. Krioprezervalt embriok felolvasztasa

A tervezett Krio-ET-t megel6z0 ciklus sargatest-fazisanak kozepét6l 10-14 napos GnRH-
agonista elokezelést kovetden sztradiol és LH meghatarozassal igazoltuk a desensitisatio
l1étrejottét, majd a GnRH-agonista analdg folytatdsa mellett kombindlt transdermalis
Osztradiol és intravaginalis  progeszteronkészitmény  szekvencialis adasaval
endometriumfelépitést kezdtiink. Embriobeiiltetésre akkor keriilt sor, ha a ndbeteg

szérum Osztradiol szintje legalabb 150 pg/ml, az endometrium vastagsaga >9 mm volt.

3.10.1. Hagyomadanvos technikdval fagvasztott embridk felolvasztasa

A hagyomanyos modszerrel lefagyasztott embriok felolvasztasdhoz Vitrolife Thaw Kit-1
felolvasztd oldatsort hasznaltunk. A fagyasztocsoveket 30°C-os vizfiirdobe helyeztiik,
majd a cs6ben 1€v6 oldatot a jégkristalyok eltiinését kovetden Petri-csészébe pipettaztuk.
Az oldatban 1évé embridkat a gyartd altal megadott protokoll szerint végigvittik a

felolvasztd oldatsoron. Az embridk 5-5 percet toltdttek a szobahdmérsékletii 0,2M
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szukrozt és 1,0M, 0,5M, OM 1,2-propan-diolt tartalmazé oldatokban, majd tovabbi 6
percet szobahémérsékletti, illetve 4 percet 37°C-os melegitdlapra helyezett, fagyvédo

anyagot nem tartalmazo PBS oldatban.

3.10.2. Vitrifikaciot koveto felolvasztas

A vitrifikacioval lefagyasztott mintak felolvasztdsdhoz DMSO ¢és EG, valamint PBS,
szukroz, ficoll és human szérum albumin (HSA) tartalmu VitriThaw ES (FertiPro)
vitrifikacios felolvasztd oldatsort hasznéltunk. Az embriokat a -196°C-os folyékony
nitrogénben 1évd palcarol kozvetleniil 37°C-os médiumba helyeztiik 1 percig, majd a
gyarté protokollja szerint végigvittik az embridkat a tovabbi 5 szobahdmérsékletii
oldaton.

Az embridk talélését és mindségét mindkét esetben kdzvetleniil a felolvasztast kovetden,
inverz mikroszkop segitségével, 200-szoros nagyitason értékeltilk. A talélés
megallapitdsdhoz a sértetlen és a fagyasztas-felolvasztas soran degeneralodott sejtek
szamat vettiik figyelembe. A felolvasztast kovetden az embriokat G-2.5+ (Vitrolife)
tapoldat 25ul-es cseppjeiben tenyésztettilk tovabbi 2-4 oOran keresztiil. Az embridok
mindségét a betiltetés eldtt Gjra értékeltiik. Az embriok beiiltetése a friss ciklusok esetén

is alkalmazott, fentebb targyalt protokoll szerint tortént.

3.11. A kezelések kimenetele

A terhesség 1étrejottét mind a friss IVF-ciklusok, mind pedig a fagyasztott-felolvasztott
embriok beiiltetésével végzett kezelések esetében 11 és 13 nappal az embriobeiiltetést
kovetden levett szérummintak teljes B-hCG-szintjének meghatarozasaval allapitottuk
meg. Amennyiben az az elsd vizsgalat sordan meghaladta a 25 TU/] értéket, illetve a
masodik vérvétel soran tovabb emelkedett, terhességet allapitottunk meg. Klinikai
terhesség 1étrejottét 7-10 nappal a masodik hCG-tesztet kovetden elvégzett
ultrahangvizsgélat soran lathatd petezsak igazolta. Ebben az esetben a beagyazodott

embriok szamat is regisztraltuk.

43



DOI:10.14753/SE.2018.2116

3.12. Adatok értékelése

3.12.1. Az embriok mindségének Gsszehasonlitisa

Az embriok mindségének vizsgalatakor Osszehasonlitottuk a blasztomérak szamat, a
fragmentacid mértékét, illetve a morfologiai pontértéket. Azért, hogy az embridk
morfoldgiai paraméterei Osszehasonlithatdéak legyenek, a morfoldgiai osztalyzatot
morfologiai pontértékké alakitottuk. A leggyengébb osztalyzat, az ,,E” 0 pontot kapott,
mig minden egyre magasabb osztalyzat egyel tobb pontot, a kovetkezdk szerint: E-0, D-
1, C-2, B-3, A-4, A magasabb pontérték tehit jobb minéséget jelent. Osszevetésre keriilt
a legéletképesebb embridk aranya is. A masodik napon azokat az embridkat tekintettiik
j6 mindséglinek, amelyek morfoldgiai pontértéke 3 vagy 4 volt, fragmentacié aranya nem
haladta meg a 20%-ot, illetve a blasztomérak szama a masodik napon legalabb 4, a

harmadik napon legalébb 7 volt.

3.12.2. Az ICSI és IVF megtermékenyitési modszerek vizsgalata

A hagyomanyos IVF kezelés ¢és az intracitoplazmatikus spermiuminjekcio
eredményességének sszehasonlitdsdhoz 1132 IVF kezelés adatait értékeltiik retrospektiv
modon, melyeket 2009. és 2014. kozott végeztiink. Azért, hogy a megtermékenyités
eredményét esetlegesen torzitd tényezoket kiszlirjiik az adatértékeléshez kizéarolag a
betegek elsd, illetve méasodik IVF ciklusainak adatait hasznaltuk fel. Adomdanyozott
petesejtekkel, illetve donor spermamintdval, valamint hereszovet mintdbol nyert
spermiumokkal végzett beavatkozasok eredményei nem keriiltek kiértékelésre. Az IVF
ciklusokat az ondémintdk mindsége szerint 3 csoportba soroltuk. Mivel az ondémintak
mindségiik €s a megtermékenyités modja szerint kiilonb6z6 modon keriiltek
feldolgozasra, a felosztasnal a nativ minta progressziv spermiumszamat vettiik alapul,
amely paraméter jol jellemzi a spermamintdk mindségét (Fancsovits és mtsai 2013,
Hamilton és mtsai 2015). Az SPI csoportba keriiltek a <15 milli6, az SPII csoportba a 15-
30 millio, az SPIII csoportba a >30milli6 progressziv spermiumot tartalmaz6 mintak
felhasznalasaval végzett kezelések. Az IVF ciklusokat a nébetegek életkora szerint (EK1:
<31, EK2: 32-36, EK3: 37-40, EK4: >41), valamint a nyert petesejtek szama szerint is
osztalyoztuk (PS1: 1-3, PS2: 4-6, PS3: 7-9, PS4: >10).

Osszehasonlitottuk a megtermékenyiilési ardnyokat, az embriok mindségét, valamint a

betiltetésre keriilt embriok mindségét a két megtermékenyitési mod esetén a kiilonb6zo
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spermakategoriakban a nébetegek életkora, illetve a petesejtek szama szerint. A
megtermékenyiilési ardnyokat az 0sszehasonlithatosag kedvéért a hagyomanyos IVF és
az ICSI megtermékenyités esetében is a normalisan megtermékenytilt (2PN) petesejtek
szama, valamint az 0sszes petesejt szamanak hanyadosaként szamitottuk. Megvizsgaltuk
a bedgyazodasi ardnyokat, illetve az embriobeiiltetésre vonatkoztatott klinikai terhességi
aranyokat, valamint az élvesziilések aranyait is. A klinikai terhességi aranyokat — a
tovabbiakban is — minden esetben embriotranszferre vonatkoztatva adtuk meg.
Osszehasonlitottuk tovdbba a felhasznalt, illetve a krioprezervalt embriok aranyat,
mindkét esetben a normalis megtermékenyiilést mutatd petesejtek Osszegére

vonatkoztatva.

3.12.3. Az embriok egvedi és csoportos tenyésztésének vizsgalata

A kétféle embridtenyésztési modszer Osszehasonlitdsa prospektiv  randomizalt
vizsgalattal tortént. Ehhez 2012. szeptember ¢és 2015. aprilis kozott 532 IVF ciklus
esetében a tenyésztés modjat véletlenszeriien valasztottuk meg. A vizsgélatba csak olyan
kezelések keriilhettek, amelyek esetében legalabb egy petesejtet sikeriilt nyerni. A
kezeléseket két csoportba osztottuk. Az egyik csoportba tartozd kezeléseket
hagyomanyos modon, egyedileg tenyésztettiik (Egyedi csoport), mig a tobbi kezelés
embrioit csoportosan, mikrovajatokat tartalmazo Petri-csészében (Csoportos csoport). A
randomizaciot a petesejtnyerést kovetden szamitogépes program végezte. A tenyésztés
modjat sem az embridbeiiltetést végzd orvos, sem a paciens nem ismerték. A kutatdst
regisztraltuk a ClinicalTrials.gov adatbazisban (NCTO017740006).

Elsddlegesen a klinikai terhességi aranyok, illetve a beagyazodott embriok aranyanak
alakulasat vizsgaltuk, de Osszehasonlitottuk a megtermékenyiilési aranyokat
hagyomanyos IVF kezelést kovetden, illetve ICSI utan, valamint az embridk mindségét
a megtermékenyitést kovetd mdasodik és harmadik napon. Osszevetettiik tovabba a
felhasznalt, illetve a krioprezervalt embriok aranyat is. Az intracitoplazmatikus
spermiuminjekcioval torténd megtermékenyitést kovetden a megtermékenyiiléséi
aranyokat a megtermékenyités modjanak vizsgéalatakor alkalmazottol eltéréen, a
normdlisan megtermékenyiilt petesejtek és az injektalt petesejtek hanyadosaként

szamitottuk.

45



DOI:10.14753/SE.2018.2116

3.12.4. Az embriddenzitds vizsgalata

Az embriddenzitds embridk életképességére gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz a 2.12.3.
részben leirt tanulmany egyik alcsoportjanak retrospektiv értékelését végeztiik el. Ehhez
a Vvizsgalat id0szaka alatt elvégzett 228 IVF ciklus adatait vontuk be az értékelésbe,
amelyekben az embriok tenyésztése mikrovajatokat tartalmazd Petri-csészében,
csoportosan tortént, illetve a masodik napig legalabb két embrid osztodott. Az
embriddenzitast a teljes tapoldattérfogat (25ul) €s az osztddott embridk hanyadosaként
szamitottuk, fiiggetleniil att6l, hogy a megtermékenyiilés normalis (2PN) vagy
abnormalis (1PN, >3PN) volt, hiszen anyagcseréjiik révén utdbbiak is hatassal vannak a
tobbi embridra. Harom kiilonb6z6 csoportot kiilonitettiink el attdl fiiggden, hogy egy
edényben hany embridt tenyésztettiink egyiitt: ED1: 2-4 embri6 (denzitas:6,3-12,5 ul),
ED2: 5-6 embri6 (denzitas: 4,2-5,0 upl), ED3: 7-9 embri6 (denzitas: 2,8-3,6 pl).
Osszehasonlitottuk a kiilonbdz6 csoportokban a fejlédé, normalisan megtermékenyiilt
embriok minéségi paramétereit 8 megtermékenyitést koveté masodik és harmadik napon,
melyek a kovetkezok voltak: blasztomérak szama, fragmentacié mértéke, illetve az
embriok morfologiai pontértéke Megvizsgaltuk tovabba a jO mindségli embridok
eléfordulasanak gyakorisagat is. Mivel egy beteg esetén a beliltetett embriok tobb
tenyésztéedénybdl is szdrmazhattak, a kezelések kimenetelének vizsgalatara igy nem volt

lehetdséglink.

crer

3.12.5. Embridok hagyomanyos mélyfagvasztdsanak, valamint vitrifikacidjanak

Osszehasonlitasa

A zart rendszert vitrifikacioval torténé embriofagyasztas hatékonysaganak vizsgalatahoz
2013. januar 1. és 2014. december 31. kozott, fagyasztott-felolvasztott embriok
beiiltetésével végzett 96 IVF kezelés (Krio-ET) adatait értékeltiik. A tanulmanyba minden
olyan Krio-ET ciklus bevonasra keriilt, amelyben a beteg embridinak legalabb egy
hordozodja felolvasztasra keriilt. Nem vizsgaltuk azon kezelések adatait, amelyek soran
mind hagyomanyos, mind vitrifikdcioval krioprezervalt embriok egyazon Krio-ET
ciklusban keriiltek felolvasztasra.

A vizsgalt Krio-ET kezeléseket a fagyasztds mddja szerint két csoportra osztottuk. Az
elsé csoportba (Hagyomanyos csoport) keriiltek azok a ciklusok, amelyekben
programozott lassu fagyasztast alkalmaztunk. A masodik csoportba (Vitrifikacid csoport)

pedig azok a ciklusok keriiltek, ahol az embriokat vitrifikaci6 moddszerével

46



DOI:10.14753/SE.2018.2116

kriporezervaltuk. Osszehasonlitottuk az olyan IVF kezelések klinikai adatait (ndbetegek
¢letkora, stimuldcidés protokoll, stimuldci®é hossza, nyert petesejtek szama,
megtermékenyités modja), amelyekben embridfagyasztast végeztiink. Megvizsgaltuk a
kiilonbozé modszerekkel fagyasztott embriok felolvasztas utani tulélését. Az altalanosan
elfogadott gyakorlat szerint akkor tekintiink tuléltnek egy embriot, ha sejtjeinek legalabb
50 %-a sértetlen maradt a felolvasztds utan (Edgar és Gook 2012). A két technika
hatékonysdganak jobb Osszevetése érdekében a 80%-os ¢és 100 %-os tulélést is
megvizsgaltuk a felolvasztast kovetden. Az értéket ugy kaptuk, hogy azon embridk
aranyat vizsgaltuk, amelyek sejtjeinek legalabb 80%-a, illetve az 0sszes blasztoméraja ép
maradt a felolvasztast kovetden. Megvizsgaltuk a felolvasztott és beiiltetett embriok
aranyat, valamint a felolvasztott, illetve a beliiltetett embriok mindségét.
Osszehasonlitottuk a beagyazodasi, illetve a klinikai terhességi aranyokat, valamint az

¢lvesziilések aranyat is a két csoportban.

3.12.6. Orias petesejtek vizsgélata

Az 6riés petesejtek indikatorszerepének vizsgalatahoz 2008. januar és 2013. november
kozott elvégzett 1521 in vitro fertilizacids kezelés adatait elemeztiik retrospektiv modon.
A kezelések két csoportjat kiilonitettiik el. Az orids petesejt csoportba (OriasPS csoport)
tartoztak azok a ciklusok, ahol a nyert petesejtek koziil legalabb egy orias volt, mig a
masik csoportba azok a ciklusok tartoztak, amelyekben csak normalméreti petesejteket
nyertiink (Normal csoport). Egy petesejtet akkor tekintettiink oriasnak, ha az atmérdje 25-
30%-kal nagyobb volt, mint normalis tarsaié.

Az 6riés petesejtek tulajdonsagainak jobb megismerése érdekében méréseket végeztiink
Imagel] v1.48 szoftver segitségével 11 Orids petesejtrél, 40 normalis méretli, MII
allapotban 1évd, 20 normalis méretii GV éllapotban 1év petesejtrdl, valamint 20 normalis
méretli petesejtbdl fejlodott zigdtarol (2PN) késziilt fényképeken. A képek Octax Eye
USB2.0 (MTG, Bruckberg, Németorszdg) kamera, valamint a hozza tartoz6 Octax
EyeWare (MTG) képalkotd programmal késziiltek a tanulmany ideje alatt. Minden
petesejt €s zighta esetében két-két, egymasra merdleges atmérdt mértiink zona
pellucidaval egyiitt, illetve nélkiile is, tovabba azonos moédon meghataroztuk az éretlen
normalis méretli, valamint 6rias petesejtek germinalis vezikulumainak (IX a. Abra),

tovabba a normalis és 6rids zigotakban lathatd pronucleusok atméréit is (IX c. Abra).

47



DOI:10.14753/SE.2018.2116

Megmértiik a zona pellucida vastagsagat is, minden esetben harom kiilonbdz6 ponton (X.

Abra).

S50pm

1: Germinalis vezikulum  2: Sarki test 3: Pronucleus

IX. Abra Orias petesejtek kiilonbozd allapotai (a: 6rids petesejt két germinalis
vezikulummal, b: érett (Metafazis II) oOrias petesejt két sarkitesttel, c:

abnormalisan megtermékenyiilt 6rids petesejt 3 pronucleusszal)

. a petesejt atmérdje
> a citoplazma atmérdje
> a germinalis vezikulum atméréje

B W N P

: a zona pellucida vastagsaga

S0um

X. Abra Orias petesejtek mérésének helyei

Osszehasonlitottuk a két csoportban a betegek életkorat, a stimuldcios protokollok,
valamint az alkalmazott gonadotropinok tipusat, a tiiszépunkciot megel6z6 Osztradiol-
szinteket, a nyert petesejtek szamat. Megvizsgaltuk tovabba a megtermékenyiilési aranyt,

az érett petesejtek ardnyat (ICSI esetén), az embriok sejtszamat és mindségét a
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megtermékenyitést kovetd masodik és harmadik napon, valamint a klinikai terhességi
aranyt.

A fenti vizsgélatok eredményeinek ismeretében parositott tesztet végeztiink, azért, hogy
az Orias petesejt csoport alacsony esetszamanak hatasat kikiiszoboljiik. Az OriasPS és a
Normal csoportokat a betegek életkora, a nyert petesejtek szama, valamint a stimulacios
protokoll szerint rendeztiik dssze, és igy 30 part alkottunk. Osszehasonlitottuk az embriok
mindségét a masodik, illetve harmadik napon, valamint a betltetésre keriild embriok

esetében is.

3.13. Statisztikai vizsgalatok

Az adatok gondos ellendrzését és sziirését kovetden, statisztikai értékelésiiket Statistica
(StatSoft, USA) szoftver a Semmelweis Egyetemen aktualisan elérhet6 legfrissebb
verzidja (7-13.2) segitségével végeztiik. A szignifikancia szintet az altalanosan elfogadott
P<0,05 értékként hataroztuk meg. Két fiiggetlen, nem normalis eloszlast valtozé — mint
az embriok sejtszama, morfologiai pontértéke, fragmentacids aranya — dsszehasonlitasara
Mann-Whitney U-probat alkalmaztunk. A kiilonbdz6 denzitascsoportok tulajdonsagainak
vizsgalatanal, ahol ketténél tobb fliggetlen valtozo tesztelése tortént, varianciaanalizist
(ANOVA) végeztiink. Az egyes csoportok kozotti kiillonbségek feltarasara post hoc
vizsgalatként a Tukey-féle HSD (honestly significant difference) tesztet alkalmaztuk. Az
orias petesejtek vizsgalatakor, a nem filiggetlen parositott ciklusok Osszehasonlitasat
Wilcoxon-féle parositott teszttel végeztiik. A csoportos valtozok 6sszehasonlitasara, mint
a megtermékenyiilési, terhességi és bedgyazodasi aranyok, a jo mindségli embriok
aranya, illetve felhasznalt vagy fagyasztott embriok aranya, Pearson-féle Chi-négyzet
probat, illetve alacsony mintaszamok esetén, amennyiben a kontingencia tablazat egyik

celldjaban az esetszdm <5 volt, Fisher-féle egzakt probat végeztiink.
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4. Eredmények

4.1.

A hagyomanyos IVF és ICSI kezelések osszehasonlitisanak eredményei

IV. Tablazat A kiilonb6zé modszerekkel megtermékenyitett petesejtek szama az egyes

csoportokban

Az egyes csoportokban

Onddminta mindsége szerint

eléforduld petesejtszamok SPI SPII SPI11 Osszesen
(0-15M) | (15-30 M) | (=30 M)
Uz | Pstay 0 0 0 0
28 | ps2(4-6) 0 29 313 342
% g PS3 (7-9) 9 59 678 746
LL “ | ps4(10) 30 151 2044 2225
2 EKI1 (<31 év) 0 41 719 760
g £ EK2 (32-36 év) 39 113 1248 1400
28 | EK3 (3790 év) 0 74 888 962
EK4 (>41 év) 0 11 180 191
= | PS1(1-3) 137 46 266 449
?}f’_), § PS2 (4-6) 355 130 444 929
g £ | ps3(r9) 729 133 315 1177
D 2 | PS4 (>10) 2707 578 482 3767
O EK1 (<31 év) 1474 238 197 1909
SE | EK2(32-36 év) 1650 372 575 2597
28 | BK3 (37-40 év) 520 217 329 1066
EK4 (>41 év) 284 60 406 750

SP: A nativ mintdban progresszivan mozgé spermiumok szama (milli6 db) alapjan meghatérozott
kezeléscsoportok

PS: A nyert petesejtek szama (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok

EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok

A vizsgalt idOszak alatt 1132 olyan IVF kezelést (hagyomanyos IVF: 318, ICSI: 814)

végeztiink, amely megfelelt a kivalasztasi kritériumoknak, igy ezen kezelések adatainak

részletes értékelését végeztiik el. A IV. Téablazat mutatja az egyes kategoridkhoz tartozod

50




DOI:10.14753/SE.2018.2116

esetszamokat a kezelések csoportositdsa utan. A leggyengébb mindségli ondomintak
(SPI) felhasznéldsaval csak néhany esetben végeztiink hagyomanyos IVF kezelést,
amennyiben a feldolgozast kovetéen az ondominta mindsége ezt lehetévé tette,

ugyanakkor 4-nél alacsonyabb petesejtszam (PS1) esetén egyaltalan nem.

4.1.1. Megtermékenviilési aranyok

Az 6sszehasonlithatosag érdekében a megtermékenyiilési ardnyokat az dsszes petesejtre
vonatkoztatva szamitottuk. Minden esetben szignifikansan magasabb megtermékenytilési
aranyt értlink el hagyomanyos IVF kezelést kovetden az Osszes spermakategoOriat
figyelembe véve (V. Tablazat). Az SPII csoportban nem volt kiilonbség a
megtermékenyiilési aranyokban a két modszer kozott egyik korcsoportban sem,
ugyanakkor hagyoméanyos IVF kezelést kovetéen magasabb volt a megtermékenyiilési
arany a PS2, alacsonyabb a PS3 petesejtcsoportban. Az SPIII csoportban szignifikdnsan
magasabbak voltak a megtermékenyiilési aranyok hagyoményos IVF-et kvetéen az EK3

csoport kivételével valamennyi petesejtszam- és életkorcsoportban.
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V. Tablazat Megtermékenyiilési aranyok hagyomanyos in vitro fertilizaciot (IVF) és
intracitoplazmatikus spermiuminjekciét (ICSI) kovetéen a kiilonbozd

mindségii ondomintak esetében a petesejtszam és az €letkor fliggvényében

Megtermékenyiilési arany
Kategériak p-érték
IVF ICSI
Osszes kategéria (SP I-111)
~ & [ PS1(1-3) - 57,1% - £
2 8 | ps2(4-6) 70,8% 58,9% <0,01 g
§ % PS3 (7-9) 66,2% 59,0% <0,01 §
N | PS4 (>10) 65,6% 56,1% <0,01 p
EK1 (<31 év) 67,5% 57,5% <0,01 =
g 7 N
S E | EK2(32-36 év) 66,1% 56,4% <0,01 £
= &8 | EK3 (3740 év) 65,4% 58,3% <0,01 g
7 (]
EK4 (>41 év) 67,0% 57,3% 0,015 =
SPII kategoria '%
(15-30 milli6 progressziv spermium az ondomintaban) % 9
~ B | PS1(1-3) - 58,7% - .-
£ 8 | ps2(4-6) 79,3% 58,5% 0,036 = g
g g | ps3(7-9) 49,2% 65,4% 0,034 . %
N | ps410) 65,6% 62,5% 0,480 8¢
; =T
EK1 (<31 év) 65,9% 66,0% 1,000 2% g
— A e =2
SE | EK2(32-36 év) 61,9% 62,1% 1,000 £E5 %
= &8 | EK3(37-40 év) 63,5% 57,1% 0,337 ) g
EK4 (241 év) 63,6% 65,0% 1,000 g £z
SPIII kategéria s 52
(>30 milli6 progressziv spermium az onddmintéban) N) g
 E | PS1(1-3) - 56,8% _ $s
1 =TV
2 8 | ps2(4-6) 70,0% 59,7% <0,01 e N
M =4
g s [ ps3(7-9) 67,6% 56,8% <0,01 §2%
N | ps410) 65,6% 58,9% <0,01 £8%
EK1 (<31 év) 67.6% 55.3% <0,01 S
S E | EK2(32-36 év) 66,3% 59,8% <0,01 ;é’ i‘ E
= &8 | EK3(37-40 év) 65,5% 61,7% 0,215 R
EK4 (>41 év) 67,2% 54,9% <0,01 @ Q=
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4.1.2. A fejl6dd embriok mindsége

Osszes Petesejtek szima szerint Eletkor szerint
kategoria
2.na p- p-
(2. nap) IVF ICSI értek IVF ICSI | crex
Sejtszam - 3,7¢1,3 — 4,2+1,5 4,1£1,3 0,050
Morfolégiai PS1 EK1
- 2,2+0,7 - , 2,2+0,8 2,3+0,7 0,010
pontérték (1-3) T (<31év)
Fragmentacio - 13,6+10,6% - 15,2+10,8% | 13,949,7% | 0,015
Sejtszam 3,9+1,4 3,8+1,4 0,466 4,0+1,3 4,1+1,3 0,115
PP EK2
Morfolégiai | PS2 |, , 22407 | 0333 | (32-36 | 22+08 2240,7 | 0478
pontérték (4-6) év)
Fragmentacio 15,5+¢10,3% | 13,5+10,0% | <0,01 14,5+10,5% | 13,949,6% | 0,522
Sejtszam 4,0£1,2 4,0£1,3 0,194 3,9+1,2 4,0£1,3 0,313
— EK3
Morfolégiai  PS3 |, ., 2,2+0,7 | 0,092 | (37-40 | 2,308 2,2+0,7 | 0,267
pontérték (7-9) év)
Fragmentacio 14,4£11,1% | 14,349,7% 0,435 12,6+9,4% 13,949,1% | <0,01
Sejtszam 4,1£1,3 4,1%1,3 0,220 4,1+1,4 3,8+1,3 0,030
—— PS4 EK4
Morfoldgiai
2,240,8 2,2+0,7 0,042 5 2,2+0,9 2,24+0,8 0,961
pOntérték (Z]O) 5 > > 5 (241@\/)
Fragmentacié 13,9£10,2% | 14,14£9,6% 0,122 15,3£12,1% | 14,7£11,4% | 0,494

Az adatok formatuma atlag+szoras

SP: A nativ mintaban progresszivan mozgé spermiumok szama (millié db) alapjan meghatarozott
kezeléscsoportok

PS: A nyert petesejtek szama (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok

EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok

VI. Tablazat Embriok mindsége hagyomanyos in vitro fertilizacios kezelést (IVF),

valamint intracitoplazmatikus spermiuminjekciot (ICSI) kovet6 2. napon

Az 0sszesen 5741 megtermékenyitett petesejt fejlodésének vizsgalata alapjan nem volt
kiilonbség a két megtermékenyitési modszer kozott az inszeminéaciot kovetd masodik
(n=5741), illetve harmadik napon (n=5266). Megegyezett az embriok atlagos sejtszama
(2. nap: 4,0£1,3 vs. 4,0£1,3; p=0,923; 3. nap: 6,742,2 vs. 6,8+2,1; p=0,196),
fragmentaltsaga (2. nap: 14,2+£10,5% vs. 14,0+£9,8%; p=0,829; 3. nap: 14,8+11,4% vs.
14,6+10,8%; p=0,763), valamint morfologiai pontértéke is (2. nap: 2,2+0,8 vs. 2,24+0,7
p=0,207; 3. nap: 2,2+0,7 vs. 2,2+0,7; p=0,112). A j6 mindségli embridk ardnya sem tért
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el hagyomanyos IVF-et, illetve ICSI-t kovetéen sem a masodik (26,8% vs. 27,4%;
p=0,603), sem pedig a harmadik napon (21,4% vs. 23,0%; p=0,167).

A kiilonb6z6 megtermékenyitési modszerekkel 1étrehozott embridok mindségét az egyes
életkor (EK) és petesejtszam (PS) csoportokban a megtermékenyitést koveté masodik

napon a V1. Tablazatban, a harmadik napon a VII. Tablazatban tiintettiik fel.

VII. Téblazat Embriok mindsége hagyomanyos in vitro fertilizacids kezelést (IVF),

valamint intracitoplazmatikus spermiuminjekciot (ICSI) kévet6 3. napon

Osszes Petesejtek szama szerint Eletkor szerint
kategoria
p- p-

(3. nap) IVF ICSI érték IVF ICSI érték

Sejtszam - 6,9+2.0 - 6,8+2,1 6,9+2,0 0,717
soiai | PS1 EK1

Morfrolorglal _ 2,4+0,7 _ 2,1+0,7 2,2+0,6 0,095
pontérték (1-3) (<31év)
Fragmentacio - 10,6£7,8% - 16,2+11,9% | 14,4+10,6% | <0,01
Sejtszam 6,3£2,1 7,0+£2,3 <0,01 i 6,7+£2,3 6,8+2,2 0,280
Morfolégiai | PS2 B2

orfolégiai 21208 | 2306 [0021] (32-36 [ 21207 | 22407 | 0,108
pontérték (4-6) )

ev

Fragmentacio 16,8+£12,7% | 13,9+10,0% | <0,01 15,1£11,8% | 14,9+10,8% | 0,659
Sejtszam 6,7+2,1 6,8+2,1 0,496 ; 6,7+£2,1 6,7+£2,0 0,898
Morfolégiai | PS3 s

oriologial 2,240,7 22407 0973 | (37.40 | 22%07 2,240,7 | 0,635
pontérték (7-9) )

ev
Fragmentacio 14,5£11,9% | 14,5+£10,4% | 0,441 13,3£10,2% | 14,5+10,4% | 0,013
Sejtszam 6,8+2,2 6,8+2,1 0,720 7,0£2,2 7,0£2,4 0,776
el | PS4 EK4

Morf,olo,glal 2.240.7 22407 | 0,525 2,2+0,7 2,2+0,8 0,824
pontérték =10) (>41év)
Fragmentacié 14,6£11,0% | 14,8+11,0% | 0,472 15,3£11,7% | 14,1+12,0% | 0,035

Az adatok forméatuma atlag+szoras

SP: A nativ mintaban progresszivan mozgd spermiumok szama (millié db) alapjan
meghatarozott kezeléscsoportok

PS: A nyert petesejtek szdma (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok
EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok

A legfiatalabb nSbetegek csoportjaban (EK1) az embriok fragmentlaltsiga alacsonyabb

volt ICSI-t kdvetden a masodik (15,2+10,8% vs. 13,9+£9,7%; p=0,015), valamint a
harmadik napon is (16,2+11,9% vs. 14,4£10,6%; p<0,01), mig ugyanez a paraméter az
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EK3 csoportban hagyomanyos IVF utdn volt szignifikansan alacsonyabb mindkét
idépontban (2. nap: 12,6£9,4% vs. 13,9£9,1%; p<0,01; 3. nap: 13,3£10,2% vs.
14,5+10,4%; p=0,013). A legidsebb betegek esetén (EK4) ugyancsak ICSI-vel torténd
megtermékenyitést kovetden kaptunk alacsonyabb fragmentacios értékeket a harmadik
napon (15,3+11,7% vs. 14,1£12,0%; p=0,035). Az embridk sejtszamaban kizarolag az
EK4 csoportban, a masodik napon (4,1+1,4 vs. 3,8%1,3; p=0,030), a morfologiai
pontértékekben az EK1 csoportban, szintén a masodik napon (2,2+0,8 vs. 2,3+0,7;
p=0,010) talaltunk eltérést.

Az embridk mindségét a petesejtek szdma szerint vizsgalva a PS2, PS3 és PS4
csoportokban minden eltérd érték az intracitoplazmatikus spermiuminjekcid esetében volt
kedvezébb. A legalacsonyabb petesejtszammal rendelkezd beteg esetében egyetlen
esetben sem végeztiink hagyomanyos IVF kezelést. Kiilonbséget talaltunk a PS2
csoportban a fragmentaci® mennyiségében a masodik napon (15,5+10,3% vs.
13,5+10,0%; p<0,01), illetve mind az embridk sejtszamaban (6,3£2,1 vs. 7,0£2,3;
p<0,01), fragmentaltsdgaban (16,8+12,7% vs. 13,9+10,0%; p<0,01), valamint
morfoldgiai pontértékében is (2,1+0,8 vs. 2,3+0,6; p=0,021) a megtermékenyitést kovetd
harmadik napon. A jO mindségli embriok aranya ugyanakkor nem kiilonbozott.
Kedvezdbb volt tovabba az embridk masodik napi morfoldgiai pontértéke a legnagyobb
petesejtszammal rendelkezd ciklusok csoportjaban ICSI-t kdvetden (2,24+0,8 vs. 2,24+0,7;
p=0,042). A kezelések petesejtszam szerinti csoportositasat vizsgalva kiilonbséget csak
a blasztomérdk szaméaban a mésodik napon a PS4 csoportban (3,8+1,2 vs. 4,2+1,3;
p<0,01), valamint a PS2 csoportban a harmadik napon (5,84+2,7 vs. 7,0£2,9; p=0,026)
talaltunk. Magasabb volt tovabba a j6 minds€gii embriok aranya ICSI-t kdovetden a PS4
csoportban a masodik napon (15,8% vs. 26,3%; p=0,034).

Hasonloan vegyes képet mutat az 0sztddé embriok mindsége, amennyiben a kdzepes
mindségli spermamintdval (SPII) torténd megtermékenyitést kdvetden vizsgaltuk oket

(VIIL. és IX. Tablazatok).
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VIII. Téblazat Embriok mindsége kozepes mindségii ondomintaval (SPII) végzett

hagyomanyos in vitro fertilizdcios kezelést (IVF), valamint

intracitoplazmatikus spermiuminjekciot (ICSI) koveto 2. napon

SP II kategéria Petesejtek szama szerint Eletkor szerint
(15-30 M)
p- p-
2. nap IVF ICSI értek IVF ICSI érték
Sejtszam — 3,6+1,0 - 3,6+1,1 4,4+1,3 0,013
Morfolégiai | PS1 EK1
- 2,3+0,8 - , 1,940,8 2,3+0,7 0,031
pontérték (1-3) s (<31év)
Fragmentacio - 13,5+9,0% - 12,248,9% | 15,6+12,0% | 0,182
Sejtszam 3,9+1.3 3,7+1,1 0,431 4,0£1,2 4,2+1,3 0,191
PP EK2
Morfologiai | PS2 |\ 5 | 53006 |o0529 | (32-36 | 2207 22407 | 0858
pontérték (4-6) év)
Fragmentacio 12,445,4% | 13,8+10,9% | 0,567 14,0£10,0% | 14,2+9,4% 0,940
Sejtszam 4,1+1,3 4,0£1,1 0,748 3,8+1,4 3,7+1,2 0,573
PP EK3
Morfologiai | PS3 | 5,55 | 54006 | 0686 | (37-40 | 21210 22407 | 0,308
pontérték (7-9) év)
Fragmentacio 16,9+15,0% | 12,5+5,5% | 0,602 14,9+£13,9% | 13,0+8,0% 0,797
Sejtszam 3,8+1,2 4,2+1,3 <0,01 4,4+0,8 3,7+1,0 0,154
Morfolégiai | PS4 EK4
2,140,9 2,2+0,7 0,147 , 2,3%1,0 2,3+0,5 0,881
pontérték 10| o 0 M a16v)
Fragmentacio 13,2+10,5% | 14,8+10,7% | 0,123 9,3+3,5% 13,2+10,7% | 0,653

Az adatok formatuma atlag+szoras

SP: A nativ mintdban progresszivan mozgd spermiumok szdma (millié db) alapjan
meghatarozott kezeléscsoportok
PS: A nyert petesejtek szama (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok

EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok
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IX. Tablazat Embridk mindsége kozepes mindségii ondomintaval (SPII) végzett

hagyomanyos in vitro fertilizdcios kezelést (IVF), valamint

intracitoplazmatikus spermiuminjekciot (ICSI) koveto 3. napon

SP II kategéria Petesejtek szama szerint Eletkor szerint
(15-30 M)
p- p-
3. nap IVF ICSI értek IVF ICSI érték

Sejtszam - 5,1+2,9 - 6,2+2.9 6,8+1,9 0,093
soiai | PS1 EK1

Morf’olo’glal _ 2,141,2 _ 2,0+0,8 2,1£0,6 0,816

pontérték (1-3) (<31év)

Fragmentacio -S 15,0£7,7% - 12,0£9,5% | 17,5+13,3% | 0,042

Sejtszam 5,842,7 7,0£2,9 0,026 6,9+2.3 6,9+2.0 0,578
soiai | PS2 EK2

Morf’olo’glal 2,0+0,8 2,10,8 0,633 , 2,1£0,6 2,240,6 0,410

pontérték (4-6) (32-36 év)

Fragmentacio 13,745,5% | 18,9+13,8% | 0,417 14,8+£10,5% | 15,1£11,1% | 0,887

Sejtszam 6,7+1,8 7,0£1,8 0,655 6,3+£2.4 6,5+2.4 0,851
soiai | PS3 EK3

Morfolégiai 2,1:0,8 22:0,5 | 0323 , 19409 | 22+0,6 | 0027

pontérték (7-9) (37-40 év)

Fragmentacio 15,2+13,0% | 13,4+7,9% | 0,943 16,3+14,4% | 15,6+10,8% | 0,603

Sejtszam 6,9+2.5 6,7£1,9 0,447 8,7+1,7 6,5+2,3 0,025
i | PS4 EK4

Morfologiai 2,0£0,7 2,240,6 | 0,100 2,1+0,4 2,30,7 | 0,497

pontérték =10) (>41év)

Fragmentacio 14,7+12,3% | 16,3+12,3% | 0,103 10,7+4,5% | 18,2+£12,9% | 0,254

Az adatok forméatuma atlag+szoras

SP: A nativ mintaban progresszivan mozgd spermiumok szdma (milli6é db) alapjan meghatérozott

kezeléscsoportok

PS: A nyert petesejtek szama (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok
EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok

Az Osszes kezelést tekintve magasabb volt az embriok morfoldgiai pontértéke a harmadik
napon ICSI utan (2,0+0,7 vs. 2,2+0,6; p=0,037). Kiilonbség mutatkozik tovabba a jo
mindségii embriok aranyaban is, amely magasabb volt spermiuminjektalast kovetden
(17.8% vs. 26,9%; p=0,024). A legfiatalabb ndbetegek esetében (EK1) magasabb
sejtszamot (3,6+1,1 vs. 4,4+1,3; p=0,013), illetve morfologiai pontérteket (1,9+0,8 vs.
2,3+0,7; p=0,031) tapasztaltunk a masodik napon ICSI-t kovetden, ugyanakkor a
harmadik napon alacsonyabb fragmentacids aranyt hagyomanyos IVF kezelés soran

(12,04£9,5% vs. 17,5+13,3%; p=0,042). A j6 mindségli embriok ardnya ugyancsak
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szignifikans eltérést mutatott (3,8% vs. 31,8%; p<0,01), noha ennek értékelésénél nem
hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy a csoportokban alacsony volt az esetszam. A harmadik
napon az EK3 csoportban az embriok morfologiai pontértéke magasabb (1,9+0,9 vs.
2,24+0,6; p=0,027), az EK4 csoportban sejtszamuk alacsonyabb (8,7+1,7 vs. 6,5+2,3;
p=0,025) ICSI-vel torténé megtermékenyitést kovetden.

X. Téablazat

Embriok mindsége jO mindségli ondoémintaval (SPII) végzett

hagyomanyos in vitro fertilizacios kezelést (IVF), valamint
intracitoplazmatikus spermiuminjekciot (ICSI) kovet6 2. napon
SP III kategoéria Petesejtek szama szerint Eletkor szerint
(=30 M)
p- p-
2. nap IVF ICSI értek IVF ICSI értek
Sejtszam - 3,7+1,3 - 4,3£1,5 4,0+1,4 0,064
i | PS1 EK1
Morfrolorglal B 2,307 _ 2,240,7 2,440,6 <0,01
pontérték (1-3) (<31év)
Fragmentacio - 13,5+10,6% - 15,4+10,9% 12,17, 7% <0,01
Sejtszam 3,914 3,8%1,5 0,710 B 4,0+1,3 4,0+1,4 0,940
Morfolégiai | PS2 b
orlologial 22408 | 22408 | 0671 | (3236 | 22+08 22407 | 0,399
pontérték (4-6) )
ev
Fragmentacié 15,8+£10,7% | 13,2+10,3% | <0,01 14,6+10,7% 12,4+8,5% <0,01
Sejtszam 3,9+1,2 4,0£1,4 0,348 B 3,9+1,2 4,0£1,5 0,947
Morfolégiai | PS3 PR
orlologial 2,307 2,120.7 | 0022 | (37-40 2.3+0,7 22407 0,278
pontérték (7-9) )
ev
Fragmentacio 14,1£10,8% | 15,0£9,6% | 0,055 12,449,0% 13,5+£9,9% 0,140
Sejtszam 4,1£1,3 4,1£1,2 0,814 4,1£1,4 3,8+1,3 0,072
bgiai | PS4 EK4
Morfologiai 22408 | 2307 | 0,280 , 2,240,9 2,1208 | 0,360
pontérték (=10) (>41év)
Fragmentacio 14,0+£10,3% | 13,1£9,5% | 0,169 15,7£12,3% | 16,1£12,5% | 0,855

Az adatok formatuma atlag+szoras

SP: A nativ mintdban progresszivan mozgd spermiumok szama (milli6é db) alapjan meghatérozott
kezeléscsoportok

PS: A nyert petesejtek szama (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok

EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok
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Embriok mindsége jo

mindségli  ondomintaval

(SPIII) végzett

hagyomanyos in vitro fertilizacios kezelést (IVF), valamint
gy y
intracitoplazmatikus spermiuminjekciot (ICSI) koveto 3. napon
SP III kategoria Petesejtek szama szerint Eletkor szerint
(=30 M)
p- p-
3. nap IVF ICSI erték IVF ICSI érték
Sejtszam — 7,1£1,7 - 6,8+2,1 7,2+1,8 0,412
soiai | PS1 EK1
Morfolégiai - 2,5+0,7 - 2,107 2.2+0.7 0,269
pontérték (1-3) (<31év)
Fragmentacio - 9,3+8,0% - 16,4+11,9% 12,0+£7,4% <0,01
Sejtszam 6,4+2,0 7,1£2,2 <0,01 6,7£2,2 7,242,3 <0,01
soiai | PS2 EK2
Morf'olo,glal 2.140.8 23406 | 0,062 ) 2,140,7 2,34+0,6 <0,01
pontérték (4-6) (32-36 ¢év)
Fragmentacio 17,2+13,3% | 11,5£7,7% | <0,01 15,2+12,0% 12,9+£9,4% 0,017
Sejtszam 6,7+2,1 6,6+2,4 0,644 6,7+2,1 6,5£1,9 0,407
soiai | PS3 EK3
Morf’olo’glal 22407 22406 | 0,680 ) 2,3+0,7 2,240,7 0,754
pontérték (7-9) (37-40 év)
Fragmentacio 14,5£11,9% | 15,7+11,3% | 0,074 13,0+9,8% 13,2+9,5% 0,829
Sejtszam 6,8+2,2 7,1£2,0 0,082 6,922 6,7£2,1 0,369
i | PS4 EK4
Morfolégiai 2,240,7 2,240, | 0,314 2,240,8 22408 | 0,508
pontérték =10) (>41év)
Fragmentacio 14,7+11,0% | 13,7+10,3% | 0,164 15,6£11,9% | 15,7+£12,7% | 0,469

Az adatok forméatuma atlag+szoras

SP: A nativ mintaban progresszivan mozgd spermiumok szdma (milli6 db) alapjan meghatarozott

kezeléscsoportok

PS: A nyert petesejtek szama (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok
EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok

A X. és XI. Tablazatok mutatjak a legjobb mindségli ondomintaval (SPIII) végzett

kezelések soran fejlédd embriok mindségének Osszevetésével nyert eredményeket. Az

embriok masodik napi morfologiai pontértékét a PS3 csoportban leszamitva (2,3+0,7 vs.

2,1£0,7; p=0,022) minden esetben, ahol kiilonbség mutatkozott a megtermékenyités

modszere kdzott, az intracioplazmatikus spermiuminjekci6 bizonyult eredményesebbnek.

Az embriok morfologiai pontértéke a harmadik napon magasabb (2,2+0,7 vs. 2,2+0,7;
p=0,036), fragmentacios rataja alacsonyabb (14,9+11,4% vs. 13,4+10,0%; p<0,01) volt

az Osszes kezelést figyelembe véve. A legalacsonyabb életkori ndbetegek esetén a
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fragmentacioé mértéke a masodik (15,4+10,9% vs. 12,1+7,7%; p<0,01) és harmadik napon
(16,4£11,9% vs. 12,0+7,4%; p<0,01) is alacsonyabb, a morfoldgiai pontértéke a masodik
napon (2,2+0,7 vs. 2,4+0,6; p<0,01) magasabbnak bizonyult. Ugyancsak alacsonyabb
volt a fragmentacio mértéke az EK2 csoportban a masodik napon (14,6+10,7% vs.
12,448,5%; p<0,01). Ugyanebben a csoportban a megtermékenyitést kovetd harmadik
napon mind a blasztomérak szama (6,7+2,2 vs. 7,242,3; p<0,01), mind a fragmentacios
arany (15,2+12,0% vs. 12,9+£9,4%; p=0,017), illetve az embridk morfologiai pontértéke
(2,1+0,7 vs. 2,3+0,6; p<0,01) is kedvezdbb volt spermiuminjektalast kovetéen. A PS2
csoportban az embridok fragmentaltsaga a masodik (15,8+10,7% vs. 13,2+10,3%; p<0,01)
¢s harmadik napokon (17,2+13,3% vs. 11,5£7,7%; p<0,01) is alacsonyabb, mig
sejtszamuk a harmadik napon (6,442,0 vs. 7,1+2,2; p<0,01) magasabb volt.
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4.1.3. A beiiltetett embriok mindsége

A XIl. Tabldzat mutatja a beliltetett embriok mindségét IVF valamint ICSI

megtermékenyités esetén az ondomintak mindségétol fliggetleniil (6sszes SP kat.).

XII. Tablazat A beiiltetésre keriilt embriok mindsége hagyomanyos in vitro fertilizacios

kezelést (IVF), valamint intracitoplazmatikus spermiuminjekciot (ICSI)

kovetoen
. Petesejtek szama szerint Eletkor szerint
Osszes
SP kategoéria p- p-
IVF ICSI P IVF ICSI (.
érték érték
Sejtszam - 4,141,9 - 7,5+1,8 72421 | 0,121
—— PS1 EK1
Morfologiai - 2,3+0,6 - , 2,6+0,7 | 2,5+0,7 | 0,402
pontérték (1-3) (<31év)
Fragmentacio - 14,0£11,0% — 12,2+8,5% | 11,4+7,7% | 0,332
Sejtszam 6,3£2,3 5,7£2,7 0,016 ; 7,7+£1,8 6,9+2.4 <0,01
Morfolégiai pS2 P2
ortofogial 2,440,7 24407 | 0679 | (3236 | 2607 | 2507 | 0644
pontérték (4-6) )
ey,
Fragmentacié 13,849,7% | 13,5+£9,7% 0,567 11,4£7,4% | 11,748,2% | 0,962
Sejtszam 7,24£2,0 7,0£2,1 0,286 : 7,242,1 6,1£2,4 <0,01
Morfologiai | PS3 PR
ortologial 2,540,7 24:07 | 0086 | (37-40 | 26+07 | 24206 | <001
pontérték (7-9) i)
ev,
Fragmentacio 10,4£6,9% | 12,849,1% <0,01 9,9+6,4% | 12,8+£8,4% | <0,01
Sejtszam 8,0£1,6 7,7£1,7 0,024 7,3+£2,6 5,3+2,6 <0,01
—— PS4 EK4
Morf,olo,glal 2.740.7 2,620,7 0,08 2,6+0,7 2,3+0,7 <0,01
pontérték >10) (>41év)
Fragmentacié 10,7£6,4% | 10,8+7,2% 0,617 12,3+6,6% | 14,5£11,7 | 0,812

Az adatok formatuma atlag+szoras

SP: A nativ mintaban progresszivan mozg6 spermiumok szama (milli6 db) alapjan meghatarozott
kezeléscsoportok

PS: A nyert petesejtek szama (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok

EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok
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XIII. Téblazat A beiiltetésre kertilt embriok mindsége kdzepes mindségii ondomintaval
végzett hagyomanyos in vitro fertilizacids kezelést (IVF), valamint

intracitoplazmatikus spermiuminjekciot (ICSI) kovetden

. Petesejtek szama szerint Eletkor szerint
SP II kategoria )
(15-30 M) IVF icst | P IVF icst | P
érték érték

Sejtszam - 4,0£1,5 — 6,125 6,9+1,8 0,450
soiai | PS1 EK1

Morf,olo,glal B 2,540,6 _ 2,1+0,4 2,340,7 | 0,634

pontérték (1-3) (<31év)

Fragmentacio - 12,3+£8,1% - 12,9+10,4% | 13,7+£10,8% | 0,827

Sejtszam 6,6£3,7 5,4+2,7 | 0,269 7,9+2,3 7,1£2,2 0,351
soiai | PS2 EK2

Morfologiai 2407 | 23+0,7 | 0,993 , 2,540,5 2,6+0,6 | 0,713

pontérték (4-6) (32-36 ¢év)

Fragmentacio 12,5+6,3% | 13,5+9,5% | 0,885 10,9+5,0% | 10,7+7,2% | 0,458

Sejtszam 6,6+2,1 7,3+1,7 | 0,242 6,9+1,6 6,3+£2,6 0,221
soiai | PS3 EK3

Morfologiai 26:08 | 2.4+05 | 0831 ) 2,7+0,9 2,5+0,7 | 0,671

pontérték (7-9) (37-40 év)

Fragmentacio 9,2+4,7% | 12,8+6,5% | 0,115 8+4,9% 13,1£7,4% | 0,015

Sejtszam 8,2+1,2 7,6£1,4 | 0,055 9,5£1,9 5,0£2,3 <0,01
i | PS4 EK4

Morfologiai 2,540,6 | 2,5£0,7 | 0,870 23+0,5 | 240,66 | 0639

pontérték >10) (>41év)

Fragmentacio 10,0+6,5% | 11,6+£9,2% | 0,685 11,3+4,8% | 13,1£9,9% | 0,876

Az adatok formatuma atlag+szoras

SP: A nativ mintdban progresszivan mozgd spermiumok szdma (millié db) alapjan
meghatarozott kezeléscsoportok
PS: A nyert petesejtek szama (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok

EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok

Az embriok sejtszdma magasabb volt a PS2 ¢és PS4 csoportokban petesejtszam szerinti,
illetve az EK2, EK3 és EK4 csoportokban életkor szerinti felosztas esetén. A beiiltetett
embriok fragmentaltsaga alacsonyabb volt a PS3 és EK3 csoportokban, morfologiai
pontértéke magasabb volt az EK3 és EK4 csoportokban hagyomanyos IVF-et kovetéen.
A tobbi tulajdonsagban nem volt kiilonbség a két megtermékenyitési mod koézott az
ondomintak mindségét figyelmen kiviil hagyva. Kézepes mindségii ondomintakkal (SPII
csoport) végzett kezelések esetén a beiiltetett embriok mindsége minden életkor-, illetve

petesejtszam-csoportban hasonlitott, fliggetleniil a megtermékenyités modjatol, kivéve az
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embriok sejtszamat az EK4, valamint a fragmentacié mértékét az EK3 csoportokban.

(XI1L. T4blézat).

XIV. Tablazat A beiiltetésre keriilt embriok mindsége jO mindségli ondomintaval
végzett hagyomanyos in vitro fertilizacios kezelést (IVF), valamint

intracitoplazmatikus spermiuminjekciot (ICSI) kovetden

: Petesejtek szama szerint Eletkor szerint
SP III kategoria )
(=30 M) p- p-
IVF ICSI érték IVF ICSI értek

Sejtszam - 4242 - 7,6+1,7 6,3+2,5 | <0,01
soiai | PS1 EK1

Morfrolo’glal _ 2,306 _ ] 2,6+0,7 2,440,6 0,069

pontérték (1-3) (<3lév)

Fragmentacio - 14,2+11,1% - 12,148,4% | 11,2+7,8% | 0,394

Sejtszam 6,3+£2,2 5,7+£2,8 0,038 7,6£1,8 6,5+2,9 <0,01
soiai | PS2 EK2

Morfrolo’glal 2.440.7 2,340,7 0,420 ) 2,60,7 2,5+0,6 0,211

pontérték (4-6) (32-36 ¢v)

Fragmentacio 13,9+10,0% | 13,6+10,3% | 0,447 11,4+7,7% | 11,9+7,8% | 0,491

Sejtszam 7,3£2,0 6,9£2,5 0,081 7,242,1 5,612,4 <0,01
PR PS3 EK3

Morfrolo’glal 2,540,6 2,3+0,6 0,012 . 2,6+0,7 2,3+0,6 <0,01

pontérték (7-9) (37-40 év)

Fragmentacio 10,5+7,0% | 15,3+11,2% | <0,01 10,1£6,5% | 13,3+£9,8% | <0,01

Sejtszam 8,0+1,7 7,3£2,1 <0,01 7,1£2,6 5,1£2,5 <0,01
boiai | PS4 EK4

Morf'olo,glal 2.740.7 2.6+0.7 0,063 2,60,7 2,3+0,7 <0,01

pontérték =10) (>41év)

Fragmentacio 10,746,4% | 10,7+£7,6% | 0,511 12,4+6,8% 15’9;)12’8 0,316

Az adatok forméatuma atlag+szoras

SP: A nativ mintdban progresszivan mozgd spermiumok szama (milli6 db) alapjan
meghatarozott kezeléscsoportok

PS: A nyert petesejtek szama (db) szerint meghatarozott kezeléscsoportok
EK: A nébetegek életkora alapjan elkiilonitett kezeléscsoportok

J6 mindségli ondomintaval (SPIII) végzett hagyoméanyos IVF kezelést kovetden
szignifikdnsan nagyobb sejtszdmu embridk keriiltek betiltetésre a PS2 és PS4
csoportokban, illetve az Osszes életkorcsoportban (XIV. Tablazat). A PS3 és EK3
csoportokban a transzferalt embriok magasabb morfoldgiai pontértékkel és alacsonyabb

fragmentaltsaggal rendelkeztek hagyomanyos IVF megtermékenyitést kovetéen. A 40
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év feletti nébetegek esetében (EK4) az embriok morfologiai pontértéke ICSI kezelést

kovetden alacsonyabb, mint hagyomanyos IVF kezelés utan.

4.1.4. Embridbeiiltetés és a kezelések kimenetele
Embrio betiltetésére osszesen 1072 (IVF: 315 vs. ICSI: 757) esetben kertilt sor, mig 60

(IVF: 3 vs. ICSI:57) esetben nem végeztiink transzfert. Az Osszes kezelést tekintve

szignifikdnsan magasabb embridtranszferre vonatkoztatott klinikai terhességi aranyt
sikeriilt elérnlink hagyomanyos IVF kezelést kovetden (49,4% vs. 37,2%; p<0,01). Nem
volt kiilonbség ugyanakkor a klinikai terhességi aranyban a két megtermékenyitési
modszer kozott az SPII csoportban (45,8% vs. 36,1%; p=0,374), azonban a SPIII
csoportban magasabb volt ez az arany hagyomanyos IVF-et kovetden (49,8% vs. 25,9%;
p<0,01). Ugyancsak nem talaltunk szignifikans eltérést a két modszer kozott az
embriodbeliltetésre vonatkoztatott bedgyazodasi ardnyban az Osszes spermakategoriat
tekintve (30,5% vs. 25,4%; p=0,060), illetve a kozepes mindségli ondémintak (SPII)
esetében (36,7% vs. 24,1%; p=0,729), ugyanakkor szignifikdnsan magasabb volt ez az
arany a legjobb mindségli onddémintakkal végzett hagyomanyos IVF kezeléseket
kovetden (29,9% vs. 16,8%; p<0,01).

Akarcsak a klinikai terhességi aranyok esetében, az embridbeiiltetésre vonatkoztatott élve
sziilési arany is magasabb volt hagyomanyos IVF kezelést kdvetden az Gsszes kezelés
esetén (40,1% vs. 31,4%; p<0,01). A kozepes mindségli ondémintaval (SPII) végzett
kezelések esetében az eltérés, jollehet jelentOsnek tiinik, statisztikailag nem volt
igazolhatd (41,7% vs. 27,6%; p=0,177). J6 mindségli ondomintaval (SPIII) végzett
hagyomanyos IVF kezelések ugyancsak magasabb ¢élve sziilési ardnyt eredményeztek,

mint az ICSl-vel torténé megtermékenyités (39,8% vs. 21,7%; p<0,01).

4.2. A csoportos tenyésztés vizsgalatanak eredményei

A tenyésztés modjanak vizsgalatat 532 IVF ciklus (Csoportos: 264 vs. Egyedi: 268)
bevonasaval végeztiik. A két csoport kdzott nem volt kiilonbség a ndbetegek ¢€letkorat
(35,7+4,8 vs. 35,9+4,7; p=0,689), a stimulacié hosszat (11,1+1,1 nap vs. 11,1%1,1
nap; p=0,709), illetve a nyert petesejtek szamat (8,7+5,3 vs. 8,7+5,6; p=0,966) tekintve.
A két megtermékenyitési modszer alkalmazdsa is hasonld aranyban tortént mindkét
csoportban (ICSI aranya: 78,4% vs. 76,1%; p=0,529). A normalis megtermékenyiilési
arany hagyomaényos IVF-et kovetden nem kiilonbozott (69,0% vs. 66,6%; p=0,361),
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ICSI-t kovetden azonban szignifikdnsan magasabb volt csoportos tenyésztés esetén

(70,6% vs. 64,9%; p<0,01).

A XV. Téablazat mutatja az embridk minéségi paramétereit a megtermékenyitést kovetd

masodik ¢s harmadik napokon. Az embriok morfologiai pontértéke, valamint

fragmentaltsaga sem kiilonbozott a két tenyésztési mod esetén sem a masodik, sem a

harmadik napon, azonban az embriok atlagos sejtszama mindkét napon magasabbnak

bizonyult csoportos tenyésztés esetén. Nem volt kiilonbség a j6 mindségli embriok

aranyaban sem a két modszer kozott sem a masodik, sem a harmadik napon.

XV. Tablazat Embriok mindsége a megtermékenyitést kovetd 2. és 3. napokon

mikrovéjatokat tartalmazé tenyésztéedényben torténd csoportos, illetve

hagyomanyos egyedi tenyésztés esetén

olortts | tonytortss | Prértek
2. Nap
N 1411 1338
Sejtszam ! 4,1+1,4 4+1,3 0,038
Morfolégiai pontérték 1 2,240,8 2,2+0,8 0,401
Fragmenticio® 15,2499 14,8+10,4 0,313
J6 mindségli embridk aranya 25,0% 26,7% 0,299
3. Nap
N 1281 1197
Sejtszam ! 7,0£2,2 6,742,3 0,013
Morfologiai pontérték 2,2+0,7 2,240,8 0,528
Fragmentacié® 15,3+10,9 15,2+11,5 0,831
J6 mindségli embridk aranya 22,9% 23,4% 0,748

Latlag+szoras

Jollehet a betiltetett embriok atlagos mennyisége megegyezett a két csoportban (2,1+0,9

vs. 2,1£0,9; p=0,665), a klinikai terhességi arany szignifikdnsan magasabb volt a

mikrovajatokat tartalmazo tenyésztéedényben torténd embridtenyésztést kovetden
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(50,8% vs. 40,6%; p=0,022). Nem volt ugyanakkor kiilonbség a bedgyazodott embridok
aranyaban (30,1% vs. 27,0%; p=0,265). A krioprezervalt embriok ardnya (39,7% vs.
32,1%; p<0,01), akarcsak az Osszes felhasznalt embrio aranya (81,3% vs. 74,7%; p<0,01)

magasabb volt csoportos embridtenyésztést kovetden.

4.3. Az embriodenzitas vizsgilatanak eredményei

A kiilonb6ozé embriddenzitdsok embridok életképességére gyakorolt hatasanak
vizsgalatdhoz 1337 osztdédasi fazisu embri6 mindségi paramétereit értékeltik a
megtermékenyitést kovetd masodik napon (ED1 csoport: n=370, ED2 csoport: n=486,
ED3 csoport: n=481), mig 1229 embri6ét a harmadik napon (ED1 csoport: n=269, ED2
csoport: n=479, ED3 csoport: n=481). Nem volt kiillonbség a harom csoport kozott a
nébetegek ¢€letkordban (35,0+5,2 vs. 34,6+4,5 vs. 34,5+4,1; p=0,197), illetve a kordbban
végzett in vitro fertilizacios kezelések szdmaban (2,0+1,4 vs. 1,8+1,4 vs. 1,9+1.4;
p=0,255). Kiilonbség mutatkozott ugyanakkor az alkalmazott stimulacios protokollban,
illetve a megtermékenyités modjaban. A magasabb embriddenzitasi csoportokban a
GnRH-agonista hosszii protokoll alkalmazésdnak ardnya magasabb volt (80,3% vs.
82,1% vs. 87,9%; p<0,01), mig a petesejtek intractoplazmatikus spermiuminjekcioval
torténd megtermékenyitésének aranya alacsonyabb (91,4% vs. 72,6% vs. 53,4% vs.
p<0.01). Kiilonbség volt tovabba a stimulacié hosszaban is (11,1=1,0 vs. 10,9+1,0 vs.
10,8+1,0; p<0,01).

A XVI. Téblazaton tiintettiik fel az embribk mindségi paramétereit az egyes
denzitascsoportokban, valamint a j6 mindségii embriok aranyat a masodik napon. Nem
volt kiilonbség az embridk blasztomérainak szdmaban, ugyanakkor az ED1 csoportban a
morfologiai pontérték alacsonyabb (2,2+0,7 vs. 2,3+0,7; p=<0,01), mig az embriok
fragmentaltsaga magasabb volt (16,1+10,9% vs. 14,2+8,9%; p<0,01), mint az ED2
csoportban. Ugyancsak magasabb volt a j6 mindségii embriok aranya az ED2 csoportban,
mint a masik két csoportban (ED és ED2: 18,9% vs. 31,5%; p<0,001, illetve ED2 és ED3:
31,5% vs. 24,7% p=0,02). Az ED1 ¢és ED3 csoportok kozott ugyancsak mutatkozott
eltérés (18,9% vs. 24,7%; p=0,043).

XVI. Tablazat Embriomindség a kiilonbozoé denzitdscsoportokban a megtermékenyitést

kovetd 2. napon
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ED1 ED2 ED3
2. nap Csoport Csoport Csoport p-érték
(6,3-12,5ul) | (4,2-50ul) | (2,8-3,6 ul)
Esetszam 370 486 481
Sejtszam ! 4,1«1,4 4,3+1,2 4,2+1,3 0,055
Morfoldgiai pontérték 1 2,24+0,72 2,3+0,72 2,240,7 0,004
Fragmentacio® 16,1+10,9° 14,2+8,9° 14,648,1 0,009
J6 mindségii embriok aranya|  18,9%°¢ 31,5%°%° 24,7%%¢ <0,001
atlag+szoras
ap=0,003 "p=0,009 °p<0,001 9p=0,043 p=0,020
XVII. Tablazat Embriominéség a  kiilonb6z0  denzitascsoportokban  a
megtermékenyitést koveto 3. napon
ED1 ED2 ED3
3. nap Csoport Csoport Csoport p-érték
(6,3-12,5ul) | (4,2-50ul) | (2,8-3,6 ul)
Esetszam 269 479 481
Sejtszam * 6,8+2,22 7,342,130 7,0+£2° 0,002
Morfolégiai pontérték 1 2,1+0,7¢ 2,3+0,7°¢ 2,2+0,6 0,028
Fragment4cio® 16,7£11,5%%¢ | 14,7£10,4%" | 14,2+9,4%° 0,006
J6 mindségli embridk aranya 19,7%f 27,1%"9 21,2%° 0,029

Latlag+szoras

2p=0,004 °p=0,014 °p=0,021 %p=0,029 p=0,005 ‘p=0,023 9p=0,032

A harmadik napi embridmindséget a XVII. Téablazat mutatja.

Az embridk atlagos

sejtszama magasabb volt az ED2 csoportban (7,34+2,1; p=0,004) 6sszehasonlitva az ED1
(6,8+£2,2; p<0,01) illetve az ED3 (7,0+£2,0; p=0,014) csoportokkal. Az embriok atlagos

morfoldgiai pontértéke ugyancsak magasabb volt az ED2 csoportban (2,3+0,7), mint az

ED1 csoportban (2,1+0,7; p=0,021), nem kiilonb6zott azonban az ED3 csoportban

tapasztalhatd értéktol (2,2+0,6; p=0,474). Nem mutatkozott szignifikans eltérés az

embriok fragmentaltsiga kozott sem az ED2 és ED3 csoportokban (14,7+10,4% vs.

14,24+9,4%; p=0,768), azonban mindkét esetben jelentésen alacsonyabb volt, mint az ED1
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csoportban (ED1 és ED2: 16,7+11,5 vs. 14,7+10,4; p=0,029; ED1 és ED3: 16,7£11,5 vs.

14,249.4; p<0,01). A jo mindségli embriok aranya a sejtszdméhoz hasonld eloszlast

mutatott. Az ED2 csoportban volt a legmagasabb (21,7%), majd azt kovette az ED3

csoport (21,2%; p=0,032), mig a legalacsonyabb érték az ED1 csoportban volt (19,7%;

p=0,023).
Az embridok mind a mésodik, mind a harmadik napi mindségi paramétereit jol szemléletei
a XI. Abra.
2. nap
Blasztomérék szédma Morfoldgiai pontérték Fragmentacio (%)
45 2.45 0003 175 ED1
aa 4.40 1 17.0 2-4 embri6/25ul
- 16.5 (6,3-12,5 )
43 230 160 2
s 235 @ 15.5 5-6 embrid/25ul
=0 T 4,2-5,0 pl
4.1 220 145 ( ul)
215 140 ED3
4.0 210 138 p=0,009 7-9 embrid/25pl
39 2.05 130 ! (2,8-3,6 l)
ED1 csoport ED2 csoport ED3 csoport ED1 csoport ED2 csoport ED3 csoport ED1 csoport ED2 csoport ED3 csoport
3. nap
Blasztomérak szédma Morfoldgiai pontérték Fragmentacio (%)
16 235 ; 19.0 0005
p=0,021 — p=0,
74 230 180
7.2 225 17.0
@ 220
7.0 16.0
215
6.8 15.0
‘ 2.10 @ O atlag
66 p=0,014 205 140 p=0,029 [ 4tlagsSH
64 p=0,004 200 120 : T étlags1.96*sH
ED1 csoport ED2 csoport ED3 csoport ED1 csoport ED2 csoport ED3 csoport ED1 csoport ED2 csoport ED3 csoport SH: standard hiba
XIl. Abra  Embriok mindségi paraméterei az egyes denzitdscsoportokban a
megtermékenyitést kovetdé 2. és 3. napokon ,box and whiskers”

diagrammok segitségével abrazolva
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4.4.  AKkiilonféle fagyasztasi modszerek dsszehasonlitasanak eredményei

A vizsgalt idészakban 96 Krio-ET ciklust végeztiink, ebbdl 53 esetben hagyomanyos
lasst fagyasztas, 43 esetben vitrifikacios modszerrel 343 (Hagyomanyos csoport: 164 vs.
Vitrifikacios csoport: 149) krioprezervalt embridé felolvasztasara keriilt sor, melyek
Osszesen 90 friss IVF ciklusbol (Hagyomanyos csoport: 52 vs. Vitrifikacios csoport: 38)
petesejtek megtermékenyitésével végzett in vitro fertilizacidos kezeléseket értjilk. Az
eltérés oka, hogy egyes esetekben egyetlen friss ciklusban lefagyasztott embridk tobb
Krio-ET ciklusban keriiltek felolvasztasra.

Nem volt kiilonbség a friss IVF ciklusok altalanos jellemzdiben a két fagyasztasi csoport
esetén. Megegyezett a ndbetegek életkora (32,8+4,7 vs. 34,1+4,3; p=0,270), az
alkalmazott stimulacios protokoll (GnRH-agonista : 92,3% vs. 92,1%; p=1,000), illetve
a stimulacié hossza (10,8+0,8 vs. 11,0£1,0 nap; p=0,391). Nem kiilonbozott az egy
ciklusban nyert petesejtek atlagos szama (13,7+4,9 vs. 15,0+4,6; P=0,263), valamint az
alkalmazott megtermékenyités modja, azaz az ICSI gyakorisaga (65,4% vs. 57,9%;
p=0,471). A fagyasztasra keriilt embriok atlagos szama sem mutatott eltérést a két csoport
kozott (6,2+3,2 vs. 6,5+2,4; p=0,319), ugyanakkor mindségiik nem volt azonos. A
Vitrifikacidos csoportban jobb mindségii embriok keriiltek lefagyasztasra, melyek
sejtszama (7,7£2,0 vs. 6,9£1,8; p<0,001), morfoldgiai pontértéke magasabb (2,3+0,6 vs.
2,2+0,4; p<0,001), fragmentaltsaga alacsonyabb (12,2+6,4% vs. 14,1+8,4%; p=0,039)
volt.

A programozott lasst fagyasztas esetében a felolvasztott 245 embriobol 15 (6,1%), mig
vitrifikacid6 utdn 152-b6l minddssze egyetlen embrid (0,7%) nem kerilt eld a
fagyasztocsébdl, illetve a vitrifikacios palcarol (p=0,007). Az embridk hagyoméanyosan
vizsgalt 50%-os tulélése (tehat a sejtek legalabb fele sértetlen maradt a felolvasztas utan)
vitrifikaciot kovetden szignifikdnsan magasabb volt, mint a hagyomanyos fagyasztas
alkalmazaséaval (55,1% vs.92,1%; p<0,001). Hasonl6 kiilonbséget talaltunk a 80%-0s
(35,1%; vs. 69,1%; p<0,001), valamint a teljes, 100%-os tulélés esetében is (21,2% vs.
57,2%; p<0,001). Minthogy a lefagyasztott embridk mindsége nem volt azonos a két
csoportban, elvégeztiik az 6sszehasonlitast tigy is, hogy csak a 7-12 sejtes embridk adatait

vettiik figyelembe. Mind az 50%-0s (80,9% vs. 93,0%; p=0,004), a 80%-0s (53,9% vs.
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69,8%; p=0,011), mind pedig a 100%-os tulélési arany (31,3% vs. 56,6%; p<0,001)
magasabb volt a Vitrifikaciods csoportban.

A Dbeiiltetésre  keriil6 embriok mindségén tal azon embriok mindségét is
Osszehasonlitottuk, melyek sejtjeinek legalabb fele sértetlen maradt a felolvasztas utan
(XVIII. Tablazat). Mind a felolvasztast talélt, mind pedig a beiiltetésre keriilé embridk
mindsége minden vizsgalt paraméter alapjan jobb volt az ultragyors hiitéssel

krioprezervalt embriok esetében.

XVIII. Téblazat Hagyomanyos fagyasztdssal, illetve vitrifikacioval krioprezervalt,

majd a felolvasztast talélt, valamint a betiltetett embriok mindsége

Hagyomanyos | v hy4ci6
fagyasztas p-érték
(n=135) (n=140)
a1
A felolvasztst Sejtszam 6,1+£2,1 7,5£2.4 <0,001
talélt embriok | Morfologiai pontérték? 2,1£0,6 2,3+0,7 0,001
MINosege Fragmentacio® 21,6+14,4% 16,7+12,1% 0,003
. , 1
A beiiltetésre Sejtszam 7,1£2,5 8,3+£2,5 <0,001
keriild embriok | Morfologiai pontérték® 2,1£0,6 2,4+0,7 0,001
minosege Fragmentacio® 20+14,1% 14,19,0% 0,003
atlag+szoras

A beiiltetett embriok szama hasonld volt mindkét csoportban (2,1+£0,6 vs. 2,4+0,6;
p=0,102). Szignifikans kiilonbség mutatkozott azonban a beiiltetett és felolvasztott
embridk ardnyaban. Mig hagyomanyos fagyasztas-felolvasztas esetén ez az arany 29,6%
volt, addig vitrifikaciot kovetéen szignifikansan magasabb, 39,4% (p=0,012).
Vitrifikacioval torténd hiitést és melegitést kovetden torténd embridbeiiltetés
eredményeként a klinikai terhességi arany 15%-kal (32,7% vs. 47,6%; p=0,145), a
beagyazodott embriok aranya 9%-kal (16,5% vs. 25,3%; p=0,125) haladta meg a
hagyomanyos modszerrel torténd fagyasztas-felolvasztast kovetd embriotranszfer
eredményeit, jollehet a kiillonbségek nem érték el a statisztikai szignifikancia szintjét.
Nem volt ugyanakkor kiilonbség az élve sziilési ardnyokban a két fagyasztasi modszer

kozott (30,8% vs. 31,0%; p=1,000).
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45. Az oOrias petesejtek vizsgalatanak eredményei

A vizsgélt idoszak alatt elvégzett 1521 IVF ciklus sordn Osszesen 12554 petesejtet
nyertlink, melyekbdl 37 volt orids. Az orias petesejtek eldforduldsanak ardnya tehat 0,3%-
nak adodott. Ezek atmérdje szignifikdnsan meghaladta a normal tarsaikét (200,0+£12,2um
vs. 161,6+6,1um; p<0,01 zona pellucidaval, illetve 140,8+£10,2um vs. 11,8+£2,9um;
p<0,01 zona nélkiil). Atlagos térfogatuk 4,19x10° mm?®, mig normalis méret{i tarsaiké
2,21x10° mm?® volt. Az 6rias petesejteket koriilvevd zona pellucida vastagabb, mint
normal petesejtek esetén (21,8+2,8um vs. 17,642,8um; p<0,01), ugyanakkor a germinalis
vezikulumok (31,2£2.9um vs. 32,0+£1.4um; p=0.06), illetve pronucleusok atmérdje
(23,6£1,4um vs. 25,1£1,8um; p=0,43) megegyezik a normadlis petesejtekben
talalhatokkal.

petesejtek a ciklusok 2,7%-aban, mig antagonista protokoll szerinti stimulacio utan 6,6%-
aban fordultak elé (p=0,31). Ugyancsak nem volt kiilonbség az orids petesejtek
eléfordulasadban HMG vagy FSH hormonok alkalmazésa esetén (1,6% vs. 1,9%; p=0,22).
A ndbetegek atlagos életkora (33,5+3,9 vs. 35,3+4,9; p=0,02) alacsonyabb, az E2-szint
(1954+903pg/1 vs. 1488+909pg/l; p<0.01), valamint a leszivott petesejtek szama (12,7+
vs. 8,1+5,1; p<0,01) magasabb volt azokban a ciklusokban, ahol drias petesejt fordult el6.
A klinikai terhességi arany megegyezett az Orias petesejt és a Normal csoportban (37,8%
vs. 37,4%; p=1,00).

Az embriok mindségi paramétereit az inszemindciot kovetd masodik, illetve harmadik
napon a XIX. Tablazat mutatja. A masodik napon minddssze az embriok
fragmentaltsagaban mutatkozott némi kiilonbség a Normal csoport javéara (16,1+11,4%
vs. 14,4£10,2%; p=0,04). A harmadik napon a fragmentaciés aranyon tal (17,9+13,0%
vs. 15,6£11,5%; p<0,01) a blasztomérak szama is (6.2+2,0 vs. 6.6+2.1; p<0.01)
kedvezébb volt a Normal csoportban. A beiiltetésre keriilt embriok mindsége nem

mutatott eltérést.
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XIX. Tablazat Embriologiai adatok Osszehasonlitasa az Orias Petesejt, valamint a

Normal Csoportban

OriasPS Normal

Csoport Csoport p-érték

(n=430) (n=12055)
2. Nap
Sejtszam? 4,1+1,2 4,0+1,3 0,34
Morfolégiai pontérték? 2,3+0,6 2,3+0,6 0,82
Fragmentécié® 16,1x11,4% 14,4+10,2% 0,04
J6 mindségli embridk ardnya 24,9% 24.2% 0,89
3. Nap
Sejtszam?! 6,2+2,0 6,6+2,1 <0,01
Morfolégiai pontérték? 2,1+0,6 2,240,6 0,08
Fragmentacié® 17,9+13,0% 15,6+£11,5% <0,01
J6 mindségli embridk ardnya 14,9% 18,4% 0,18
Beiiltetett embriok
Sejtszam? 6,9+1,7 6,4+2.3 0,47
Morfolégiai pontérték? 2,6£0,5 2,6£0,5 0,99
Fragmentaci6® 11,8459 12,6+7,9 0,91
atlag+szoras

A parositott ciklusok dsszehasonlitdsdnak eredményeit a XX. Téablazat foglalja dssze. A
fentiekkel ellentétben nem volt kiilonbség az embridk mindségében a két csoport kdzott
sem a megtermékenyitést kovetd masodik, sem pedig a harmadik napon. A beiiltetett
embriok sejtszama alacsonyabb volt ugyanakkor az Orids petesejt csoportban (7,0£1,8

vs.7,8+1,6; p=0,03).
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XX. Tablazat A parositott IVF ciklusok embrioldgiai adatainak 6sszehasonlitasa

OriasPS Normal

Csoport Csoport p-érték

(n=359) (n=359)
2. Nap
Sejtszam?! 4,0£1,2 4,3+1,2 0,71
Morfolégiai pontérték? 2,1+0,6 2,24+0,6 0,18
Fragmentacié® 16,5+11,6 15,3+11,4 0,6
J6 mindségli embridk ardnya 22.3% 24,4% 0,62
3. Nap
Sejtszam? 5,9+2.0 6,8+2.,0 0,13
Morfolégiai pontérték? 2,0+0,6 2,1+0,6 0,09
Fragmentaci6® 17,6£12,0 17,3+£13,8 0,41
J6 mindségli embridk aranya 12,5% 18,9% 0,08
Beiiltetett embriok
Sejtszam? 7,0£1,8 7,8£1,6 0,03
Morfolégiai pontérték? 2,6£0,5 2,6+0,4 0,72
Fragmentaci6® 11,4455 10,3+5.4 0,57
atlag+szoras
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5. Megbeszélés

A meddoség vilagszerte komoly egészségligyi problémat jelent. Becslések szerint a fejlett
orszagokban a parok 9-14%-anak nehézségei vannak a teherbe eséssel (Walschaerts és
mtsai 2012). Az asszisztalt reprodukcios kezelések tobbek kozott az ilyen parok szaméra
jelenthetnek megoldast. Sok orszadgban, ahol a népesség csokkenést mutat, kiilonos
jelentdséggel birnak a szervezeten kiviili megtermékenyitéssel végzett medddségi
kezelések. Nem meglepd, hogy szamuk folyamatosan nd. Csak Eurdpaban 800.000 in
vitro fertilizacios kezelést végeztek a 2015-0s évben
(https://www.eshre.eu/Home/ESHRE-Annual-Report-2015.aspx). Minden egymillié
lakosra nagyjabol 1252 IVF ciklus jutott (Calhaz-Jorge és mtsai 2016). Természetesen a
kezelések szaméanak emelkedésével parhuzamosan az embriologiai laboratoriumban
alkalmazott modszerek és eszkozok is jelentds fejlodésen mentek keresztiil. E fejlesztések
igen szertedgazdak, az asszisztalt reprodukcios kezelések szinte minden teriiletére
kiterjednek. Fontos megemliteni ugyanakkor, hogy az egyes részteriiletek a kezelések
eredményességét integraltan befolydsoljak. Munkédnk sordn éppen ezért igyekeztiink a
legujabb kutatasi eredményeket figyelembe véve tobb fontos teriileten is kutatomunkat
végezni, melyek egyiittesen jelentds hatassal lehetnek a kezelések eredményességére.
Az utobbi évek egyik nagy valtozasat a kiillonboz0 vitrifikacios technikdk megjelenése és
elterjedése hozta. Mara a szervezeten kiviili megtermékenyitéssel végzett medddségi
kezelések kozel harmada fagyasztott-felolvasztott embrid beiiltetésével torténik (Dyer és
mtsai 2016), amely nyilvanvaloan kdszonhet6 a fagyasztasi technikak fejlédésének. Az
ilyen modon végzett kezelések szdmanak és aranyanak jelentds ndvekedése még inkabb
indokolttd teszi olyan modszerek alkalmazédsat, amelyek nem csak az embridk
krioprezervaciot kovetd magas tilélési aranyat biztositjak, de ugyanakkor biztonsagosak
1s, nem teszik ki az embridkat a fertézések és keresztfertdzések veszélyének.

Szamos laboratorium mitkddését, illetve a benniik folyd munka menetét megvaltoztatta a
time-lapse rendszerek megjelenése, melyek lehetové tették az embridk fejlédésének
folyamatos nyomon kovetését, eldsegitve a fejlddés menetének, illetve az egyes fejlodési
szakaszok és kulcsmozzanatok embriok életképességére gyakorolt hatasanak jobb
megismerését. Meg kell ugyanakkor jegyezni, hogy noha a time-lapse rendszerek

alkalmazéasanak kétség kiviil szdmos eldnye lehet, nincs egyértelmii bizonyiték arra
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vonatkozoan, hogy alkalmazasukkal jobb klinikai terhességi arany, élve sziilési arany,
vagy ¢éppen alacsonyabb vetélési arany lenne elérhetd (Armstrong és mtsai 2015).

Az 0j eszk6zokon és eljarasokon til nagyon lényeges kiemelniink az olyan iranyzatokat,
amelyek ugyan alapjaiban nem valtoztatjdk meg a kezelések menetét, ugyanakkor
jelentésen befolyasolhatjdk azok kimenetelét. Jollehet az intracitoplazmatikus
spermiuminjekcidé mar tobb mint 20 éve a klinikai rutin része, alkalmazasanak
indokoltsaga Gjra napirendre keriilt. Napjainkban vilagszerte nagyjabol 3-bol 2 esetben a
megtermékenyités ICSI-vel torténik (Calhaz-Jorge és mtsai 2016, Dyer és mtsai 2016),
jollehet a modszert eredetileg andrologiai eredetii medddség kezelésére fejlesztették ki,
amely gyakorisaga ezt nem magyardzza. Annak ismerete, hogy mely esetekben lehet
mégis indokolt ezt a megtermékenyitési modszert valasztani a hagyomanyos in vitro
fertilizacioval szemben, kiillonosen fontos, hiszen csak igy érhetiink el optimalis
eredményt, a lehetd legbiztonsdgosabb mddon, mindezt raadasul koltség- és idoraforditas

szempontjabol is hatékonyan.

5.1. Az intracitoplazamtikus spermiuminjekcié alkalmazasa

Az introcitoplazamtikus spermiuminjekcid megfeleld alkalmazasanak indokoltsagéaval
kapcsolatban a mai napig nincs teljes egyetértés. Tanulményunkban 5 év IVF
kezeléseinek adatait részletesen értékeltiik, azért, hogy megvizsgaljuk, a
megtermékenyités modja milyen hatdssal van a megtermékenytilési ardnyra, az embriok
mindségére, illetve a kezelések eredményességére kiilonb6z6 mindségli onddmintak
eredményképpen nyert petesejtek szamat. Az ondomintak mindségének megitéléséhez a
nativ mintaban taldlhatd progressziv spermiumok szdmat vettiik alapul, amely korabbi
eredményeink alapjan jol jellemzi azt. Eredményeink egyértelmiien arra engednek
kovetkeztetni, hogy sok esetben, amikor a megtermékenyités modjanak rutinszerlien az
ICSI-t valasztjak, ez nem lenne indokolt. Ha elvonatkoztattunk a megtermékenyitéshez
hasznalt ondomintak mindségétdl, azt tapasztaltuk, hogy hagyomanyos IVF modszerrel
jobb klinikai terhességi, és ami a legfontosabb, magasabb élve sziilési aranyok érhetdk el.
Ugyanez igaz a legjobb mindségli ondomintikkal végzett kezelésekre is, mig a kdzepes
mindségli ondomintdk felhasznildsa esetén nem taladltunk kiilonbséget a keét

megtermékenyitési modszer kozott, azaz pusztan a nativ spermaminta mindsége még
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ilyen esetekben sem indokolja az ICSI alkalmazasat. Természetesen tovabbi szempontok
is szerepet jatszhatnak a megtermékenyitési modszer valasztdsandl. Amennyiben a
megfelelé és hatékony megtermékenyitési modszert valasztjuk, ugy a magasabb
megtermékenyiilési aranyok kovetkeztében tobb embriobdl lehet valasztani a
beiiltetéshez, illetve tobb allhat rendelkezésre fagyasztashoz, ez végsd soron a kumulalt
terhességi aranyt is pozitivan befolyasolhatja.

J6 mindségli spermamintaval végzett hagyomanyos IVF kezelések esetén minden
petesejtcsoportban jobb volt a megtermékenytilési arany, mint ICSI kezelést kovetden.
Meg kell ugyanakkor jegyezniink, hogy a jelenleg érvényben 1évé laboratoriumi
protokollunk alapjan, amennyiben négynél kevesebb petesejtet sikeriilt csak nyerniink, a
megtermékenyités modja minden esetben ICSI volt, ezért alacsony petesejtszam esetén
tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A j6 mindségli ondomintakkal végezett IVF kezelések esetén a megtermékenyiilési arany
minden korcsoportban magasabb volt, mint ICSI-t kdvetéen, azonban csak a 32-36 és a
>41 éves betegek esetében érte el a kiilonbség a szignifikancia szintet. Kézepes mindségii
ondomintaval végzett hagyomanyos IVF kezelések sordn a megtermékenyiilési arany
nem kiilonbozott az ICSI-vel végzett kezelések eredményétél. Ehhez hasonld
eredményeket kaptak Plachot és munkatarsai (2002), akik mérsékelt oligo-astheno-
teratozoospermias ondomintdkkal végzett kezeléseket vizsgaltak. Amennyiben a
tanulmanyukba bevont kezelés a par elsé IVF ciklusa volt, a petesejtek felét hagyomanyos
IVF segitségével, felét ICSI-vel termékenyitették meg. Nem taléltak kiilonbséget sem a
megtermékenyliilési ardnyokban, sem az embriok sejtszaméaban a megtermékenyitést
kovetd masodik napon, sem a kivalo mindségli embridk aranyaban. Meg kell azonban
jegyezni, hogy vizsgalatukban csak fiatal (32,2+3,3 év) nObetegek vettek részt.
Tournaye ¢és munkatarsai (2002) szintén egy betegtdl szarmazd petesejteket
termékenyitettek meg a két kiilonbozé moddszerrel. Vizsgalatukba olyan pacienseket
vontak be, akik mar legalabb harom sikertelen intrauterin inszemindcios (IUI) kezelésen
voltak tal. A hagyomanyos IVF modszer alkalmazéasanak feltétele az volt, hogy a gradiens
centrifugéldssal torténd feldolgozas utan a spermamintdban a mozgd spermiumok
koncentracioja legalabb 0,5 millio/ml legyen. Ezek alapjan jo €s kozepes mindségi
ondomintakkal egyarant végeztek kezeléseket. Hagyoméanyos IVF esetén kétfajta

protokollt kdvettek. Az els6 esetben a petesejteket egyenként 5000 mozgd spermiummal
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inszeminaltdk. A megtermékenytilési arany ekkor alacsonyabb volt, mint ICSI esetén. A
masodik esetben az inszeminacids koncentracié magasabb volt (20000 mozgd spermium
petesejtenként), ekkor az ICSI-hez hasonldé megtermékenyiilést sikeriilt elérniiik. Az
embriok morfologidja €s az atlagos osztodasi arany nem kiilonb6zott a hagyomanyos IVF
¢s ICSI moddszerek kozott. Tanulmanyunkban ehhez hasonld eredményt kaptunk.
Tournaye ¢és munkatarsai (2002) metaanalizise alapjan az ICSI moddszerrel torténd
megtermékenyités joval eredményesebbnek bizonyult a hagyomanyos IVF kezelésekkel
szemben (62,8% vs. 35,7%). A szerzOk a hatarértékli spermaparaméterekkel jellemzett
ondomintakkal végzett kezelések esetében is ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak (ICSI:
62,7% vs. IVF: 32,5%). Ez ellentétben all sajat eredményeinkkel, azonban nem szabad
figyelmen kiviil hagyni, hogy a metaanalizisbe bevont tanulmanyok kozott akad olyan,
ahol olyan kezeléseket vizsgaltak, melyekben korabban hagyomanyos IVF kezelés soran
egyetlen petesejt sem termékenyiilt meg (Kastrop és mtsai 1999). Az ICSI utani magas
megtermékenylilési arany azzal lehet kapcsolatban, hogy azt tobb tanulmanyban is az
injektalt petesejtekre vonatkoztatva adtdk meg (Payne és mtsai 1995, Kastrop és mtsai
1999), azaz mig hagyomanyos IVF kezelés soran minden cumulus-petesejt komplex
inszeminaldsra keriil fliggetleniil azok érettségi allapotatol, addig ICSI esetén csak a
meiotikus sejtosztodas masodik fészakaszanak metafazisaban 1évé (MID), érett petesejtek
keriilnek injektalasara. Hasonld kovetkeztetésre jutottak ugyanakkor Van der
Westerlaken és munkatérsai (2006) is. Olyan betegeknél, ahol az ondominta valamelyik
paramétere eltért a WHO altal meghatarozott referenciaértéktdl, ICSI utdn magasabb
megtermékenyiilési aranyt (50% vs. 41%) értek el, valamint tobb j6 mindségli embrio
fejlodott, amikor mindkét modszert hasznaltdk egyazon betegnél. A terhességi
aranyokban azonban nem taldltak kiilonbséget. Ehhez hasonl6 eredményekrdl szamoltak
be Verheyen és munkatarsai is (1999), akik azt talaltak, hogy asthenozoospermia esetén
a megtermékenyiilés teljes elmaradasanak esélye alacsonyabb ICSI-t kovetéen. Azoknal
a betegeknél, ahol hagyoméanyos IVF-et kovetéen volt megtermékenyiilés nem talaltak
szignifikans kiilonbség a megtermékenytilési aranyok kozott (ICS: 59,4% vs. IVE:
45,7%).

A fentiekkel némileg ellentétben, a hagyomanyos IVF jobb eredményességét tamasztja
ald Wang és munkatarsainak (2014) kozleménye. Ok arrdl szamolnak be, hogy

hagyoméanyos IVF modszerrel torténd megtermékenyitést kovetden a jo mindségl
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embriok ardnya, a balsztocisztaképzddés aranya, valamint a betiltetésre vagy fagyasztasra
alkalmas embridk aranya is magasabb. Nem talaltak szignifikans kiilonbséget ugyanakkor
a bedgyazodasi ¢és klinikai terhességi aranyokban, illetve a vetélések gyakorisagaban sem.
Ezzel szemben Bhattacharya ¢és munkatarsai (2001), valamint Van Rumste ¢és
munkatarsai (2011) szignifikdnsan magasabb bedgyazodasi és terhességi aranyokat
tapasztaltak hagyomdnyos IVF kezelést kovetden, mig a megtermékenyiilési és osztodasi
aranyokban nem volt kiilonbség a két modszer kozott, ahogyan az embriok morfologiai
pontértékei is megegyeztek.

A kiilonbozé tanulméanyok eltérd eredményeinek egyik oka lehet a kiilonb6zo
betegpopulaciok vizsgalata, de minden bizonnyal szerepet jatszik a kiilonféle protokollok
alkalmazas is a hagyomanyos IVF kezelés soran. Utobbit jol példazza Tournaye és
munkatarsainak (2002) munkéja, akik nem csak a két megtermékenyitési modot
hasonlitottak 6ssze, de hagyomanyos IVF soran is két kiilonb6z6 spermiumkoncentraciot
hasznaltak a petesejtek inszeminalasahoz, és igy eltéré eredményeket kaptak.

Sajat vizsgalatunk sordn a megtermékenyités modjanak embriok mindségére gyakorolt
hatasdnak tanulmanyozasakor a kovetkezd eredményeket kaptunk. Az Gsszes
spermakategoriaban az embridk szamos mindségi paramétere jobb volt ICSI-vel torténd
megtermékenyitést kovetden. Kozepes mindségli ondomintakkal végzett kezelések soran
pedig szignifikénsan tobb jo6 mindségli embrid allt rendelkezésre ICSI-t kovetden. Igen
meglepdek ezek az eredmények, ha megnézziik a beiiltetésre keriilé embriok mindségét,
illetve a klinikai eredményeket. A j6 mindségli ondomintakkal végezett IVF kezelések
esetén a betiltetett embriok mindsége minden korcsoportban jobb volt, mint [CSI kezelést
kovetden. Kozepes mindségli ondomintaval végzett kezelések soran a beiiltetésre keriild
embriok mindsége kozott nem talaltunk kiilonbséget, fiiggetleniil a rendelkezésre allo
petesejtek szamatol és a nébetegek €letkoratél. Amennyiben az 0sszes kezelést tekintjiik,
szinte minden életkor, valamint petesejtcsoportban jobb mindségli embriok kertiltek
betiltetésre hagyomanyos IVF esetén.

Az egyik magyarazat a fenti eltérésre az embriok atlagos mindsége, valamint a beiiltetésre
keriild embriok mindsége kozott az lehet, hogy mig ICSI-t kovetden tobb j6 mindségii
embri6 all rendelkezésre, a legjobb mindségli embriok meégis csak hagyomanyos IVF

kezelést kovetden fejlodnek. Ravilagithat ugyanakkor ez az eltérés arra is, hogy az
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alkalmazott embridbiralati rendszer nem elég szenzitiv, esetleg sziikséges lehet
feliilbiralata.

Fontos megemliteni még az intracitoplazamtikus kezelés esetleges kockazatait is, amely
szintén szempont lehet a megtermékenyitési mod kivalasztasakor. Noha néhanyan
felhivjak a figyelmet a rendellenességek nagyobb kockazatira (Bowen és mtsai 1998,
Chan ¢és mtsai 2000, Wennerholm ¢és mtsai 2000, Cox és mtsai 2002, Devroey és mtsai
2004, Bonduelle és mtsai 2005), tobben ezzel ellentétes megallapitasra jutottak. Wen ¢és
munkatarsai (2012) egy metaanalizis keretében vizsgéltdk az in vitro fertilizacidval
fogant gyermekek sziiletési rendellenességeinek gyakorisagat. Jollehet mind a
hagyoményos IVF, mind az intracitoplazmatikus spermiuminjekcié magasabb kockazatot
jelent a természetes Uton torténd fogantatashoz képest, a két megtermékenyitési modszer
kozott nem taldltak kiilonbséget. Ez Osszhangban van néhany kordbban kozolt
eredménnyel (Bonduelle és mtsai 2002b, Lie és mtsai 2005). Nem kizart tovabba, hogy
az ICSl-vel tortént megtermékenyitést kovetden eléforduld rendellenességek valdjaban
nem maganak a modszernek a kovetkezményei, hanem 0Osszefiiggésben éllnak a
medddség okaval (Wennerholm és mtsai 2000, Ludwig és mtsai 2002). A kiilonb6z6
eredmények ¢és kovetkeztetések okai lehetnek a vizsgalati populaciok, a tanulményozott
rendellenességek és vizsgalati idOtartamok kozotti kiilonbségek. Jollehet nincs teljes
egyetértés a kockazatok tekintetében, az ICSI sordn a petesejtek hosszabb ideig vannak
szuboptimalis koriilmények kozott, amely minden bizonnyal extra kockézatot jelent.
Tovabbi szempontok is felmeriilhetnek a megfeleld modszer kivalasztasanal. Jol
koriilhatarolt ismeretlen eredetli medddség esetén ICSI alkalmazasaval, nagyobb eséllyel
keriilhetd el a megtermékenyiilés teljes elmaradasa (Johnson €s mtsai 2013). Zhao és
munkatarsai (2014) pedig arrdl szamoltak be, hogy a spermiumok DNS-sériilése negativ
hatassal van a terhességi aranyra hagyomanyos IVF kezelések esetén, ugyanakkor nem
befolyasolja azt, amennyiben a megtermékenyités ICSI-vel torténik. Ezzel szemben
Simon €és munkatérsai (2016) egy friss metaanalizisiikben mindkét megtermékenyitési
modszer esetén kimutattdk a spermiumok DNS-sériiléseinek kedvezdtlen hatasat.
Végezetil nem mehetiink el szé6 nélkiil az egyes megtermékenyitési modszerek
koltségének figyelembe vétele mellett sem. A kiilonbség a két kezelési modszerben mind
anyagi, mind iddébeli raforditasként jelentkezik. Természetesen utobbi is kifejezhetd

anyagiként. Jollehet embriologusként nem feltétleniil feladatunk ezek figyelembe vétele,
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a téma gyakorlati jelentésége ugyanakkor megkérddjelezhetetlen. Az intracitoplzamtikus
spermiuminjekcid a hagyomanyos IVF kezeléshez képest tobbletkoltséget jelent, ezért
sziikséges lehet annak vizsgalata, hogy ez a tobbletkoltség milyen esetekben jar
tobblethaszonnal. Erdekes eredményt kozoltek ezzel kapesolatban Vitek és munkatarsai
(2013). Olyan 35 év alatti nObetegek esetén végzett kezelések koltséghatékonysagat
vizsgaltak, amelyek soran a petesejtek egyik részét hagyoméanyos IVF modszerrel, masik
részét ICSI-vel termékenyitik meg. Azt talaltak, hogy amennyiben egyetlen kezelést
végeznek hagyomanyos IVF kezelés alkalmazdsa javasolt, mivel ez esetben
legalacsonyabb az egy élve sziilésre eso kdltség. Amennyiben azonban betegenként két
kezelés sziikséges, mar vegyes megtermékenyitést javasolnak, mivel igy magasabb
kumulalt élve sziilési arany érhet6 el, mint hagyomanyos IVF-fel, valamint alacsonyabb
az egy €lve sziilésre eso koltség, mint csak ICSI-vel torténd megtermékenyités esetén.

Osszegezve elmondhato, hogy hagyomanyos IVF kezeléssel még alacsony petesejtszam,
illetve a nébeteg emelkedett életkora esetén is hasonlo vagy jobb eredmények érhetdk el,
mint intracitoplazmatikus spermiuminjekcio hasznélata esetén, mikdzben a hagyomanyos
modszer kevésbé 1d6- és koltségigényes, tovabba kisebb kockéazatot jelent a sziiletendd
gyermekre nézve, ezért vizsgalataink eredménye alapjan az ICSI alkalmazasa csak sulyos
andrologiai eredetli medddség, kordbbi sikertelen, vagy gyenge megtermékenytilés esetén

indokolt.

5.2.  Embriok csoportos tenyésztése

Humén embridk szervezeten kiviili tenyésztésének koriilményei nagymértékben
befolyasoljak az embriok fejlodését. Az in vitro tenyésztés szamos paramétere hatdssal
lehet az embridk életképességére, igy ezek megfeleld megvalasztasa, illetve beallitasa
eldsegitheti a terhesség 1étrejottét a méhiiregbe torténd beiiltetést kdvetden. Igen 1ényeges
a megfeleld tapoldat kivalasztasa, hiszen ez biztositja az embridk szamara sziikséges
tapanyagokat, felel az ozmolaritas és pH biztositasaért. A Petri-csészék esetében
Iényeges, hogy megfeleld anyagbodl késziiljenek, amelyek az embridkra nézve nem
toxikusak. Felelnek még a hdatadasért a feliiletek és a tapoldat kozott, befolyasolhatjak a
tdpanyagok és egyéb faktorok aramlasat, koncentralédasat a tapoldatban, valamint
kialakitasuk miatt hatassal lehetnek az embriok biralatanak hosszara. Utobbi azért

Iényeges, mert befolyasolja, hogy az embriok mennyi ideig kénytelenek szuboptimalis
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koriilmények kozott lenni az inkubatoron kiviil. Igen meghatarozé6 még a megfeleld
inkubatorok alkalmazasa, amelyek els6sorban az allandé koriilményeket hivatottak
biztositani.

Tanulményunkban két eltérd tenyésztési rendszert, az embridk egyedileg, illetve
csoportosan torténd tenyésztését hasonlitottuk 6ssze. EIObbi esetben az embridkat egy
arra alkalmas hagyomanyos Petri-csészében, 0sztodd fazisi embriok tenyésztésére
kifejlesztett tapoldat 25ul-es cseppjeiben tenyésztettik. Az embridk csoportos
tenyésztéséhez a 9 mikrovajatot tartalmazo Primo Vision Dish Petri-csészét hasznaltunk,
amelyben az embriok egyetlen, szintén 25ul-es tapoldat-térfogatban voltak.

Humén embridk csoportos tenyésztésének pozitiv hatasarol tobb tanulmany is sziiletett.
Elsék kozott Moessner €s Dodson (1995) szdmoltak be arrdl, hogy a csoportosan
tenyésztett embriok osztodasi aranya, illetve minéségi pontértéke magasabb volt az
egyedileg tenyésztett embridkénal, jollehet a blasztomérak szamabol és a mindségi
pontértekbdl képzett ,,morfologiai pontérték” nem kiilonbozott a két csoport esetén.
Ebner és munkatarsai (2010) csoportos tenyésztés esetén magasabb blasztociszta-
képzOdési aranyrol, illetve jobb mindségli blasztocisztakrol adtak szamot.
Tanulményukban Rebollar-Lazaro ¢s Matson (2010) két csoportot hasonlitottak Ossze.
Az egyikben az embridkat csoportosan tenyésztették osztdodasi fazisban, majd a
megtermékenyitést kovetd harmadik naptol egyedileg, mig a masik csoportban végig
egyedileg. A bedgyazddasi €s terhességi aranyokban nem talaltak kiilonbséget, azonban
a 35 év alatti nObetegek esetén a blasztocisztak felhasznalasi aranya magasabb volt.

A csoportos tenyésztés pozitiv hatasat az embriok altal kibocsatott kiilonb6zd faktorok
magyarazhatjak. Az els6 ilyen, amelyet azonositottak a vérlemezke aktivalo faktor (PAF
— platalet activating factor) volt (Collier és mtsai 1988), de tovabbiak is ismeretesek, mint
példaul az acitivin és inhibin alegységek, ndvekedési hormon (GH — Growth Hormone),
inzulin-szerti novekedési faktorok (Insulin-like growth factors: IGF-1 és IGF-2),
leukémiagatlo faktor (LIF — leucemia inhibitory factor) (O’Neill 2008). Ahhoz, hogy ezek
az embriotrof ligandumok mas embriokra is hatassal lehessenek, 1ényeges a megfeleld
tavolsag az embriok kozott (Stokes és mtsai 2005, Gopichandran és Leese 2006). Az
embriok altal termelt faktorok egy ugynevezett effektiv zonat alkotnak, amely sajat,

illetve tarsaik fejlédésére is hatdssal lehet (Reed és mtsai 2011).
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Huméan embriok csoportos tenyésztésének azonban sokaig akadalyat képezte a
tapoldatban 1év6 embriok egyedi azonosithatésaganak problémaja, amely egészen az ugy
nevezett ,,well-of-the-well” edény megjelenéséig (Vajta és mtsai 2000) fennallt. Ezutan
valt lehetové az egyes embridk egyedi nyomon kovetése. A tanulmanyban altalunk is
alkalmazott 9 vajata Primo Vision Dish Petri-csésze is a ,,well-of-the-well” rendszer
Otlete alapjan sziiletett.

Vizsgalatunk sordan a hagyomanyos IVF modszerrel torténd megtermékenyités esetében
nem tapasztaltunk kiilonbséget a két tenyésztési moddszer kozott, ugyanakkor a
megtermékenyliilési arany magasabb volt a csoportosan tenyésztett embridk esetében
ICSI-t kovetden. Ennek oka lehetett, hogy a petesejtek a megtermékenyités modszerétol
fliggben kiilonbozd ideig tartdzkodtak a tenyésztdedényben. Intracitoplazmatikus
spermiuminjekciot kovetden azonnal a Primo Vision Dish Petri-csészébe kertiltek, mig
hagyomanyos IVF kezelés esetén az ivarsejteket 16-18 oran at a megtermékenyitéshez
hasznalt Petri-csészében egyiitt inkubaltuk, és csak ezt kovetéen keriiltek at az egyedi
vagy csoportos tenyésztd edénybe. Ennek eredményeképpen ICSI-t kovetden a
megtermékenyiiléssel jard bioldgiai folyamatok a pronucleusok kialakulasaig a
hagyomanyos [VF-fel ellentétben, a két csoport esetében eltérd tenyésztési koriilmények
kozott zajlottak. Ez magyarazatot adhat arra, hogy a megtermékenyités eredményessége
miért kiilonbozott a két modszer esetén, €s arra enged kovetkeztetni, hogy az embridk
csoportos tenyésztése kedvezden befolydsolja a megtermékenyiilés 1étrejottét.
Feltételezésiink szerint, a megtermékenyiilés, illetve az elsé sejtciklus teljes folyamata
nagyon €rzékeny rendszer, amely jobb eséllyel zajlik le kedvezdbb koriilmények kozott.
Nem mutatkozott ugyanakkor kiilonbség az embriok mindségében a két tenyésztési
modszer kozott, amely megerdsiti néhany szerzé azon korabbi megallapitasat, hogy a
napjan még nem jelentkezik (Spyropoulou és mtsai 1999, Vajta és mtsai 2008, Ebner és
mtsai 2010). Figyelemre méltdé azonban, hogy csoportos tenyésztés esetén a kiilonbozd
embriddenzitasok hatdsa az embriok mindségére mar ekkor is megmutatkozik. Errdl a
késdbbiekben még bdvebben szoét ejtiink. Moessner €s Dodson (1995) egy korai
tanulmanyukban arra jutottak, hogy az embriok csoportban torténd tenyésztése gyorsabb

fejlodést eredményez. Ezen megallapitassal Gsszecseng sajat megfigyelésiink, miszerint
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a PrimoVision Dish Petri-csészében tenyésztett embriok fejlddése némileg gyorsabb volt,
mint egyedi tapoldatcseppben tenyésztett tarsaikeé.

A legtobb korai vizsgélat sordn az embridkat blasztociszta allapotig tenyésztették, és
beliltetésiikre az 5-6. napon kerilt sor. Vajta ¢és mtsai (2008) magasabb
blasztocisztaképzddési aranyrdl szamoltak be, amelyet Ebner és mtsai (2010) eredményei
is alatdmasztanak. Miutan vizsgélatunk sordn 3. napi embridtranszfert végeztiink, ezt a
jelenséget nem allt modunkban megvizsgalni, azonban csoportban tenyésztett osztodasi
fazisi embri6 beliltetése jelentdsen, 10%-kal magasabb klinikai terhességi aranyt
eredményezett, mint egyedi tenyésztésbdl szarmazé embriok transzfere. Erdekes
azonban, hogy a bedgyazodott embriok ardnya nem kiillonbozott a két csoport esetén,
egyedi tenyésztést kovetd embridbeiiltetés tobb ikerterhességet eredményezett. Ennek
oka egyeldre ismeretlen, ezért felderitéséhez tovabbi vizsgélatok sziikségesek. Kiilonbség
mutatkozott azonban a fagyasztasra alkalmas embriok szaméaban. Korabbi tanulmanyok
a beiiltetésre vagy fagyasztasra alkalmas blasztocisztak magasabb szamardl szamoltak be
(Vajta és mtsai 2008, Rebollar-Lazaro és Matson 2010), amely nyilvanvaldéan a jobb
embriofejléddés, az életképesebb embriok magasabb szdmanak kovetkezménye.
Eredményeink ezt osztodasi fazisu embridk esetén is aldtdmasztjak.

Human embriok mikrovajatokat tartalmazo Petri-csészében torténd csoportos
tenyeésztésének tehat szamos elénye van, amelyek egy része mar osztddasi fazisu embriok
tenyésztése €s beiiltetése esetén is mutatkozik. Az ICSI-t kovetd jobb megtermékenyiilés,
az embriok gyorsabb fejlddése, a beiiltetést kovetd magasabb klinikai terhességi arany,
valamint a fagyasztasra alkalmas embriok magasabb szama a harmadik napon mind ezek
kozé tartoznak. Nem szabad azonban megfeledkezniink arrdl, hogy az eredményességet
a tenyésztés egyéb korlilményei, illetve a tenyésztdedény tulajdonsagai is befolyasoljak.
Ismeretes, hogy a csoporthatds 1étrejottében az embriok egymastol vald tavolsaga is
szerepet jatszik, ami praktikusan a mikrovajatok tavolsdgaval szabalyozhat6d (Stokes és
mtsai 2005, Gopichandran és Leese 2006). Vizsgalatunk soran az embridk csoportos
tenyésztésére a Primo Vision Dish Petri-csészét hasznaltuk, amely a Primo Vision time-
lapse rendszerhez kifejlesztett specialis edény, ugyanakkor jol hasznalhaté a szokasos
gyakorlatban is. Az embriok kozti kis tavolsagbol adodo tovabbi elénye, hogy a
hagyomanyos morfologiai biralat a piacon kaphat6 egyedi tenyésztésre alkalmas Petri-

csészékkel Osszevetve gyorsabban elvégezheté (Fancsovits és mtsai 2013), ezaltal
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csokkentve az embriok szuboptimalis koriilményeknek torténd kitettségét, mint amilyen

példaul a fényexpozicio.

5.3. Az embriodenzitas szerepe csoportos embridtenyésztés soran

Ismeretes, hogy az embriok denzitdsa is befolyasolhatja fejlodésiiket, ezaltal hatassal
lehet a kezelések eredményességére. Vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogy 5-6 embrio
egyiitt tenyésztése egy 25 ul-es tapoldatcseppben (4,1-5,0ul/embrid) magasabb atlagos
sejtszamot, illetve a jO mindségli embridk nagyobb ardnyat eredményezte. A tobbi
mindségre utaldé paraméter, mint a fragmentaciéo mértéke, vagy a morfologiai pontérték
szintén eltért a kiilonb6zé denzitdsok esetén. Ezek a kiilonbségek sok esetben
statisztikailag is szignifikdnsnak bizonyultak a legalacsonyabb (6,3-12,5ul/embrid) és
kozepes denzitassal rendelkezd csoportok kozott, de egyértelmi trend rajzolodott ki a
kozepes, illetve legnagyobb denzitasu (2,8-3,6pul/embrid) csoportok kozott is.
Eredményeink alapjan tehat a mérsékelt denzitds (5-6 embrid/25ul) ugy tinik, hogy
kedvezd hatdssal van az embridk mindségére, ugyanakkor vizsgélatunk néhany korlatozo
tényezdjére fontos ravilagitanunk. A degenralodott petesejtek az edénybdl azonnal
eltavolitasra kertiltek, amint észleltiik dket — ez leggyakrabban a megtermékenyiilés
vizsgalatakor kovetkezett be —, mivel ezek kedvezdtleniil befolyasolhatjdk a tobbi embrio
fejlodését (Reed és mtsai 2012), ugyanakkor egyes szerzOk szerint az alacsony
sejtszdmmal rendelkezd embriok is elonytelen hatést fejthetnek ki (Jones és mtsai 1998,
Reed és mtsai 2011), noha masok ezt cafoljak (Larson és Kubish, 1999). Ezzel szemben
viszont a jobb mindségli embridk segithetik a kozeliikkben 1évd tarsaik fejlodését (Reed és
mtsai 2011).

Eredményeink kiértékelése soran nem tudtuk figyelembe venni az egyes embriok relativ
helyzetét és tavolsagait, noha ezek is befolyasolhatjak az embriok fejlodését (Ali 200,
Ebner és mtsai 2010, Gopichandran és Leese 2006, Stokes és mtsai 2005, Reed 2012). A
tanulmany felépitése miatt nem volt lehetséges a terhességi aranyok és a kezelések
klinikai eredményeinek dsszevetése.

A petesejtszam ¢és embridmindség kozotti Osszefiiggés mar ismeretes, €s szintén
befolyasolhatja a kezelések kimenetelét. Ji és munkatarsai (2013) azt talaltdk, hogy fiatal
betegek esetén az €lvbe sziilési arany friss embridbeiiltetést kovetden a 6-12 petesejtes

csoportban volt a legnagyobb, és csokkent az 1-5 és a >15 petesejtes csoportokban. A
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kumulalt élve sziilési arany nétt a petesejtszammal. Ezzel Osszhangban, Timeva és
munkatarsai (2006) magasabb terhességi aranyt regisztraltak olyan esetekben, amikor 6-
15 petesejtet sikeriilt nyerni, az 1-5 és a >15 petesejtes csoportokkal szemben. Ezzel
szemben Letterie és munkatarsai (2005) nem taléltak kiilonbséget a megtermékenyiilési
aranyban ¢€s a klinikai terhességi aranyban sem kiilonb6z6 petesejtszamok esetén, de 3-
nal tobb nyert petesejt vizsgalatakor. A petesejtszam hatdsat a korabban mar emlitett okok
miatt szintén nem allt modunkban kikiiszobdlni, jollehet irodalmi adatok (Ji és mtsai
2013, McAvey ¢és mtsai 2011, Timeva és mtsai 2006) arra engednek kovetkeztetni, hogy
az alacsony denzitds esetén tapasztalt gyengébb embriomindség inkabb Osszefiigg az
alacsony petesejtszammal, mintsem az embriodenzitassal.

A legnagyobb denzitas esetén tapasztalt gyengébb embriomindség ugyanakkor sokkal
inkdbb az embriodenzitds kovetkezményének tlinik, mintsem a petesejtszdm
petesejtszam kedvezdtleniil befolyasolna az embriok mindségét. Sajat vizsgalatunk soran
arra jutottunk, hogy egyedi tenyésztés soran az embridk magasabb szama, a legfeljebb 9
embrioval rendelkezd betegek esetén, az embridk mindségének javulasaval jar. Masrészt,
vizsgalatunk soran, amennyiben egy beteg embridinak szdma a 9-et meghaladta, két, vagy
szilikség esetén harom Petri-csészében tenyésztettiik 6ket, igy az egy edényben egyiitt 1év6
embridk az osztdlyozas soran barmelyik denzitascsoportba keriilhettek. Szintén fontos
hangsulyoznunk, hogy tanulméanyunk sordn az osztodd embriok denzitdsat vizsgaltuk
szemben a petesejtekével, és ez majdnem minden esetben alacsonyabb, hiszen a
kezelések tobbségében nem mindegyik petesejt termékenyiil meg.

Az altalunk kedvezoének itélt 4,1-5,0 pl-es denzitas (5-6 embrio/ 25ul) elésegitheti az
embriok fejlodését az alkalmazott Primo Vision Dish Petri-csészében, ugyanakkor mas
edények esetében korantsem biztos, hogy optimalis valasztas lesz. Eredményeink nem
tamasztjak ald Gardner és Lane ajanlasait. Ok nem javasoltak négynél tobb embrio
kozbsen tenyésztését a tapoldat 25 pl-es térfogataban (6,25 pl-es denzitas) (Gardner €s
Lane 2001). Késobb ajanlasukat modositottak, és ekkor mar maximum 4 embri6 egyiitt
tenyésztését javasoltak a tapoldat 50 pl-es térfogataban (12,5 pl-es denzitas) (Gardner és
Lane 2004). Ez az ellentmondés is ravilagit arra, hogy a jelenség jobb megértése
sziikséges, azért, hogy azt a jovoben hatékonyabban alkalmazhassuk. A jelenséget, hogy

1étezhet egy optimalis denzitds, az embridk koriil kialakuld, mar kordbban emlitett
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effektiv zona magyarazza. Ahogyan arrdl mar fentebb sz6 esett, az embriok tenyésztésére
hasznalt Petri-csésze kialakitasa is befolyasolhatja az embriok fejlédését, éppen ezért nem
létezhet egyfajta univerzalisan elfogadott optimalis denzitas, hiszen az kiilonb6z6
tenyésztdedényekben eltérd lehet. Ugyanigy Iényeges, hogy egy adott embriddenzitast
hogyan ériink el, hiszen eltér6 eredményeket kaphatunk, ha egy adott
térfogatmennyiségben valtoztatjuk az embridk szamat, illetve ha adott szamli embriot
tenyésztiink kiilonbozé tapoldatmennyiségekben. Eppen ezért, noha az embriédenzitas
helyes megvalasztasa hozzdjarulhat az embriok fejlddéséhez, minden laboratériumnak
maganak kell az optimalis értéket megtalalni, amely illeszkedik az é&ltala hasznalt

eszkozokhoz és koriilményekhez.

5.4. Embriok biztonsagos krioprezervacidja zart rendszeri vitrifikacioval

Vizsgalatunk soran két év, fagyasztott-felolvasztott embriok felhasznalasdval végzett
embriobetiltetéseinek adatait értékeltiik. A vizsgalat ideje alatt mind programozott lassu
fagyasztassal, mind vitrifikdcioval krioprezervalt embridk felolvasztasaval végeztiink
embrio beiiltetéseket. Megvizsgaltuk, hogy a Rapid-I médszerrel torténd zart rendszerti
vitrifikdcid milyen hatdssal van a lefagyasztott embriok tulélésére és mindségére a
felolvasztas utan, valamint az ilyen embridk bedgyazddasi aranyara, illetve a terhességek
1étrejottére. A hagyoméanyos megitélés szerint egy embri6 akkor tekinthetd a fagyasztast
taléltnek, ha a felolvasztds utan sejtjeinek legaldbb 50%-a ép maradt (Edgar és Gook
2012). ennek oka, hogy olyan embrié is képes lehet beagyazodni, amelyiknek néhany
sejtje megsériilt, mivel az embrid sejtjei ebben az allapotban még totipotensek, néhany,
vagy akar egyetlen sejt is alkalmas lehet arra, hogy ¢letképes embridva fejléodjon. E
szerint a hagyomanyos mddszerrel fagyasztott embrioknak mindossze 55,1%-a €lte til a
fagyasztast, ami jelentOsen elmarad a vitrifikaciéval krioprezervalt embridk talélésétol
(92,1%), mely eredménylink 6sszhangban 4ll az irodalmi adatokkal (Kuwayama és mtsai
2005, Rama Raju és mtsai 2005, Desai 2007, Balaban és mtsai 2008, Rama Raju és mtsai
2009). Sajat adatainkban a hagyomdnyos fagyasztas utani tulélés alacsonyabb, mint a
publikalt esetek nagy részében (Mandelbaum és mtsai 1998, Kuwayama és mtsai 2005,
Balaban és mtsai 2008). Ennek egyik oka az lehet, hogy korabbi gyakorlatunkban a
fagyasztasra keriilld embridk kivalasztdsanadl kevésbé szigora  kritériumokat

alkalmaztunk, aminek kovetkeztében olyan embridk is krioprezervaciora keriiltek,
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amelyek kisebb eséllyel élték tal a fagyasztast. Hagyomanyos fagyasztassal torténd
krioprezervaciot kdvetden az embridk nagyjabol egy 6tddének (21,2%) maradt sértetlen
minden sejtje a felolvasztas utan, mig vitrfikacio esetében az embridk tobb mint felének
minden blasztoméraja ép maradt (57,2%). Ez utobbi arany kissé elmarad az irodalomban
kozolt adatoktol (Edgar és Gook 2012), miszerint akar az embridok 70%-a is teljesen ép
maradhat vitrifikacioval torténd fagyasztds utdn. Meg kell azonban jegyezni, hogy a
hordozok, oldatok és protokollok sokfélesége miatt az adatok nehezen hasonlithatok
Ossze egymassal. Sajat gyakorlatunkban példaul zart rendszerli viktrifikaciot
alkalmaztunk, ami — a kisebb hiitési sebesség miatt — kedvezdtlenebb lehet az embridok
tulélése szempontjabol, mint a nyilt rendszerek, ugyanakkor a tarolas soran esetleg
fellépd keresztfertdzések kizarasaval biztonsagosabbak azoknél. Az azonos sejtszamu, 7-
12 sejtes embriok esetében is jobb volt az embridk tlélési aranya (a sejtek legalabb 50%-
a ép maradt) a vitrifikaciot kovetéen, mint programozott lassti fagyasztas utan, ahogyan
a 80%-os ¢és teljes 100%-os talélési arany is nagyobb gyakorisaggal fordult el6. Utdbbi
kiilondsen lényeges paraméter, mivel korabbi vizsgalatok azt mutattdk, hogy azon
embriok beagyazodasi ardnya magasabb, melyeknek minden balsztomérdja ép maradt a
felolvasztast kovetden, és ezen embriok beililtetése magasabb terhességi aranyt is
eredményez (Van den Abbeel és mtsai 1997, El-Toukhy és mtsai 2003). Meg kell azonban
jegyezniink, hogy Gabrielsen ¢és munkatarsai (2006) nem tapasztaltdk a blasztomérak
elvesztésének negativ hatasat. Az ellentmondas oka az lehet, hogy — mint ahogyan a
szerzOk is megjegyzik — tanulméanyukban viszonylag kevés sériilt blasztoméraval
rendelkez6 embrio kertilt betiltetésre.

Sajat tanulmanyunkban a tulélési aranyokhoz hasonloan a fagyasztast talélt embriok
mindsége, illetve a beiiltetésre keriild embriok mindsége is jobb volt a vitrifikaci6 utan.
A beiiltetett embriok beagyazodasi aranya 9%-kal, a klinikai terhességi arany 15%-kal
magasabb volt vitrifikacidval tortént krioprezervacio utan, ezek a kiilonbségek azonban
statisztikailag nem bizonyultak szignifikansnak. Desai és munkatarsai (2013) osztodasi
fazisi embriok Rapid-I modszerrel torténd vitrifikdcigja utdn eredményeinkkel
megegyezo klinikai terhességi aranyt (47%) kaptak, mig a bedgyazodasi arany valamivel
magasabb volt (37%). A talélési aranyokban lévd kiilonbség, illetve a vitrifikécio
esetében tapasztalt magas klinikai terhességi arany ismeretében kissé meglepd

ugyanakkor, hogy az embridbeiiltetésre vonatkoztatott élve sziilési arany mindkét
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modszer esetében azonos volt, a vitrifikacioval tortént kezeléseket kovetden a vetélések
magasabb aranya miatt. A jelenség okainak feltardsdhoz azonban tovabbi vizsgalatok
sziikségesek.

A megegyezo élve sziilési aranyok ellenére a zart rendszerii vitrifikacio a hagyomanyos
programozott fagyasztas megfeleld alternativajat nyujthatja, hiszen szamos tekintetben —
kiilondsen az embriok tulélését figyelembe véve — jobb eredmények érhetdk el vele. Az
embriok magasabb talélési aranya, valamint a felolvasztast talélt embriok jobb minésége
pedig azt is jelenti, hogy sok esetben kevesebb embri¢ felolvasztasa is elegendd, igy
bizonyos esetekben azonos szamu lefagyasztott embridval akar tobb felolvasztast kovetd
embridbetiltetés is végezhetd. Ezt igazolja, hogy a vizsgalati iddszak alatt a felolvasztott
embriok szignifikansan nagyobb része keriilt beiiltetésre vitrifikaciot kdvetden.

Nem mehetiink el ugyanakkor amellett, hogy osztalyunkon, szdmos mads asszisztalt
reprodukcios intézethez hasonldéan, a programozott lassu fagyasztdsnak egy régota
alkalmazott modszerét hasznaltuk az embriok fagyasztdsdhoz. A hagyomanyos
fagyasztas egy modositott valtozatdval azonban a korabbindl jobb eredmények érhetdk
el, amelyek mar 6sszehasonlithatok a vitrifikacio eredményeivel (Jericho és mtsai 2003,
Edgar és Gook 2012). Ugyanakkor a vitrifikaciés modszereknek tovabbra is eldnyiik
marad a joval olcsobb eszkoz- €s jelentdsen kisebb iddigényiik, a zart rendszerek pedig —

mint amilyen a Rapid-I is — biztonsdgosan alkalmazhatok human embridk

crer

5.5.  Orias petesejtek indikatorszerepe

Az ¢orids petesejtek indikatorszerepének vizsgélata soran leirtuk azok morfometriai
paramétereit, valamint kiértékeltiik azon IVF kezelések jellemzoit, amelyekben orias
petesejtek fordulnak el6 olyan kezelések adataival dsszevetve, ahol ilyen petesejtek nem
talalhatoak. Sajat gyakorlatunkban a vizsgalt iddszakban az Orids petesejtek
elé6fordulasanak gyakorisaga 0,3% volt, amely egybevag korabbi irodalmi adatokkal
(Balakier és mtsai 2002, Rosenbusch és mtsai 2002), noha egy frissebb tanulmanyban
Machtinger ¢és munkatarsai (2011) ennél lényegesen alacsonyabb, 0,12%-0s
gyakorisagrol szamoltak be. A normalis méretii petesejtek atlagos atméréje 112,8 um volt
a zona pellucidat nem szamitva, amely egybevag az irodalmi adatokkal. Romao ¢és

munkatarsai (2010) 112,2 pum-es atlagos petesejtméretrdl szamoltak be. Az Orids
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petesejtek atmérdje hozzavetdleg 26%-kal bizonyult nagyobbnak a normalis
petesejtekétol. Balakier és munkatéarsai (2002) ugyanakkor ennél valamivel nagyobb,
30%-o0s méretkiilonbséget allapitottak meg.

Megallapitottuk, hogy az orias petesejtek jelenléte nem utal a stimuldcos protokollra,
illetve az alkalmazott gonadotropin tipusara. Vizsgalataink szerint egyik sincs hatassal az
orids petesejtek eléforduldsara. Feltételezziik éppen ezért, hogy az ilyen petesejtek
1étrejottéért felelOs eltérés — példaul valamilyen osztddasi rendellenesség — az oogenézis
egy korabbi szakaszaban jelentkezik.

Tanulmanyunk elsé részében a vizsgalt idészak soran intézetiinkben eléforduld olyan IVF
ciklusokat, hasonlitottunk Ossze a tobbi kezeléssel, amelyekben oOrids petesejtek
eléfordultak. A ndbeteg €letkora, az 6sztradiol-szint, valamint a nyert petesejtek szdma is
kiilonbozott a két csoportban. Orias petesejtek olyan ciklusokban fordulnak eld
gyakrabban, ahol a ndbeteg fiatalabb, a kezelés soran a szérum Osztradiol-szint
emelkedettebb, és a nyert petesejtek szdma magasabb. Nyilvanvald, hogy a fenti
jellemzok kozott osszefiiggés van. Altalanossagban igaz, hogy a fiatalabb betegek jobban
reagalnak a stimulaciora, egyszerre tobb tiiszd érik meg, igy a szérum Osztradiol-szintjiik
magasabb lesz, illetve tobb petesejtet sikeriil nyerniink. Azon ciklusok esetén, ahol orids
petesejtek is el6fordulnak az érett, MII petesejtek alacsonyabb aranya, melyet ICSI-vel
torténd megtermékenyités esetén tapasztalhatunk, ugyancsak ezzel magyarazhatd. A
magasabb petesejtszdmmal rendelkezd betegek esetében az éretlen petesejtek aranya
gyakran magasabb, mint a kevés vagy mérsékelt szamu petesejttel rendelkezéknél
(Briggs és mtsai 2015).

A fentiekkel osszefiiggésben a normalis megtermékenyiilést mutatd petesejtek szdma az
oOrias petesejt csoportban alacsonyabb volt. Nincs prediktiv hatdssal az orids petesejtek
jelenléte ugyanakkor a terhességi aranyokra, a klinikai terhességi aranyok mindkét
csoportban megegyeztek. Ez 6sszhangban van Machtinger és munkatarsai (2011) korabbi
eredményeivel. Eltérés mutatkozott ugyanakkor az embridk mindségében. Azokban a
ciklusokban, ahol orias petesejt eldfordult az embridk sejtszama az inszeminaciot kdvetd
harmadik napon alacsonyabb volt, valamint ezen embriok fragmentéltsaga is magasabb
volt mind a masodik mind pedig a harmadik napon. A morfoldgiai pontértékekben

azonban nem mutatkozott kiilonbség, ahogyan a jo mindségli embriok szamaban sem volt
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eltérés. Ugyancsak nem kiillonbozott a beiiltetésre keriildé embriok mindsége a két
csoportban.

Tanulményunk masodik részében olyan ciklusokat parositottunk, amelyekben oOrias
petesejt eléfordult olyanokkal, amelyekben nem. A parositas alapjat a nébetegek €letkora,
a nyert petesejtek szama és a stimulacios protokoll képezték. Ismereteink szerint eleddig
minddssze Machtinger és munkatarsai (2011) vizsgaltak a jelenséget hasonloképpen. A
két csoportban tapasztalhaté hasonlé szérum Osztradiol-szintek megerdsitik
eredményeiket, ahogyan a vizsgalatunk elsé részében tapasztalt eltérés a szérum
Osztradiol-szintekben Balakier ¢s munkatarsai (2002) tapasztalatait tdmasztjak ala. Sajat
eredményeinkkel ellentétben Machtinger ¢és munkatarsai (2011) magasabb
megtermékenyliilési ardnyt tapasztaltak azokban a ciklusokban, amelyekben oOris
petesejtek is jelen voltak, ezzel szemben mi mind az dsszes ciklust figyelembe véve, mind
a parositott ciklusok vizsgalatakor alacsonyabb megtermékenyiilési aranyt talaltunk ezen
ciklusok esetében.

Ami az embriok mindségét illeti, azt mondhatjuk, hogy az egyetlen 1ényeges eltérés a két
csoport kozott a beiiltetett embridk alacsonyabb sejtszamaban mutatkozott az Orids
petesejttel rendelkezo ciklusok esetén.

Kijelenthetjiik tehat, hogy az orias petesejtek jelenléte nem hordoz informacidt a
petefészek stimulaciora vonatkozoan, ahogyan nem jelzi elére a kezelés varhato
eredményességét sem, igy a mindségbiztositdsi rendszerben indikatorként nem

hasznalhato.
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6. Kovetkeztetések

1. Nem androldgiai javallat esetén a hagyomanyos IVF kezelés az ICSI-vel azonos
eredményességgel, vagy annal hatékonyabban alkalmazhat6 modszer. Jo
mindségli onddminta esetén a megtermékenyiilési arany, a beiiltetett embriok
minésége ¢és a klinikai terhességi arany is jobb, mig kozepes mindségi
ondomintdk esetén sem rosszabb hagyomanyos IVF kezelést kvetden, mint ICSI
esetén. A nObetegek magas életkora dnmagaban nem indokolja ICSI kezelés
végzeését, azt kizarolag sulyos foku andrologiai eltérés, illetve korabbi sikertelen

hagyomanyos IVF kezelés esetén javasoljuk alkalmazni.

2. A mikrovdjatokat tartalmaz6 edényben torténd csoportos tenyésztés kedvezd
hatassal van a petesejtek megtermékenytilésére ICSI-t kovetden. Az embridok
csoportos tenyésztése kedvezden befolyasolja azok fejlodését. A klinikai
terhességi arany, illetve a krioprezervalt embriok aranya is magasabb csoportos

tenyésztést kovetden.

3. Mikrovajatokat tartalmazoé edényben torténd csoportos tenyésztés esetén az
embridk denzitasa hatassal van azok fejlédésére. Ot-hat embrid egyiitt tenyésztése
25 pl-es oldatcseppben (4,2-5,0 ul/embrid) kedvezden befolyasolja az embriok

mindséget.

4. Az osztddasi stddiumui embriok nagyobb eséllyel élik tal a fagyasztva tarolast
Rapid-I hordozoval végzett zart rendszer(i vitrifikacid utan, mint lassu fagyasztast
kovetden, valamint atlagos sejtszamuk és mindségiik is jobb. Ugyanakkor a
Rapid-I moddszerrel torténd  vitrifikacid utani embriobeiiltetést kovetd
bedgyazddasi €s terhességi arany kedvezdébb tendenciat mutat, azonban mégsincs
kiilonbség az élve sziilések ardnyaban sem. Ugyanannyi embrid beiiltetéséhez
azonban kevesebb embrié felolvasztasara van sziikség. Ezaltal a kummulalt

terhességi arany, illetve élve sziilési arany is magasabb lehet.

S. Orias petesejtek leggyakrabban olyan nébetegek kezelésekor fordulnak eld,

akiknél a nyert petesejtek szama magas. Jelenlétiik nem utal a kezelés tobbi
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petesejtjének mindségére, illetve az azokbol fejlédé embriok mindségére,

ahogyan a kezelés kimenetelére sem.
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7. Osszefoglalas

A medddségi kezelések soran az embriologiai laboratoriumban alkalmazott modszerek
az elmult évtizedekben jelentds fejlodésen mentek keresztiil. A kutatasok, fejlesztések
igen szertedgazok, az in vitro fertilizacidés (IVF) kezelések minden részfolyamatara
kiterjednek. Jelen tanulmanyunkban az embrioldgiai laboratériumi munka négy fontos
teriiletén végeztiink vizsgalatokat. Tanulményunkhoz a Semmelweis Egyetem 1. sz.
Sziilészeti és NOogyogyaszati Klinika Asszisztalt Reprodukcios Osztalyan 2008. és 2015.
kozott elvégzett IVF kezelések adatait dolgoztuk fel. Osszehasonlitottuk az
intracitoplazamtikus spermiuminjekci6é (ICSI) és a hagyomanyos IVF kezelés
eredményességét, ¢s megallapitottuk, hogy a ndbetegek magas életkora 6nmagiban nem
indokolja ICSI végzését, azt kizardlag sulyos foku andrologiai eltérés, illetve korabbi
sikertelen hagyomanyos IVF kezelés esetén javasoljuk alkalmazni. Az embriok
tenyésztése a megtermékenyités modszere mellett egy masik kritikusan fontos teriilet.
Megallapitottuk, hogy a mikrovajatokat tartalmaz6d edényben torténd csoportos
tenyésztés az egyedi tenyésztéssel szemben magasabb megtermékenyiilési aranyt
eredményezett ICSI-t kdvetden €és kedvezden befolyasolta az embriok fejlodését, illetve
a klinikai terhességi aranyt. Megallapitottuk tovabba, hogy az embriok denzitasa hatassal
van azok fejlédésre. Ot-hat embri6 egyiitt tenyésztése 25 pl-es oldatcseppben (4,2-5,0
ul/embrid) kedvezden befolyasolja az embriok mindségét. A csoportos tenyésztés
alkalmazasanak eredményeképpen tobb embrio allt rendelkezésre a fagyasztishoz. Az
ilyen embridk a fagyasztasaval és késobbi idopontban torténd beiiltetésével lehetdség van
a kumulalt terhességi arany novelésére anélkiil, hogy a petefészek ujabb hormonalis
alapjan megallapitottuk, hogy az osztddasi stadiumt embriok nagyobb eséllyel élik tal a
fagyasztva tarolast Rapid-I hordozoval végzett zart rendszeri vitrifikacid utan, szemben
a lassu programozott fagyasztassal, és atlagos sejtszamuk, valamint mindségiik is jobb.
Végezetil megvizsgaltuk, hogy az IVF kezelésekben szorvanyosan eléfordulod
ugynevezett Orids petesejtek felhasznalhatok-e a mindségbiztositds részeként ¢&s
megallapitottuk, hogy az ilyen petesejtek jelenléte nem utal a kezelés tobbi petesejtjének,
illetve az azokbdl fejldddé embriok mindségére, ahogyan a kezelés kimenetelére sem, igy

nem alkalmazhatok mindségi indikatorként.
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8. Summary

Current trends in the laboratory practice of in vitro fertilization treatments

Embryology laboratory methods have gone through serious evolution in the past decades.
Researches and developments involve all aspects of in vitro fertilization (I\VVF) treatments.
In our study, four important subfields were examined. Data of IVF cycles performed
between 2008. and 2015. at the Division of Assisted Reproduction, First Department of
Obstetrics and Gynecology, Semmelweis University were analyzed. Efficiency of
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and of conventional IVF was compared. We
found that advanced female age alone does not indicate the use of ICSI, which should
only be used in case of severe male factor infertility or previous fertilization failure with
conventional IVF. Embryo culture is also crucial in terms of treatment outcome. We can
conclude, that culture of human embryos in a microwell group culture dish results higher
fertilization rate after ICSI, and also has a positive effect on embryo development, as well
as on clinical pregnancy rate compared to individual culture. Embryo density (also
referred as embryo-to-volume ratio) was also studied, as it plays an important role when
culturing embryos in groups. We found, that culturing 5-6 embryos together in a volume
of 25 ul (4.2-5.0 ul/embryo) favorably affects embryo quality. Moreover, group culture
results more embryos suitable for cryopreservation. Freezing and transfer of these
embryos after thawing at a later date can increase cumulative pregnancy rate without the
need of expensive and risky hormonal stimulation of the ovary. We compared two
different freezing technics, and found that cleavage stage embryos have higher chance to
survive vitrification with the Rapid-I closed system, than conventional freezing. Mean
balstomere number and quality of these vitrified-warmed embryos are also higher.
Finally, as quality management is crucial in every laboratory, we examined the
opportunity to use giant oocytes as quality indicators. These oocytes have a significantly
increased cytoplasm volume, and present sporadically in IVF cycles. We conclude, that
the presence of giant eggs refers to neither the quality of sibling oocytes and developing
embryos, nor treatment outcome, thus cannot be included as an indicator in the quality

management system.
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10.A doktori értekezés alapjaul szolgalé sajat kozlemények jegyzéke

10.1.

10.2.

Az értekezés témajaban megjelent eredeti kozlemények

Lehner A, Kaszas Z, Murber A, Rigo J Jr, Urbancsek J, Fancsovits P. (2017)
Embryo density may affect embryo quality during in vitro culture in a microwell
group culture dish. Arch Gynecol Obstet, DOI: 10.1007/s00404-017-4403-z

IF: 2,090

Lehner A, Kaszas Z, Murber A, Rigo J Jr, Urbancsek J, Fancsovits P. (2015) Giant
oocytes in human in vitro fertilization treatments. Arch Gynecol Obstet, 292(3):
697-703.
IF: 1,680

Lehner A, Kaszas Z, Murber A, Rig6 J Jr, Urbancsek J, Fancsovits P. (2015) Az
embriok vitrifikacioja és hagyoméanyos mélyfagyasztasuk eredményességének
Osszehasonlitdsa in vitro fertilizacios kezelések soran. Magy Noorv L, 78(4): 210-

217

Lehner A, Kaszas Z, Murber A, Rig6 J Jr, Urbancsek J, Fancsovits P. (2015) Az
intracitoplazmatikus spermiuminjekcié (ICSI) és hagyomanyos in vitro
fertilizacios (IVF) kezelések eredményeinek Osszehasonlitdsa az ondominta
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prospective randomized clinical trial. Arch Gynecol Obstet, 291(5): 1173-1179.
IF: 1,364

116



DOI:10.14753/SE.2018.2116

= Fancsovits P, Lehner A, Murber A, Rig6 J Jr, Urbancsek J. (2013) Az ondémintak
mindségének megitélése a WHO-referenciaértékek valtozasanak tiikrében. Magy

Androl, 18(2): 29-34.

10.3. Tudomanyos kozlemények:

Kozlemények: 7 (IF: 5,383)
Nemzetkozi folydiratban: 3
Magyar nyelvii folyoiratban: 4
Idézhet6 absztraktok: 15
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11.Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék kdszonetet mondani mindazoknak, akik szerepet jatszottak abban, hogy
ez a doktori értekezés elkésziilhetett.

Haélasan koszondm dr. Rigo Janos Professzor Urnak a bizalmat, tamogatasat, ¢és
mindenekel6tt a lehetdséget, hogy az 1. szamu Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikan
dolgozhassak, illetve kutathassak.

Haéldsan koszondm dr. Fancsovits Péternek, témavezetomnek, az Embriologia
Laboratorium vezet6jének mindazt a bizalmat, emberi €s szakmai tamogatast, amelyet az
elmult években nyujtott, valamint a batoritast, amellyel atsegitett a nehézségeken, a
tirelmet, amellyel atolvasta és kijavitotta kézirataimat. Koszonok minden segitséget,
amelyet a tobb éves kutatomunkdhoz, és ezen doktori értekezés elkészitéséhez
megkaptam.

Haélasan koszondm dr. Urbancsek Janos Professzor Urnak, az Asszisztalt Reprodukcios
Osztaly vezetdjének a bizalmat, hogy — mint palyakezd embriologust — alkalmasnak
talalt arra, hogy az osztalyon dolgozhassak. Halaval tartozom tovabba mindazért a
tamogatasért, amelyet az évek sordn nytjtott.

Ko6szonettel tartozom Tothné Gilan Zsuzsanak, vezetd embriologiai szakasszisztensnek
mindazért a szakmai és emberi tAmogatasért, amelyet koz6s munkank soran, illetve azt
kovetden is nyujtott.

K6szonom tovabba az Asszisztalt Reprodukcids Osztaly valamennyi munkatarsanak, dr.
Murber Akos egyetemi adjunktusnak, dr. Arokszdlldsi Aniké szakorvosjeldltnek, Pl
Istvannénak, Acs Andrednak, Lengyel Annanak, Kaszas Zitanak, Pappné Rideg Juditnak,
valamint Magyaros Albertnének a kozos munkat, halas vagyok, hogy segitségiikre
barmikor szamithattam.

Nem lehet teljes a felsorolds azok nélkiil, akik korabbi tanulmanyaim sordn mellettem
alltak, hiszen az 6 segitségiik, tamogatasuk nélkiil e dolgozat bizonyosan nem johetett
volna létre.

Halaval tartozom Baranyai Jozsef biologusnak, a szombathelyi Bolyai Janos Gyakorlo
Altalanos Iskola és Gimnazium biologiatanaranak, akinek segitsége, szakmai ismerete, és
nem utolsé sorban pedagodgiai kvalitdsai nagyban hozzajarultak ahhoz, hogy

tanulméanyaimat természettudomanyi iranyban folytattam.

118



DOI:10.14753/SE.2018.2116

Koszonettel tartozom Kériné dr. Borsodi Andrea Docens Asszonynak, egyetemi
témavezetdmnek, aki nagyban hozzajarult tudoményos érdeklédésem kialakuldsédhoz.
Végezetiil — de egyaltalan nem utols6 sorban — halasan kdszonom sziileimnek mindazt a
tamogatast ¢és segitséget, amelyet azt elmult harminc évben nytjtottak.

Halaval tartozom feleségemnek a tamogatasaért és batoritasaért, illetve kitartasaért,

amellyel nagymértékben hozzajarult ahhoz, hogy dolgozatom elkésziilhessen.
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