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1. Bevezetés

Emberi petesejtek szervezeten kiviili megtermékenyitése (in vitro fertilisatio, IVF) és a
zygotdkbdl fejlédd praeembrydk beiiltetése az anyaméhbe (embryotransfer, ET) mér
tobb mint két évtizede lehetdséget ad a medddség bizonyos formdinak kezelésére [1].
Az asszisztdlt reprodukcidés moddszerek elmult években tapasztalt robbandsszeri
fejlddése egyre tobb meddd par szdmdra ad lehetdséget arra, hogy sajat gyermeke
legyen. Az elsO sikeres kezelések Ota jelentOs eldrelépés tortént az in vitro fertilisatios
technikdkban. A petefészek stimuldciés kezelések, valamint a petesejtnyerés
modszerének fejlodése kovetkeztében egyre tobb petesejt nyerhetd egy-egy kezelés
sordn. Az in vitro fertilisatiés technikdk fejlodésével a rendelkezésre 4ll6 petesejtek
egyre nagyobb részét sikeriilt megtermékenyitenii, egyre tobb beiiltetésre alkalmas
pracembry6t’ hozva ezzel létre. A petesejtek megtermékenyitése terén elsGsorban az
intracytoplasmaticus spermium injectio (ICSI) valamint a hereszdvetbdl torténd
spermiumnyerés bevezetésével mind sdlyosabb androldgiai eredetli medddségi
esetekben is lehet0ség nyilik az IVF-ET kezelésre. A pracembrydk tenyésztési
koriilményeinek javitdsiaval a megtermékenyiilt petesejtekbdl egyre tobb j6 mindségi,
igy nagyobb eséllyel terhességet eredményezd praeembryo johet létre. Korszeru
szemléletli embryotransfer stratégidk kialakitdsa, valamint eredményesebb ET technikdk
bevezetése tovabb fokozza az IVF-ET kezelések hatékonysagit.

Mindez az IVF-ET kezelések szdménak viladgszerte tapasztalhaté emelkedése mellett az
eredményesség fokozatos javuldsdhoz vezetett az elmult két évtizedben. Az Eurdpai
Human Reprodukciés és Embriologiai Térsasdg (European Society of Human
Reproduction and Embryology, ESHRE) éltal vezetett IVF adatbazis alapjan az 1997-
ben elvégzett, és az adatbazisba lejelentett 142 462 embryotransfer 26.3%-a vezetett
klinikai terhességhez [2]. Az ezt kovetd években mind a kezelések szama, mind pedig
azok eredményessége fokozatosan emelkedett, igy 2001-ben ugyanez az adatbédzis mér

189 401 embryotransferrdl szdmol be, amelyek 28.7%-a eredményezett terhességet [3].

! Megtermékenyiilt petesejt = zygota (a himivarsejt petesejtbe torténé behatoldsatél az elsd sejtosztéddsig
nevezziik igy a conceptust)
T Eléébrény = pracembryo (az elsé sejtosztéddstél a 14. napig tarté idszakban nevezziik igy a

conceptust)



Ugyanebben az évben a magyarorszagi [IVF kdozpontokban végzett 5140 embryotransfer

atlagosan 28,8%-a eredményezett terhességet.

1.1. Morphologiai vizsgalatok szerepe az IVF/ET kezelések soran

Az IVF/ET kezelések sordan az utébbi idoben megfigyelhetd fejlodés elsGsorban azt
eredményezte, hogy egyre tobb beiiltethetd praeembryo 4all rendelkezésiinkre az
embryotransfer el6tt. A jelenlegi hazai szabdlyozas alapjan 3, bizonyos esetekben 4
pracembrydt liltethetiink be egy-egy kezelés sordn. Szdmos eurdpai orszdgban azonban
a tobbes terhességek aranydnak csokkentése céljabol ma mar gyakran csak 2, esetleg 1
pracembryo iiltetheté be. Igy komoly kihivést jelent az embriolégusok szdmdra, hogy a
rendelkezésre all6 praecembrydk koziil milyen médon valasszak ki a legéletképesebbeket
az ET-hez.

A praeembrydk életképességének és bedgyazddasi esélyének megitélésére ma mar
szamos modszer all rendelkezésiinkre, amely alapulhat a pracembryo morphologiai,
molekuldris vagy cytogenetikai vizsgalatin, esetleg a tiiszéfolyadék, vagy a
pracembrydk kornyezetének szamité embryotenyésztd tapoldat biokémiai vizsgalatdn is.
Mindezen lehetdségek koziil azonban a klinikai gyakorlatban csak olyan mddszer
alkalmazhat6, amely nem invaziv, viszonylag gyorsan (néhany perc alatt) elvégezhetd,
nem csokkenti a pracembryck életképességét, objektiv és olcsé. Ugy tiinik, hogy a
jelenleg rendelkezésiinkre all6 mddszerek koziil leginkdbb a morphologiai vizsgalatok
felelnek meg a fenti kovetelményeknek, bar ezek a vizsgalatok nem minden esetben
tekinthetdk objektivnek.

A rendelkezésre all6 pracembryodk koziil a legtobb munkacsoport jelenleg kizardlag a
beiiltetés eldtt megfigyelt morphologiai sajitossdgok alapjan vélasztja ki azokat,
amelyek embryotransferre keriilnek. Szamos 1j ismeret azonban arra utal, hogy a
pracembryok hagyomdnyos birdlata mellett djabb tényezOket, a petesejt és a
megtermékenyliilt petesejt jellemzdit is célszeri figyelembe venni a beiiltetendd
pracembryodk kivélasztasdnal.

Ezen tulajdonsdgoknak ugyanis a legtijabb kutatdsi eredmények alapjdn egyre nagyobb
szerepilk lehet abban, hogy segitségiikkel a kordbbi birdlati mddszereknél
hatékonyabban meg lehessen itélni a megtermékenyiilt petesejtbdl fejlddé pracembryo

€letképességét, bedgyazddasi esélyét. Amennyiben a petesejt, a zygota €s az oszt6do



pracembryo komplex morphologiai birdlata alapjan sikeriil a leginkdbb életképes
pracembrydkat kivdlasztani az embryotransferhez, gy lehet6ség nyilik arra, hogy
tovabb noveljiik az in vitro fertilisatids kezelések eredményességét, valamint kevesebb,
de jobb mindségli pracembrydt beiiltetve csokkenthetjilk a jelentds anyai és magzati

kockézattal jaré tobbes terhességek aranyat is.
1.2. Petesejtek morphologiai vizsgalata

1.2.1. A cumulus oophorus vizsgalata a petesejtnyerést kovetben

Az IVF kezelések sordn a tiiszOpunkcid utjdn nyert petesejtek cumulus sejtekkel
koriilvéve (cumulus oophorus) taldlhaték a tiisz6folyadékban (1. dbra). A cumulus
sejtek érettsége hagyomanyosan tdmpontként szolgdl az embriolégusnak a petesejtek
érettségének megitélésében [4]. Megfeleld méretii, érett, ovulacid elott all6 tiiszObol
nyert petesejtek cumulus sejtjei éltaldban fellazultak, a petesejtet koriilvevd zona

pellucida koriil sugdrirdnyban rendezddtek.

1. dbra: Cumulus oophorus: a petesejt és az azt koriilvevd granulosa sejtek halmaza

Kevésbé expandilt, vagy a petesejtet szorosan koriilvevd, tomott cumulus sejtréteg a
petesejt kiilonbozo foku éretlenségére utal. Bar tobb kdzlemény is beszdmol arrdl, hogy
a cumulus sejtek érettsége és a petesejt nuclearis érettsége nem minden esetben egyezik
meg [5,6], az IVF kezeléseket végzd legtobb munkacsoport mégis ellendrzi a cumulus
sejtek érettségét. Ez azért alakult igy, mert sokdig ez volt az egyetlen olyan informécid,
amely alapjdn a petesejtek érettségére kovetkeztetni lehetett. A hagyomdanyos IVF

kezelések sordn ugyanis a petesejt az azt koriilvevé cumulus sejtektdl nem, vagy csak



alig lathat6 fénymikroszkép segitségével. Igy a tényleges nuclearis érettségre utal elsé
sarkitest jelenléte nem figyelhetd meg.

A mikromanipulaciés technikdk fejlodésével bevezetésre keriilt az intracytoplasmaticus
spermium injectio (ICSI) mddszere [7], elsésorban a silyos androlégiai eredetii
medddség kezelésére. Az eljards soran mikromanipuldtor segitségével egyetlen
spermiumot fecskendeziink a zona pellucidan keresztiil a petesejt cytoplasméjaba (2.
abra). Ehhez még a beavatkozds eldtt el kell tavolitani a zona pellucidat koriilvevo
cumulus sejteket (denudatio). Igy ldthatéva vélik a petesejt, ami lehetévé teszi a

részletes morphologiai vizsgalatot még a megtermékenyités elott.

2. dbra: Az intracytoplasmaticus spermium injectio (ICSI)

1.2.2. A petesejt morphologiaja €s érettsége

A megtermékenyitésre alkalmas, érett emberi petesejt (3. dbra) cytoplasmdja atlagosan
110-115 wm atméréjh. Kiviilrél plasmamembran (oolemma) boritja, amit egy 15-20 um
vastagsdgi glykoprotein burok, a zona pellucida vesz koriil. Az oolemma és a zona
pellucida kozott a folyadékkal telt perivitellindris tér (perivitelline space, PVS)
taldlhat6. Az oolemmdn beliill a petesejt cytoplasmdja (ooplasma), és corticalis
granulumok formdjaban mutatkozé sejtalkotdok (mitocondriumok, endoplasmaticus
reticulum, Golgi-apparatus) taldlhatok [8]. Az oolemma mellett, a perivitellinaris térben
helyezkedik el az elsd sarkitest, amelynek jelenléte a pracovulatoricus petesejt nuclearis

érettségére utal.



S0um

3. dbra: Normal morphologidju, érett (MII) petesejt

Tobb kutatocsoport is foglalkozott olyan — mikroszkdpos vizsgalattal egyszerlien
megitélhetd — petesejt tulajdonsdgok megfigyelésével, amelyek Osszefiiggésbe hozhatok
a petesejtbol fejlédd pracembryo mindségével.

Az elsédleges szempont a petesejt morphologiai vizsgdlata sordn a nuclearis érettség
megitélése. Az érett petesejt az ovuldcid (petesejtnyerés) idején meiotikus osztédasa
masodik foszakaszanak metafdzisdban (MII) van. Az IVF kezelések sordn nyert
petesejtek jelentds része MII dllapotban van, kisebb résziik (kb. 5-15%) azonban éretlen
petesejt. Azok a petesejtek, ahol sarkitest nem latszik, az 1. meiotikus osztédas
metafazisaban (MI, 4. dbra/l), vagy az 1. meiotikus osztédés profdzisdban (PI 4. dbra/Il)
vannak. Ez utébbi esetben, az ooplasmédban egy membrannal jol koriilhatarolt, vildgos
hélyagszeri sejtmag (germinalis vesiculum) lathat6. Akar hagyomadanyos in vitro
fertilisatiot, akar ICSI kezelést végziink, normél megtermékenyiilésre elsdsorban érett,
MII petesejtek esetén szamithatunk. MI petesejtek in vitro érlelést kovetden
megtermékenyithetok, de a termékenyiilési €s terhességi ardny ebben az esetben
elmarad az MII petesejtekétdl, igy az éretlen petesejteket €s az azokbdl 1étrejott
pracembryodkat az IVF kezelések sordn elsdsorban akkor érdemes felhasznalni, ha nem

all rendelkezésre elegendd MII petese;jt, illetve abbdl 1étrejott praeembryo [9,10].

10



4. abra: Eretlen petesejtek: I) az I. meiotikus fészakasz profazisaban 1évé (PI) peteseit,

II) az I. meiotikus fészakasz metafdzisaban (MI) 1év0 petesejt

A nucledris érési folyamattal parhuzamosan torténik a cytoplasma érése is. Ez a
folyamat magdba foglalja a zona pellucida kialakuldsit, a corticalis granulumok
felhalmozddasat, szdmos biokémiai €s sejtstruktdrat érintd valtozdst, amely alkalmassa
teszi a petesejtet a megtermékenyiilésre. Csak e két folyamat teljessé véldasat kdvetden
keriilhet sor a petesejt szabdlyos megtermékenyiilésére és a késObbi normalis
embryofejlédésre. Barmilyen zavar vagy aszinkronia a fenti folyamatokban kiilonb6z6
morphologiai anomadlidkat eredményezhet attél fiiggden, hogy a nucledris, vagy a
cytoplasmatikus maturdci6 zavara 1épett fel [11].

Szdmos — a petesejtek morphologidjanak megfigyelésére irdnyulé — tanulmany
eredményeit Osszegezve egyértelmilivé vilt, hogy az ,,idedlis” MII petesejt homogén,
enyhén szemcsézett cytoplasmaval, kis méretli perivitellindris térrel, szabdlyos alakd,
intakt sarkitesttel, és halvany zona pelluciddval rendelkezik [12,13,14], jollehet, a
petesejtek tobb mint felében legaldbb egy morphologiai eltérés figyelhetd meg a fenti,
idedlisnak tekintett petesejthez képest.

A petesejtek morphologiai anomdlidit cytoplasmatikus és extracytoplasmatikus

eltérésekre lehet osztani [11].
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1.2.3. A cytoplasma morphologiai elvaltozasai

Cytoplasmatikus anomdlidk ko6z€ soroljuk a cytoplasma kiillonbozé mértéki
szemcsézettségét, vacuolumok, vesiculdk, necrotikus teriiletek jelenlétét, és minden
egyéb, a cytoplasmédban megfigyelhetd rendellenességet.

Még az ICSI kezelések széleskori elterjedése eldtt leirtdk az IVF kezelések sordn nyert
petesejtek leggyakoribb morphologiai eltéréseit [4]. Ezek kozott szerepel a cytoplasma
kiilonboz6 mértékill szemcsézettsége.

Veeck (1991) irta le el0szor a cytoplasmaban megfigyelhet6 legalabb 10 um 4tmérdji,
erésen fénytord tulajdonsdgot mutatd, nagyrészt zsirszerli anyagot tartalmazd, sotét
szinli szemcsét, amelyet fénytord szemcsének (refractile body) nevezett [4].

Masik, jellegzetes morphologiai elvdltozds, a tobbnyire a cytoplasma k6zépso részén
megjelend, sotét szinll, kriterszerli szemcsézettség [15], amely kiilonb6z6 mértékben
ugyan, de a petesejtek tobb mint 60%-aban megfigyelheto.

A cytoplasma szintén jellegzetes morphologiai elvaltozdsa a vacuolumok megjelenése.
Szamuk és méretiik véltozé lehet, kialakuldsukra nemcsak a petesejt képzOddése sordan
lehet szdmitani, hanem a megtermékenyiilés vagy a pracembryo késObbi osztddasa
soran is létrejohetnek. Ezek a membrannal hatdrolt cytoplasma képletek folyadékot
tartalmaznak, amely — Osszetételét tekintve — azonosnak bizonyult a perivitellindris teret
kitoltd folyadékkal [16]. Keletkezésiiket illetéen tobb elmélet is 1étezik. Feltehetéen
spontdn jonnek létre a cytoplasmaban [16], de az is elképzelhetd, hogy a sima felszinii
endoplasmaticus reticulumbdl, vagy a Golgi apparatusbdl eldzetesen kialakult vesiculdk
fuzidja sordn alakulnak ki [17].

Otsuki és munkatdrsai [18] az ICSI kezelést megeldzden vizsgélt érett petesejtek kozel
10%-4aban figyeltek meg egy pronucleus méretli, opdlosan Adttetsz6, de a
folyadéktartalmi vacuolumoktél jol megkiilonboztethetd, zsdkocskaszerli képletet
(sacculus), amely sima felszinli endoplasmaticus reticulum (sER) felhalmozddéasanak
eredményeként jott 1étre [16,19].

A fenti petesejt elvéltozdsoknak a megtermékenyiilésre és a pracembryo késObbi
fejlddésére gyakorolt hatdsardl tobb tanulmdny is sziiletett. Szdmos faktort vizsgalva az
eredmények mdig sem egyértelmiiek. Nagyobb esetszammal végzett vizsgalatok, [12,
20] melyek tobb kisebb anomaliat (cytoplasma sotét szine; a zona pellucida sotét szine;

normdlisndl nagyobb perivitellindris tér; szemcsék, granulumok, vacuolumok a
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cytoplasmdban) vetettek Ossze az idedlisnak tartott petesejttel, sem taldltak semmilyen
kiillonbséget a normdl és rendellenes petesejtek kozott a megtermékenyiilési ardnyban
vagy a praecembryok mindségégében, valamint a terhességi és bedgyazddasi ardnyban.
Mindez arra utal, hogy egy-egy cytoplasma elvéltozds onmagaban nem befolydsolja
jelentdsen a petesejtek megtermékenyiilését é€s a praeembrydk késobbi fejlodését
[12,15]. A tanulmdnyok ugyanakkor arra is felhivjdk a figyelmet, hogy a petesejtek 25-
30%-éban két, vagy tobb rendellenesség egyszerre fordul eld. [12,20,21]. Mds szerzok
ezzel szemben azt Adllapitottdk meg, hogy bizonyos cytoplasma rendellenességek
jelenléte kedvezdtleniil befolydsolhatja a petesejtek megtermékenyiilési aranyét vagy a
pracembrydk mindségét [4,13,22].

Petesejtek cytoplasmaticus anomadlidit vizsgdlva Sheral és munkatarsai [23] hasonld
megtermékenyiilési- és osztdddsi aranyt, valamint pracembryo mindséget taldltak a
normdl és rendellenes petesejtek csoportjdban. Azokndl a betegeknél azonban, akiknél
kizarélag rendellenes petesejtekbdl fejlodd pracembrydk élltak rendelkezésre a
beiiltetéshez, Iényegesen alacsonyabb terhességi ardanyt figyeltek meg, mint azoknal,
akik esetében normdl morphologidju petesejtekbdl fejlodé praeembryokat iiltettek be
(3% vs. 24%, ET-re vonatkoztatva). A drasztikusan csokkent terhességi aranyt ebben a
tanulmdnyban a cytoplasma jelent0s granulaltsiganak, valamint kiilonbdz6
cytoplasmaticus képleteknek (vacuolumok, fénytoré szemcsék, a sima felszinii
endoplasmaticus reticulumbdl képzddott nagyobb tomlo) tulajdonitottdk. Mas szerzok a
granuldlt cytoplasma jelenlétét vizsgdlva megallapitottdk, hogy az nem befolydsolja
hatranyosan sem a megtermékenyiilési ardnyt, sem a praeembryok mindségét vagy a
terhességi ardnyt [15]. A bedgyazddasi ardny és a “kihordott terhességek” ardnya
azonban alacsonyabb volt azokban az esetekben, ahol ezekbdl a granuldlt cytoplasmaju
petesejtekbdl fejlodo praeembryokat iiltették be.

A cytoplasma szemcsézettség egymdsnak ellentmondd eredményeivel szemben a
kiilonbozo tipusi vacuolumok vizsgalataval viszonylag kevés tanulmany foglalkozik.
Ez utébbiak eredményei azonban egységesek abban, hogy ezek a cytoplasma
elvaltozasok jelentdsen befolydsolhatjdk a petesejtek megtermékenyiilésének esélyét.
Mir a hagyomanyos IVF kezelések sordn végzett morphologiai vizsgalatok alapjan is
kimutattdk, hogy a kisebb méretli (<5 um) vacuolumoknak feltehetden nincs jelentOs

hatdsuk a megtermékenyiilésre, mig a nagyobb vacuolumok jelenléte csokkentette a
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megtermékenyiilés esélyét [4, 24]. Ezt a megfigyelést az ICSI kezelések sordn végzett
vizsgalatok a kiilonb6z0 méretli vacuolumok esetében megerdsitették [24], mig mds
tanulmanyok felhivjdk a figyelmet a zsdkocskaszeri sER felhalmozdédasok
megtermékenyiilésre gyakorolt kedvezdtlen hatdsara [18].

Az utébbi években lehetdség nyilt arra is, hogy az ICSI kezelést megel6zden
megvizsgaljuk a meiotikus orsé dllapotét a cytoplasméban [25]. Az eddigi eredmények
arra utalnak, hogy a meiotikus orsé morphologiai elvaltozdsai szintén a petesejt, illetve
az abbdl fejlédd praeembryo életképességének csokkenéséhez vezetnek [26, 27].

A cytoplasma rendellenességekkel kapcsolatos eredmények szdmos ponton
ellentmondanak egymdsnak, ami feltehetden azzal magyardzhatd, hogy a vizsgélt
morphologiai jegyek (cytoplasma granuldltsaga; kiilonb6z6 cytoplasmaticus képletek és
szemcsék jellemzOi) nehezen definidlhatdk, elbirdlasuk meglehetdsen szubjektiv.
Ugyanakkor tobb kozleményben ezek a nagy valtozatossigot mutaté anomdlidk
cytoplasma ,,beékelddés” (cytoplasmic inclusions) néven szerepelnek anélkiil, hogy a
szerzOk pontosan meghatdrozndk, hogy milyen elvéltozdsokat soroltak ebbe a

kategoéridba, igy a kiilonb6z6 munkacsoportok eredményei nehezen hasonlithatok ossze.

1.2.4. Extracytoplasmatikus morphologiai elvaltozdsok a petesejtben

Az extracytoplasmatikus morphologiai elvaltozasok megfigyelései kiterjedtek az elsé
sarkitest morphologidjara, a petesejt alakjara, a perivitellinaris tér és a zona pellucida
rendellenességeire is, amelyek szintén szerepet jatszhatnak a normél megtermékenyiilés
€s embryofejlodés alakuldsiaban.

Az érett, MII petesejtek 1. sarkitestének vizsgélata jelentds szerepet kapott a petesejtek
morphologiai birdlatdban. Sikertelen IVF kezelések adatainak elemzése kapcsan
ramutattak, hogy az 1. sarkitest leflizodésének elmaraddsa, vagy rendellenes kialakulasa
a megtermékenyiilés teljes elmaradasat eredményezheti [28]. Ezen esetek hatterében az
allhat, hogy a petefészek stimulacié hatdsara a petesejtek egy részénél normalistol eltérd
nuclearis érési folyamatok zajlanak, vagyis a petesejt nuclearis és cytoplasmaticus érése
egyméashoz képest eltolddik, ami pedig a megtermékenyiilés esélyének csokkenéséhez
vezet. A jelenség egyiitt jar az 1. sarkitest degenerdléddsdaval, valamint gyakran a
perivitellindris tér megnagyobbodésaval. Mindezek alapjan Xia 1997-ben olyan petesejt

birdlati rendszert dolgozott ki, amely az 1. sarkitest morphologidjat (intakt vagy
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fragmentalt), a perivitellindris tér nagysagat és a cytoplasma rendellenességek jelenlétét
vette figyelembe [13]. A hdarom vizsgdlt faktor mindegyike hatdssal van a
megtermékenyiilési ardnyra €és a pracembrydk mindségére. Az altala kidolgozott birdlati
rendszer szerint a nuclearis és cytoplasmaticus érettség leginkdbb azon petesejtek
esetében van szinkronban egymadssal, ahol normdl méreti perivitellindris tér és intakt
sarkitest figyelhetd meg. Az ebbe a csoportba tartozé és egyéb cytoplasmaticus
rendellenességeket nem mutatd petesejtek kozel 85%-a, mig a fragmentélt sarkitesttel,
nagy perivitellindris térrel és cytoplasma rendellenességekkel rendelkezd petesejteknek
minddssze 60%-a termékenyiilt meg. Ugyanakkor azokban az esetekben, amikor
éretlen, az oolemmadra sapkaszertien rdborul6 sarkitestet figyeltek meg, a petesejteknek
csak 25%-a termékenyiilt meg, de azok sem jutottak til a 2 sejtes fejlodési allapoton.
Az Ebner és munkatérsai dltal 1999-ben kidolgozott birdlati rendszer [29] az el6bbitdl
annyiban tér el, hogy csak az 1. sarkitest morphologidjat veszi figyelembe.
Optimalisnak tekinti a kerek vagy ovdlis, normdl méretii, sima felszinli sarkitestet. A
sarkitest egyenetlen felszine, fragmentéltsiga vagy a normdlndl nagyobb mérete (ez
utobbi tobbnyire a szokdsosndl nagyobb perivitellindris térrel jar egyiitt)
rendellenességnek szamit. Az ET sordn a 4 fokozatu sarkitest birdlati rendszer alapjan
legjobbnak tekintett petesejtekbdl fejlddd praeembrydkat beiiltetve szignifikdnsan
nagyobb terhességi aranyt értek el, mint a hagyomdnyos, pracembryo mindség alapjan
torténd szelekcidval (44% vs. 31%). Ugyanakkor olyan kozlemények is napvildgot
lattak, amelyekben nem tapasztaltak szignifikdns Osszefiiggést az 1. sarkitest
morphologidja és a megtermékenyiilési ardny, a pracembryok mindsége, vagy a
terhességi és bedgyazddasi ardny kozott [30,31].

A megnovekedett perivitellindris tér szintén a petesejt cytoplasmatikus érési
folyamatainak rendellenességére utalhat. Xia kordbban mar emlitett tanulmanya [13]
igazolta, hogy a normalisndl nagyobb perivitellindris tér —a sarkitest morphologidjatol
fiiggetleniil- alacsonyabb megtermékenyiilési ardnyt és gyengébb praecembryo
mindséget eredményez, bar ezzel ellentétes megfigyelésrdl is olvashatunk beszamolot
[20]. Ugyanakkor az érett, MII petesejtek 34%-aban irtak le a perivitellindris térben
eléforduld kisebb-nagyobb méretli szemcséket [32]. Ezek el6forduldsa 0sszefiigg ugyan
a petefészek stimuldcié sordn alkalmazott nagyobb mennyiségii humédn menopausal

gonadotrophin (HMG) alkalmazédsaval, azonban a jelenség nem befolydsolja sem a
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petesejtek megtermékenyiilésének esélyét, sem pedig a pracembrydk mindségét vagy a
terhességi aranyt.

A zona pellucida szdmos rendellenessége is megfigyelhetd az ICSI kezelések soran.
Ezek jelenthetik annak normalistdl eltérd szinét, vastagsagat vagy szabdlytalan alakjat
[8]. Az elvéltozdsok tobbsége az ICSI kezelés alkalmazdsa sordn nincs hatdssal a
megtermékenyiilési ardnyra, sot, teljesen abnormalis alaku zona pelluciddval rendelkezd

pracembryok beiiltetése is eredményezett mar terhességet [33].

1.3. Megtermékenyiilt petesejtek morphologiai vizsgalata

Az IVF kezelés céljabdl nyert petesejtek a petesejtnyerést kovetden altaldban 4-8 6ra
mulva keriilnek megtermékenyitésre. Hagyomanyos IVF kezelés esetén a petesejteket a
koriilottiik 1évé cumulus oophorussal egyiitt, a megfelelden elokészitett spermiumokkal,
tobbnyire 16-18 6ran keresztiil inkubdljuk. A megtermékenyiilés pontos idejét ebben az
esetben nem tudjuk. Ugyanakkor a rovid, 1 o6rds inkubéciés id6 alkalmazdsa is
megfeleld megtermékenyiilési aranyt eredményezhet, ami arra utal, hogy hagyomanyos
IVF kezelés esetén a megtermékenyiilés a himivarsejtek petesejtekhez torténd
hozzdadésat kovetden, rovid idon beliil megtorténik [34,35]. ICSI kezelés esetén viszont
pontosan ismerjiikk a spermium penetratio idépontjat, ami lehetdséget ad a pracembryo

fejlodés iddbeli lefolydsanak pontos megfigyelésére.

1.3.1. A petesejt megtermékenyiilése

Emberi petesejtek megtermékenyiilésének folyamatat szdmos Osszefoglalé tanulmény
elemzi [36,37,38]. A természetes folyamat sordn a spermium behatol a cumulus
oophorus sejtjei kozé. Ebben az idOpontban a petesejt az ovuldciét (vagy a
petesejtnyerést) kovetden MII dllapotban van, a spermium pedig tobbnyire tdl van a
capacitatio folyamatan. Ezt kovetden a spermium megtapad a zona pellucidan. Lezajlik
az acrosoma reakcio, amelynek sordn enzimatikus hatdsok eredményeként a spermium
feje athatol a zona pellucidin, majd a perivitellindris téren, és Osszeolvad az
oolemmdval. A spermium fejének behatoldsa a petesejt aktivalédasat valtja ki,
amelynek szamos, j6l megfigyelhetd morphologiai jele van. A petesejt cytoplasmdjaban

1évd corticalis granulumok olyan enzimeket juttatnak a perivitellindris térbe, amelyek
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megvéltoztatjadk a zona pellucida jellemzdit, igy megakadalyozzdk tovabbi spermiumok

penetraciojét.

1.3.2. A megtermékenyiilt peteseijt elso sejtciklusa

A spermium behatoldsdval kezdetét veszi a petesejt elsO sejtciklusa (5. dbra), amely
atlagosan 20-22 6rdn 4t tart, bar jelentds kiillonbségek lehetnek a zygotdk kozott
[38,39,40,41,42].

| | | | | | | | | | |
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

A megtermékenyités 6ta eltelt id6 (ora)

5. dbra: A sejtciklus fazisai

(G1, S, G2, M: A sejtciklus fazisai)

A G fazis a spermium behatoldsat kovetden 2-3 draval veszi kezdetét és atlagos hossza
kb. 5-6 6ra [39]. Ebben a szakaszban befejez0dik a petesejt meiotikus osztodasi
folyamata, és a petesejtbdl kivalik a 2. sarkitest.

Ezt koveti az S fazis, amely 8-14 6rdval a spermium behatoldsa utdn kezdddik és dtlagos
hossza 4-5 ora. Ebben a szakaszban zajlik a DNS szintézis, és a petesejt kromatin
allomanyabol kialakul az anyai eldmag (pronucleus, PN). A spermium maganyaga a
petesejtben szintén jelentds 4dtalakuldson megy keresztiil, melynek végén az apai
pronucleus jon létre. A két eldmag éltaldban egymadstdl tdvol alakul ki, majd a petesejt

kozépsd részén, a majdani elsé sejtosztodds tengelyében egymds mellé rendezddik.
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Meéretiik és alakjuk emberi petesejtben altaldban megegyezik, igy az apai és anyai
eldmagok kozott specidlis festési eljards nélkiil nem lehet kiilonbséget tenni. A
pronucleusokban magvacskdk (nucleolus) vdalnak lathatévd. Eleinte tobb apré
magvacska van jelen, majd egymadssal Osszeolvadva néhdny nagyobb nucleolust
alkotnak, amelyek a pronucleusok tengelyében egymés mellé rendezddnek [43].

Az S féazis utdn a G, fazis kovetkezik, amely legkordbban 12-14 6raval a
megtermékenyiilés utdn kezdddik, és atlagosan 5-6 6ran at tart. Ebben az idészakban a
cytoplasma centrélis részében elhelyezkedd pronucleusokban mar nem figyelhetd meg
DNS szintézis.

Az els6 sejtciklus M fazisa az eldmaghartydk lebomldsdval (pronuclear breakdown,
PNBD) veszi kezdetét, és az elsd osztddds befejezéséig tart. Ez a szakasz a spermium
behatoldsa utdn legkordbban 17-22 éraval kezdddik, és a kiillonbozé zygotdk esetében
viszonylag dllando, 3-4 6ran at tart. Ez i1d9 alatt a him és n6i eldmagok magmembrénja
feloldodik, és az immdr szabad kromoszomdk a cytoplasma centralis részén
osszekeverednek (syngamia), majd a zygota kettéosztodik [44,45].

Mivel a sejtciklus egyes szakaszainak a hossza, az M fazis kivételével, petesejtenként
valtozo6 lehet, a pronucleusok eltlinése a leggyorsabban fejlodé zygotak esetében 18-20
ordval, mig a lassabban fejlodo zygotdk esetében akdr 30-31 6raval a megtermékenyités
utdn kovetkezhet be [40,44,45,46]. Ennek megfeleléen az M féazis végét jelzd elso
sejtosztédds a megtermékenyitést kovetd 20 és 33 Gra kozott kovetkezhet be. Igy a
zygotéak fejlodése kozti iddbeli eltérés a pronucleus eltiinés vagy az elsO sejtosztodas
tekintetében akar 12 6ra is lehet (6. abra).

Normdl megtermékenyiilés sordn tehdt két pronucleus alakul ki, amelyek emberi
petesejtek esetében fénymikroszkdppal jol lathatok. A megtermékenyiilés ellendrzését
az in vitro fertilisatio vagy spermium microinjectio kezdetétdl szamitott 16-20 6ra
mulva végezziik el. Ez az az iddszak ugyanis, amikor a leglassabban fejlodd zygotdkban
is kialakult mar a két pronucleus, ugyanakkor a gyorsabban fejlédd zygotikban sem

kezddédott még el a pronucleusok eltiinésével jaré M fazis (6. dbra).
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A megtermékenyiilés 6ta eltelt id6 (6ra)

6. dbra: Lassu és gyors fejlodésti zygotdk sejtciklusanak dsszehasonlitdsa

(PN = pronucleus, PB = sarkitest (polar body), 1C, 2C = a pracembryo 1 és 2 sejtes

rrrrr

1.3.3. A megtermékenyiilés elbiralasa

Mig a megtermékenyités eldtt 4116 petesejt morphologiai vizsgdlatara csak ICSI kezelés
esetén keriilhet sor, a megtermékenyiilés elbirdldsiara és a zygota morphologiai
vizsgdlatdira mind a hagyomdnyos IVF, mind pedig az ICSI kezelés utjan
megtermékenyitett petesejtek esetén egyarant lehetdségiink van.

Elsdsorban a normélisan megtermékenyiilt, 2 eldémagot tartalmazd zygotdkbol (7. abra)
fejlodo praeembryodkat tekintjiik a késObbiekben beiiltetésre alkalmasnak. Amennyiben
a petesejtben pronucleus sem a fenti iddpontban, sem néhédny 6rdval késébb nem lathaté
(OPN), a petesejtet meg nem termékenyiiltnek tekintjiik.

Rendellenes megtermékenyiilésnek tekintjiikk, ha a petesejtben 3 vagy anndl tobb
pronucleus lathato (8. abra/Il). Ez a jelenség mind hagyoményos IVF, mind pedig ICSI
kezelés esetén el6fordul, sajit tapasztalatunk szerint ~4%-os gyakorisdggal. A 3
pronucleust tartalmazé zygotdk az esetek tobbségében triploidok, igy az azokbdl fejlddo

pracembryok beiiltetésre nem alkalmasak.



7. dbra: Normadlisan megtermékenyiilt, 2 eldmagot tartalmazé zygota

Mivel a rendellenesen megtermékenyiilt petesejtek a késébbiekben szabdlyos osztddast
€s normdl morphologiai képet mutathatnak, azok a normélis médon megtermékenyiilt
zygotdktol csak pronucleus dllapotban kiilonithetdk el. Ezért rendkiviil nagy jelentdsége
van az IVF-ET kezelések sordn a megfeleld idoben elvégzett pronucleus birdlatnak. A
hagyomanyos IVF kezeléseknél a kettonél tobb PN kialakuldsdnak leggyakoribb oka az,
hogy egy petesejtet két (esetleg tobb) himivarsejt termékenyit meg. Az a tény azonban,
hogy ICSI kezelés utan is, amikor mindenképpen csak egy spermium keriil a petesejtbe,
létrejonnek 3PN-es zygotdk, arra utal, hogy mds oka is lehet a rendellenes
megtermékenyiilésnek. Ezen zygotak molekuldris genetikai vizsgalata rdmutatott, hogy
ICSI kezelést kovetden a 3PN kialakuldsa ellenére az esetek 36%-dban diploid
kromoszémakészletet taldltak [47]. A rendellenesség egyik magyardzata, hogy az ICSI
kezelés sordn a petesejt huizoéfonalai sériilnek, és ennek eredményeképpen az anyai
kromoszomak két kiilondllé eldmagba rendez6dnek a masodik sarkitest kivaldsa utdn
[47,48]. A 3 pronucleus kialakuldsdnak oka azonban az esetek dontd tobbségében a
masodik sarkitest kivdldsdnak elmaraddsa [47]. A fenti jelenségeken kiviil eléfordulnak
csak 1 pronucleust tartalmazé zygotdk is (8. dbra/l). Ezek cytogenetikai vizsgdlata
kimutatta, hogy kozel 50%-ban haploidok, ami a petesejtek parthenogeneticus
aktivalodésdara utal [38]. A tobbi 1 PN-es zygota azonban diploid kromoszémakészletet
hordoz. Ezen beliil a hagyomédnyos IVF sordn megtermékenyiilt petesejtek 73%-a, mig
ICSI kezelést kovetden csak 37%-a diploid [49]. Ezekben a diploid zygotdkban a

pronucleusok aszinkron fejlodése eredményezi az 1 PN-t, és gyakran egy madsodik
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pronucleus is megjelenik néhany 6rdval késobb. Ritkdn ugyan, de az is el6fordulhat,
hogy az apai és anyai pronucleusok Osszeolvaddsa eredményezi azt, hogy csak 1

pronucleust latunk a megtermékenyiilés elbirdlasakor [38].

.

8. dbra: Kérosan megtermékenyiilt petesejtek. I) 1 eldmagot tartalmazé zygota; II) 3

eldmagot tartalmazé zygota

A pronucleusok szamdnak meghatdrozasa azonban csak arra vonatkozdan ad
informécidt, hogy az adott zygotdbdl fejlédd praeembryo beiiltetheté-e vagy sem.
Amennyiben lehetséges, normdlisan megtermékenyiilt, 2 pronucleust tartalmazé
zygotdkbdl valasztunk az ET-hez. Amennyiben nincs elegendd 2 PN-es zygotdbdl
fejlddd praeembryo, ugy a hagyomédnyos IVF kezeléssel megtermékenyitett, 1 PN-es
zygotabol fejléddé praeembryo is beiiltethetd [8], és eredményezhet normadl terhességet,
valamint egészséges Ujsziilottet [50]. A 2-nél tobb pronucleust tartalmazd zygotdk,
valamint az ICSI kezelés eredményeként létrejott 1 PN-es zygotdk azonban a
kromoszoma rendellenességek megnovekedett esélye miatt semmiképpen sem
haszndlhat6k fel az embryotransferhez. Szintén nem iiltethetdk be azon praeembryodk,
amelyekben a megtermékenyiilés elbirdldsa sordn pronucleus nem volt 14that6, azonban
a késobbiekben normdl osztédast mutattak, hiszen ezeknél a pronucleusok szdmat nem

ismerjiik.
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1.3.4. A pronucleusok morphologiai vizsgilata

A pronucleusok szamanak meghatarozasa mellett szimos egyéb morphologiai jellemzd
is megfigyelhetd a zygotdkban, amelyek a pracembryo életképességére, beiiltetés utani
megtapadasdnak esélyeire is utal. Az utébbi években tobb munkacsoport is foglalkozott
a pronucleusok jellemzdinek (méretiik, elhelyezkedésiik, valamint a benniik 1évo
nucleolusok elhelyezkedése), és a pracembryo késébbi fejlodésének dsszefiiggéseivel. A
vizsgalatok alapjan két, egymdstol fiiggetlen, alapelveiben azonban megegyezd
pronucleus birdlati rendszert dolgoztak ki. Tesarik és Greco [51] birdlati rendszere (9.

abra) a pronucleusokban elhelyezkedd magvacskak szamat, eloszlasat veszi figyelembe.

9. dbra: Megtermékenyiilt petesejtek morphologiai birdlata az eldmagokban talalhat6

magvacskdk eloszlisa alapjan (Tesarik és Greco alapjin [51])

Normalisan megtermékenyiilt és normadlisan fejlodé zygota esetében ugyanis a két
pronucleusban egymadssal szinkron zajlanak a folyamatok. Mindkét elémagban kozel
azonos szadmu magvacska taldlhat6, amelyek eleinte egyenletesen eloszlanak a
pronucleusokon beliil (9. dbra, 0/A), majd nagyobb nucleolusokkd Osszeolvadva az

eldmagok taldlkozasi sikjaban rendezdnek el (7. dbra; 9. dbra, 0/B). Igy normal
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zygotéanak tekinthetd, ha 12-20 6rdval a megtermékenyités utdn, mindkét pronucleusban
sok (>7) apr6 magvacska szétszortan taldlhatd, vagy ha kevés (3-7), nagyobb méretii
magvacska polarizdltan helyezkedik el.

Az ettdl eltérd, elsOsorban aszinkron fejlodés a két pronucleus kozott (a magvacskak
polarizalt és nem polarizélt elrendez6dése, valamint jelentOs eltérés a két eldmagban
1évé magvacskdk szdma, vagy mérete tekintetében), a meiotikus o0sztodés
rendellenességére, esetleg kromoszoma rendellenességre utal, igy az ezekbdl fejlodod
pracembryok életképessége elmarad azokétdl, ahol az anyai €s apai pronucleus fejlédése
szinkronban van. Azok a praeembrydk, amelyek “normdl” mageloszldsi zygotakbol
fejlddnek, nagyobb ardnyban alakulnak morphologidjuk alapjan j6 mindségli
pracembryokka [52], valamint nagyobb eséllyel eredményeznek terhességet, mint azok,
amelyek pronucleusa aszinkron jelenséget mutat [51,53].

Az eldbbihez hasonlé zygota birdlati rendszert dolgozott ki Scott és munkacsoportja,
amely a nucleolusok méretének €s eloszlasdnak megfigyelése mellett figyelembe veszi a
pronucleusok azonos vagy eltéré méretét, egymds mellé rendezddott, vagy egymastol
tavoli elhelyezkedését is [54,55]. Ez a birdlati rendszer a nucleolusok elrendezddése
alapjan kiilonbséget tesz gyorsabban és lassabban fejlodd zygotdk kozt (0/A és 0/B
kategoria, 9. dbra), feltételezve, hogy a gyorsabb zygotdk jobb mindségli petesejtet €s
életképesebb pracembrydt jeleznek. A Scott-féle birdlati rendszert alkalmazva nagyobb
terhességi és bedgyazddasi ardnyt sikeriilt elérni, mint amikor csak a beiiltetés eldtti
pracembryok morphologidjat vették figyelembe [55,56].

A megtermékenyiilt petesejt morphologiai vizsgédlata sordn megfigyelték, hogy a
masodik sarkitest gyakran nem az els mellett, hanem att6l bizonyos tdvolsagra jelenik
meg [57]. A jelenség alapjan feltételezhetd a cytoplasma forgdsa a megtermékenyiilés
sordan. A sarkitestek elhelyezkedése a zygotidban a pronucleusok dltal létrehozott
tengelyhez viszonyitva {rhatd le a legegyszeriibben. Garello és munkatarsainak
megfigyelése szerint a tengely és az attdl tdvolabb es® sarkitest altal bezart szog
novekedése a praecembryo morphologiai mindségének csokkenésével jar egyiitt [58]. A
két sarkitest tdvolsdga azonban nem hozhat6 0sszefiiggésbe a praeembryo mindségével.
A petesejt polaritds vizsgdlatit azonban néhdny technikai probléma neheziti. A
hagyomanyos IVF kezelés sordn ugyanis a cumulus sejtek eltdvolitdsaval olyan

mechanikai hatdsok érhetik a zygotat, amelyek a sarkitestek helyzetét megvaltoztatjak.
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Masrészt a pronucleus-tengely €s a sarkitestek dltal bezart szog csak akkor vizsgdlhaté
pontosan, ha a mikroszkép alatt a két sarkitest és a két pronucleus egy sikban van, ami
csak a petesejt hosszas és koriilményes forgatasaval érheto el.

A megtermékenyiilt petesejtek egy részében a cytoplasma kiilsd részén egy attetszo
gylrii lathat6 (7. dbra). A jelenség magyardzata, hogy a megtermékenyiilést kovetden a
cytoplasmdban 1évé mitocondriumok a perifériar6l a kozépen elhelyezkedd
pronucleusok kozelébe vandorolnak, igy biztositva energidt a legnagyobb aktivitast
mutatd sejtalkotéknak. A jelens€g nem minden zygotdban figyelheté meg, de ahol
el6fordul, ott a késobbi fejlddés sordn nagyobb életképességgel és jobb bedgyazddasi
eséllyel jar egyiitt, igy fontos informdcié lehet a beiiltetésre keriild praeembrydk

kivalasztasahoz [42,54].

1.4. Az elso6 sejtciklus idozitésének megfigyelése az IVF/ET kezelések soran

A praeembrydk elsd sejtosztédasanak a megtermékenyitéshez viszonyitott idépontja és
a késObbi pracembryo mindség kozti Osszefiiggéseket eldszor egér [59] és szarvasmarha
[60] kisérletekben irtdk le. Emberi praeembrydkon végzett megfigyelések szerint az elso
sejtciklus befejezddése gyorsan és lassan fejlodd zygotdk esetében akar 12 o6ra
kiilonbséget is mutathat (6. dbra). Mindezek alapjan eldszor Shoukir és munkatarsai
szamoltak be arrdl, hogy azok a hagyoményos IVF utjan 1étrejott zygotak, amelyek a
megtermékenyitést kovetd 25. o6rdig tdljutottak az elsd sejtosztéddson, nagyobb
életképességgel rendelkeztek, mint azok, amelyeknél csak késobb zajlott le az elsd
sejtosztodds  [61]. A jelenséget korai osztoddsnak (early cleavage) nevezték el, és a
megfigyelést késobb ugyanez a munkacsoport ICSI ttjan megtermékenyitett petesejtek
esetében is igazolta [62]. Azdta tobb kozlemény is egyOntetiien aldtdmasztotta a korai
0szt6das €s a jobb praeembryo mindség, illetve nagyobb terhességi arany Osszefiiggéseit
[63,64,65,66,67].

A korai osztédds vizsgdlatat a legtobb szerzé a megtermékenyitést kovetd 24-29 6ra
kozott végezte [46,61,64,66]. Lundin és munkatarsai [68] ICSI kezelések soran nagyobb
aranyban taléltak korai 0szt6d6 praeembrydkat, mint hagyoméanyos IVF kezelés esetén.
Ez alapjan felmeriilt a kérdés, hogy nem kell-e a hagyoméanyos IVF megtermékenyités

esetén néhany ordval késobb vizsgélni a korai osztédast, mint az ICSI kezelések soran.
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Ezeket a megfigyeléseket a megtermékenyités modjénak a korai osztdddsra gyakorolt
hatdsdval kapcsolatban azonban mds szerz6k nem erdsitették meg [64,69].

Miutén a korai osztdédassal foglalkozé valamennyi kozlemény aldtdmasztotta, hogy a
gyorsabban fejlodd zygotdkbdl jobb mindségli pracembrydk jonnek létre, és azokat
beiiltetve nagyobb terhességi és bedgyazddasi ardny érhetd el, valamennyi szerzd
javasolja a korai osztddds vizsgalatanak eredményét — mint kiegészitd szelekcids faktort

— a beiiltetésre keriilo pracembryok kivélasztasanal figyelembe venni.

1.5. Az 0szt6d6 praeembryo morphologiai vizsgalata

1.5.1. A praeembryok fejlodése az elsé osztddastdl a blastocysta allapotig

A megtermékenyitést kovetd 20-27 ora kozott altaldban lezajlik a praeembryo elso
sejtosztoddsa (10. abra/l), amit 12-24 6ran beliil djabb sejtosztédds kovet, igy a
megtermékenyitést kovetd 2. napon 4- (10. abra/Il), majd a harmadik napon 8 sejt koriili
(10. abra/IIl) fejlodési allapotba keriil a pracembryo. A megtermékenyitést kovetd 4-6.
napig tovabbtenyésztve szedercsira (morula), majd hdlyagcsira (blastocysta) dllapot
alakul ki. 12-16 sejtes éllapotban a praeembryo compactdlédik, azaz sejtjei szoros
sejtkapcsolatokkal (tight junction) egymdshoz tapadnak, a sejthatarok eltlinnek, és az
egymastol fiiggetlen sejtek egy Osszefiiggd sejthalmazzd, moruldvd alakulnak (10.
abra/IV). Ezt kovetden a praeembryo belso részében folyadékkal telt iireg, a blastocoel
kezd kialakulni. A blastocoel eleinte csak a praesembryo egy kis részét alkotja, majd
folyamatosan novekedve az el6ébrény szinte teljes térfogatat kitolti (10. abra/V), végiil
a blastocoelt egy vékony rétegben veszik koriil a praeembryo sejtjei. Ebben a
sejtrétegben a blastocoel felé egy megvastagodds, az embryocsomé (inner cell mass,
ICM) alakul ki, mig a kiilsé sejtréteg trophoblasttd (trophectoderma) alakul. Ezzel
egyidoben a praeembryo térfogata a blastocoelben felhalmozddott egyre nagyobb
mennyiségli folyadék miatt megndvekszik, a blastocysta expandalddik, és az in vitro
tenyésztés sordn ismétlodd expanddléddsa majd Osszehizdddsa is megfigyelhetd. A
megtermékenyitést kovetd 6-7. napon a zona pellucida megnyilik, és a nyildson at
kibujik a pracembryo (hatching folyamata) (10. abra/VI). A késObbiekben az
embryocsomo sejtjeibdl alakul ki az embryo, mig a trophoblast sejtjeibdl a placenta jon

1étre [7].
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10. dbra: Az oszt6édo praeembryo. 1) 2 sejtes dllapot; II) 4 sejtes allapot; III) 8 sejtes
allapot; IV) morula éllapot, V) blastocysta; VI) a zona pelluciddbdl kibijé (hatching)
blastocysta. (* Dr. Barandi Zsoltt felvétele)

1.5.2. Praeembryok morphologiai vizsgdlata és a beiiltetésre keriild praeembrydk

kivalasztasa

Az IVF kezeléseket végz0 kozpontok tobbségében a megtermékenyitést koveto 2. vagy
3. napon torténik az embryotransfer. Az ekkor elvégzett morphologiai vizsgalat képezi
alapjdt a beiiltetésre keriil praecembryok kivédlasztdsanak. Az utébbi idében azonban az
5-6. napon végzett blastocysta transfer is egyre szélesebb korben elterjedt, amely
részletes blastocysta birdlati rendszer felallitasat tette indokoltta.

A praeembryok 4-8 sejtes dllapotaban szdmos olyan tulajdonsdg figyelhetd meg, amely
Osszefiiggésbe hozhaté a pracembryodk életképességével. A fejlddési dllapot ebben az
idoszakban a pracembry6t alkot6 blastomerdk szamdval fejezhetd ki, mig az
embryomindség a praecembryo morphologiai jellemzdit foglalja magdban. A
morphologiai jellemzdk koziil pedig a legjelentdsebb a blastomerdk szabdlyos alakja;
azonos, vagy eltérd mérete; vacuolumok vagy cytoplasmaticus fragmentumok jelenléte,

illetve azok mennyisége. Ezen jellemzdk alapjan szamos praeembryo birdlati rendszert
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dolgoztak ki, amelyek egy része csak morphologiai jellemzdket [70,71], masok a
fejléddési allapotot is figyelembe veszik [72,73]. A kiilonbozd birdlati rendszerek
altaldban 3-5 fokozatd, novekvO vagy csokkend skdldn, szamszerlien fejezik ki a
mindségi kategéridkat. A legelterjedtebb Veeck birdlati rendszere [4], amely a
blastomerdk azonos vagy eltér6 méretét, valamint a sejtmagmentes fragmentumok,
illetve vacuolumok mennyiségét veszi figyelembe [74]. A praeembrydéban
megfigyelhetd eltérd méretli blastomerdk, valamint jelentdsebb (>20%) mennyiségi
fragmentacié (11. dbra/l) egyardnt rendellenes fejlodésre €s csokkent életképességre
utal, igy ezeket célszerli kihagyni a beiiltetésre szant praeembryok koziil. A fenti két
tulajdonsagot a birdlati rendszerek tobbsége azonos sullyal veszi figyelembe, és akér
sejtméreteltérés, akar jelentdsebb fragmentacié esetén mar a 3. mindségi kategdridba
sorolja a praeembrydt. Ezek a praeembrydk daltaldban lassabban fejlddnek, mint a
normdl morphologidjuak, és gyakrabban hordoznak kromoszoma rendellenességeket.
Az eltérd méretli blastomerdkat tartalmazd praeembrydkat vizsgdlva Iényegesen
nagyobb gyakorisdggal taldltak aneuploididt, mint normdl morphologia esetén (29.4%
vs. 5.5%) Ezen praeembryok nagyobb ardnyban tartalmaznak olyan blastomerdkat,
amelyekben tobb sejtmag is lathat6 (21.1% vs. 2.1% [75]).

A normdl morphologidju, de tobbmagvu blastomerdkat tartalmazé praeembrydk (11.
abra/ll) kizdrdsa a beiiltetésre keriilok koziil ritkdn szerepel a praeembryo birdlati
rendszerekben, pedig ezek életképessége elmarad a normdl praeembryokétdl. Egyes
vizsgalatok szerint tobbmagvu blastomerdkat tartalmazé pracembrydk meglepden nagy
ardnyban (a kezelések 44%-ban) fordulnak el6 [76]. Gyakorisaguk nem fiigg az anyai
életkortdl, és a normdl morphologidju, gyakran j6 mindségli pracembrydk 15%-4ban is
megfigyelhetok. Genetikai vizsgédlatokkal kimutattdk, hogy ezek a pracembrydk tobb
mint 75%-a hordoz valamilyen kromoszéma rendellenességet [77], és azok a kezelések,
amelyek sordn ezeket a praecembrydkat is beiiltették, 1ényegesen alacsonyabb terhességi
€s bedgyazddasi ardnyt eredményeztek [76,78]. Mivel az ilyen pracembryok beiiltetése
eredményezett mar normadl terhességet, és egészséges Ujsziilottet, nem mondhatjuk ki
egyértelmiien, hogy alkalmatlanok az embryotransferre. Beiiltetésiiket azonban,
amennyiben rendelkezésre allnak mds, normdl morphologidji pracembrydk, célszerii

elkeriilni.
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11. dbra: Stilyos morphologiai eltéréseket mutatd praeembryok (I: kiilonbdz6é méretii
blastomerdk, jelentés mennyiségii fragmentacio és tobbmagvi blastomera egyaréant

megfigyelhetd; II: ttbbmagvu blastomerakat tartalmazo 2 sejtes eloébrény).

Van Royen és munkatdrsainak (1999) kozleménye arra is rdmutat, hogy mind a
praecembryok sejtszdmat, mind pedig morphologidjat célszerli figyelembe venni a
beiiltetére keriild6 pracembrydk kivélasztdsandl [79]. Ennek alapjan "kivéld
mindséglinek" tekintik azokat a praeembryodkat, amelyek a vizsgédlat idején nem
mutatnak jelentés morphologiai eltérést és sejtszamuk a megtermékenyitést kovetd 2.
napon legaldbb 4, mig a 3. napon legalabb 7.

Morula 4llapotban (10. 4bra/IV) az elmosddott sejthatirok miatt a hagyomanyos
pracembryo birdlatra mar nincsen lehet6ség. A blastocysta allapotd praeembrydk
vizsgdlatdra viszont részletes birdlati rendszert dolgoztak ki, amely kiterjed a fejloddési
allapotra, az embryocsomé valamint a trophoblast morphologidjara is [80]. Fejlodési
allapot szerint a blastocoel novekvd mérete alapjan lehet a praeembryo korai, majd
kifejlett blastocysta (10. dbra/V). Amikor a blastocysta mérete 1ényegesen meghaladja a
korai praecembryo méretét, akkor mar expandalt blastocystdnak nevezziik (10. dbra/VI).
Ezt kovetden megkiilonboztetjilk a megnyilt zona pelluciddn éppen kibijé (hatching)
blasotcystat (10. dbra/VI), és a z6nabdl mar kibujt (hatched) blastocystat. Fejlodési
allapotat tekintve a zona pelluciddb6l méar kibdjt blastocysta tekintheté a
legfejlettebbnek. Ebben az dllapotban azonban a praeembryét koriilvevd véddburok

hidnydban az embryotransfer sordn a blastocysta sokkal inkdbb ki van téve a sériilés
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veszélyének, mint a z6nabdl torténd kibujas eldtt. Amennyiben a praeembryo elérte a
kifejlett blastocysta allapotot, az embryocsomo birdlatét is elvégezziik annak mérete és
sejtjeinek szdma alapjan. Ugyanigy torténik a trophectoderma birdlata a sejtek szdma,
mérete és a sejtréteg tomottsége alapjan. Az itt bemutatott, vagy ehhez hasonlé birdlati
rendszerek segitségével szdmos kutatdcsoport is igazolta, hogy blastocysta transfer
esetén is szoros Osszefiiggés van a praeembryo mindsége és a terhesség 1étrejottének
esélye kozott [81,82]. A blastocysta tenyésztés €s transfer egyik eldnye a 2-3. napi ET-
vel szemben abban 4ll, hogy a praeembrydk az elsé sejtosztodddsokhoz még a
petesejtben készen megkapott anyagokat haszndljak, és sajat génjeik csak 4-8 sejtes
allapotban kezdenek aktivalédni [83]. Ezért sulyosabb genetikai rendellenességeket
hordozé praeembrydk is tiljuthatnak 2-3 sejtosztddasi cikluson, fejlédésiik azonban ezt
kovetden tobbnyire megdll. Ezeket a praecembrydkat a 3. napig morphologidjuk alapjan
nem mindig tudjuk kizdrni az ET-hez torténd kivdlasztas sordn. Blastocysta transfer
esetén azonban olyan, nagyobb életképességli pracembryokat iiltetiink be a méhbe,
amelyek ezen a 4-8 sejtes dllapotban jelentkezé un. fejlédési blokkon tiljutottak. fgy a
hagyomanyos, 2-3. napon végzett ET-hez képest magasabb bedgyazddasi aranyt lehet
elérni [84,85]. Ez arra ad lehetdséget, hogy a 4-8 sejtes dllapotban beiiltetett 3, esetleg 4
pracembryo helyett 2, esetleg egy blastocystét iiltessiink be a megtermékenyitést kovetd
5. vagy 6. napon. Igy véltozatlan terhességi arany mellett csokkenthetd a magas anyai és
magzati kockdzattal jaré tobbes, els6sorban harmas, négyes ikerterhességek aranya
[81,86]. Ugyanakkor az eljards alkalmazdsandl figyelembe kell venni, hogy még
optimalis laboratoriumi koriilmények esetén is, a megtermékenyiilt petesejteknek kozel
50%- a nem jut el blastocysta stadiumig [81,57]. Igy eléfordulhat, hogy a kezelések egy
részében a megtermékenyitést koveté 3. napon van beiiltethetd praeembryo, az 5.
napon, blastocysta fejlédés hidnydban mégsem torténik embryotransfer. Ez arra hivja fel
a figyelmet, hogy a blastocysta tenyésztés alkalmazdsardl nagyon koriiltekintden, a
petesejtek, zygotdk és osztddd praeembrydk szdmdat, morphologidjat figyelembe véve

kell dontést hozni.
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2. Ceélkitiizések

A "Bevezetés" (1. fejezet) sordn bemutatott ismeretek a petesejtek, zygotdk és
pracembrydk fejléddésével, morphologidjaval kapcsolatban kordntsem teljesek. Szdmos
olyan morphologiai elvdltozds figyelhetd meg a petesjetekben, zygotdkban illetve
pracembrydkban, amelyet esetleg naprdl-napra tapasztalunk az embrioldgiai munka
sordn, de az irodalom attanulmdnyozdsa utdn sem taldlunk réla elegendd informéciot,
vagy a tanulmanyok egymadssal ellentétes eredményeket kozolnek. Bonyolitja a
rendelkezésre all6 adatok kozti eligazodast, hogy a legtobb szerz6 nem egy, hanem
tobbféle rendellenességet egyszerre vizsgalt, igy nehéz megdllapitani, hogy az egyes
elvaltozasoknak milyen hatdsuk lehet a praeembryok késdbbi fejlodésére. Még
kevesebb adat 4ll rendelkezésiinkre arr6l, hogy a bemutatott morphologiai
elvdltozasoknak milyen orvosi, bioldgiai, genetikai, esetleg labortechnikai okai
lehetnek, és hogy tudunk-e tenni valamit annak érdekében, hogy az IVF/ICSI kezelések
sordin az eredményességet hdtranyosan befolydsol6 anomdlidk minél ritkdbban
jelentkezzenek.

Ezért a szakirodalmi adatok részletes attanulméanyozasat kovetden klinikdnk Asszisztalt
Reprodukciés Osztdlyanak Embrioldgiai Laboratériumédban 2001. oktéberében az addig
rutinszerlien elvégzett morphologiai vizsgdlatok kiegészitésére bevezettink egy
részletes petesejt €s zygota vizsgdlati rendszert. A részletes morphologiai vizsgilatok
bevezetésével lehetdségiink nyilt, hogy objektiven és kiilon-kiilon értékelhessiik a
kiilonbozd tipusd petesejt elvaltozdsokat. A birdlat sordn gyijtott adatok jelen

tanulmanyban torténd feldolgozasaval az alabbi célokat tliztiik ki:

1. Meghatarozzuk, hogy a petesejtben a megtermékenyités el6tt megfigyelhetd elso
sarkitest morphologiai elvdltozdsai mennyiben befolydsoljdk a petesejtek
megtermékenyiilését, osztodasat és az 0sztddo praeembrydk mindségét.

2. Megvizsgaljuk, hogy a petesejtben a megtermékenyitést megelézden a
perivitellindris tér mérete mennyiben befolydsolja a megtermékenyiilést, osztddast

€s a praecembryodk késobbi fejlodését.
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Megvizsgaljuk, hogy a cytoplasmdban eldfordulo kiilonbozo méreti, szdmii és
tipusii szemcsék jelenléte mennyiben befolydsolja a petesejtek megtermékenyiilését,
osztédasat €s az 0szt6do el6ébrények mindségét.

Meghatarozzuk, hogy a cytoplasmdban a megtermékenyités elott megfigyelhetd
kiilonbozo szdmu, méretii és tipusi vacuolumok mennyiben befolydsoljdk a
petesejtek megtermékenyiilését, osztoddsat és az osztddé praeembryok mindségét.
Meghatarozzuk, hogy az in vitro fertilisatiés kezelések sordn megtermékenyiilt
petesejtek elsd sejtciklusdnak vizsgédlata sordn a pronucleus eltiinésének
megfigyeléséhez milyen idointervallum lehet a legalkalmasabb.

Megvizsgaljuk, hogy a korai pronucleus eltiinés milyen 0Osszefiiggésben van az
eléébrények késobbi fejlodésével, valamint hogy ez a tulajdonsdg alkalmazhat6-e —

mint kiegészitd szelekcids faktor— a beiiltetésre keriild praecembrydk kivalasztdsa

soran.
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3. Anyag és modszer

3.1. Adatgyiijtés

Jelen tanulmdnyunkban a Semmelweis Egyetem 1. Sz. Sziilészeti és Nogyogydszati
Klinika Asszisztdlt Reprodukciés Osztalyan 2001. oktober és 2005. februar kozott
végzett in vitro fertilisatios kezelések sordan gytijtott adatokat dolgoztuk fel. Ez id6 alatt
klinikdnkon 507 betegnél 0sszesen 795 petesejtnyerést végeztiink IVF kezelés céljabol.
A kezelések sordn Osszesen 6090 petesejtet nyertiink. A vizsgdlat idOtartama alatt a
megtermékenyiilésre keriild petesejtek, majd az abbdl 1étrejovo zygotdk és pracembrydk
hagyomanyos vizsgélatat kiegészitve egy részletes morphologiai birédlatot is végeztiink,

amelynek adatait szamitégépben rogzitettiik és retrospektiv médon értékeltiik.

3.2. Petefészek stimulacio

Az in vitro fertilisatiés kezelést megeldzden tObbszords tiiszOérés céljabol ,hosszi
protokoll” szerinti gonadotrophin releasing hormon (GnRH) agonista + gonadotrophin
vagy egyszeri / tobbszori dézisi GnRH-antagonista + gonadotrophin kombindlt

ellendrzott petefészek stimuléacidt alkalmaztunk.

3.2.1. GnRH analog kezelés

,,Hosszu protokoll” alkalmazdsa [87] sordn a hypophysis gonadotrophin termelésének
1ddszakos felfiiggesztése céljabol a ndbetegek az IVF kezelést megel6z0 menstruédcids
ciklusuk sargatest fazisanak kozepétdl 0.1 mg/nap GnRH-agonista triptorelin
(Decapeptyl®; Ferring, Kiel, Németorszdg) kezelésben részesiiltek mindaddig, amig a
serum oestradiol (E;) érték 50 pg/ml, az LH érték pedig 5 NE/I alatti értékre nem
csOkkent. Ezt kovetden kertiilt sor a gonadtortophin stimul4cidra.

A tobbszoros dozisu GnRH-antagonista ,,Liibeck protokoll” szerinti [88] kezelés sordn a
ciklus 5. napjtdl napi 0.25 mg cetrorelix (Cetrotide®; Serono, Roma, Olaszorszég),
vagy ganirelix (Orgulatran, Organon, Oss, Hollandia) kezelésre, mig az egyszeri dozisu
,,Liibeck protokoll” szerinti [89] el0kezelés sordn a ciklus 7. napjan alkalmazott 3 mg-os

cetrorelix kezelésre keriilt sor.
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3.2.2. Gonadotrophin stimulacid

A GnRH el6kezelést kovetden human menopausal gonadotrophin (hMG; Humegon®;
Organon, vagy Men0g0n®; Ferring vagy Merional®, IBSA, Lugano, Switzerland) vagy
folliculus stimuldlé hormon (FSH; Fostimon HP®; IBSA vagy Gonal—F®; Serono)
készitmények egyénre szabott stimuldcids protokoll szerinti adagoldsdval tobbes
tiiszéérést indukaltunk. A gonadotrophin stimuldcié 6. napjatél 1-2 naponta ultrahang
vizsgélattal ellendriztiik a fejlodd tiiszOk szamat €s méretét, valamint meghatdroztuk a

serum E, szintet.

3.2.3. Ovuléci6 indukcid

Amennyiben a tiisz6érés ellendrzése sordn legaldbb egy tiisz6 elérte a 18 mme-es, és
legaldabb hdarom tiisz6 a 16 mm-es nagysdgot, illetve a serum E, érték elérte a
tiiszonkénti 2-300 pg/ml-es értéket, az ovulacié kivaltasara keriilt sor 5 000 - 10 000 TU
human chorion gonadotrophin (hCG; Profasi®; Serono, vagy Choragon®; Ferring)

adasaval.

3.3. Petesejtnyerés

A hCG injectio addsa utdn 36 oraval keriilt sor az ultrahang vezérelt transvaginalis
toszépunctiéra. A punctio sordn valamennyi 14 mm-nél nagyobb tiiszé tartalmat
leszivtuk, majd a tiiszoket 8 NE/I heparinnal és HEPES pH pufferrel kiegészitett sajat
készitésti Wittgenstein- féle Te tdpoldattal (T¢H) [90] kétszer atoblitettik és a
mosofolyadékot ismét leszivtuk. A leszivott tiiszofolyadékot az embrioldgiai
laboratériumba szallitottuk, ahol sztereomikroszkép segitségével, 6x - 30x-os nagyitas
mellett kerestiik a cumulus sejtekkel koriilvett petesejteket. A tiisz6folyadékban talalt
petesejteket 10% anyai szérummal (HS; human serum) kiegészitett T¢H tdpoldatban
(TeH+10%HS) megmostuk, majd 10% anyai szérumot tartalmazé Te tapoldatban
(Te+10%HS) vagy IVF téapoldatban (IVF-20, IVF-100; Vitrolife, Kungsbacka,
Svédorszdg) inkubdltuk a megtermékenyitésig. Az inkubdciét a petesejtnyeréstdl a
pracembryok beiiltetéséig 37C°-on, 96%-os relativ pdaratartalom és 5% CO, szint
biztositasa mellett Forma Scientific 3141 tipusu inkubatorban végeztiik.

Az IVF kezelések soran alkalmazott tdpoldatok nevét, felhasznéldsi korét, az esetleges

kiegészitéseket és az oldatok gyartoit az 1. tdblazat tartalmazza.
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1. tablazat: Az IVF kezelések sordn hasznalt tdpoldatok

Felhaszndlas célja Oldat neve | Kiegészités Gyarté
ToszOpunctio TeH' Na-Heparin Sajat
Petesejt keresés TeH 10% HS Sajét
Gamete — Vitrolife

Spermapreparalas TeH 10% HS Sajat
Spermrinse — Vitrolife

Petesejtek eléinkubaldsa Te 15% HS Sajét
IVF — Vitrolife

In vitro fertilisatio Te 15% HS Sajét
IVF — Vitrolife

Mikromanipulatio TeH 10% HS Sajét
Gamete — Vitrolife

Praeembryo tenyésztés Te 10% HS Sajat
IVF — Vitrolife

Embryotransfer Te 50% HS Sajat
IVF 50% HS Vitrolife

HS = Human (anyai) serum

*Wittgenstein— féle Te és TeH tapoldatok [90]

3.4. Spermapreparalas

A medd6 par férfi tagja spermdjit a spermiumszdmtdl, motilitdstol fiiggden slriiség

gradiens centrifugélds vagy ,.feldsztatdsos” modszer (swim-up) segitségével dolgoztuk

fel. A spermaprepardlashoz T¢H+10%HS oldatot, vagy Spermrinse oldatot hasznaltunk.

3.4.1. Felusztatasos (swim-up) mddszer

Normozoospermids ondémintdk esetén, amelyek legalabb 60-80 milli6 progressziven

mozgo spermiumot tartalmaztak, a swim-up moédszert alkalmaztuk. Ennek sordn az

ondomintét centrifugaltuk, majd a feliiluszé részt eltavolitottuk. A visszamaradt pelletre

1 ml spermapreparal6 tdpoldatot rétegeztiink, majd 1 6rdn 4t inkubaltuk a mintat. Ez id6

alatt a j6l mozgd himivarsejtek a rarétegzett tapoldatba felisznak. A feliiliszé részt

Ovatosan leszivtuk és ezt haszndltuk a petesejtek megtermékenyitéséhez.
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3.4.2. Suriuségeradiens centrifugalds

A normalist6l eltérd, gyengébb paramétereket mutaté ondémintak esetében alkalmaztuk
a slirliség gradiens centrifugdlds mddszerét, amelynek sordn egy centrifugacsobe 90%-
os, majd 45%-os Puresperm oldatot (NidaCon International AB, Goteborg, Svédorszag)
rétegeztiink, majd erre keriilt az ondéminta. Centrifugidldas sordn a két kiilonb6z6
koncentraci6ju oldaton keresztiil tilnyomorészt a j6l mozgd himivarsejtek jutottak el a
centrifugacsd aljara. Az ott Osszegyllt pelletet tiszta tdpoldatba folvéve ujbol

centrifugaltuk, majd az igy tisztitott mintdt hasznéltuk fel a megtermékenyitéshez.

3.4.3. Himivarsejtek gyujtése hereszovetb6l

Azoospermids, necrozoospermids  betegeknél, illetve azokndl a  stlyos
cryptozoospermids betegeknél, akiknél az eldzetes spermavizsgdlatok sordn az
ondémintdban nem taldltunk a petesejtek megtermékenyitéséhez minimalisan elegendd
mozgbé himivarsejtet, a Semmelweis Egyetem Uroldgiai Klinikdjaval egyiittmiikddve
herebiopsidt végeztiink (spermiumnyerés hereszovetbdl; Testicular Sperm Extraction;
TESE). A biopsia sordn nyert szovetmintdk egy részét hagyomanyos szovettani, illetve
asszisztalt reprodukciés moddszerekkel —megvizsgaltuk, hogy tartalmaznak-e
himivarsejteket. A mintdk tobbi részét pedig a késobbi IVF kezelés céljabol
lefagyasztottuk. A lefagyasztott hereszovetet a petesejtnyerés napjan felolvasztottuk,
majd 400 NE/ml koncentracidji collagenase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
oldattal emésztettiik. A mosdst és centrifugdlast kovetden nyert pelletben taldlhatéd

himivarsejteket hasznaltuk fel a petesejtek megtermékenyitéséhez.

3.5. Megtermékenyités

A petesejtek megtermékenyitésére annak modjatol, illetve a laboratérium
idObeosztasatdl fiiggden a petesejtnyerést kovetd 3-8 o6ran belil keriilt sor. A
megtermékenyités modjarol az ondominta feldolgozdsat kovetden, annak eredménye,

illetve a kordbbi spermavizsgalatok és IVF kezelések eredménye alapjan dontottiink.

3.5.1. Hagvyomanyos in vitro fertilisatio

Hagyomanyos in vitro fertilisatios kezelést végeztiink akkor, ha az onddminta
feldolgozasat kovetden tobb mint egymillié progressziven mozgé himivarsejt allt

rendelkezésiinkre, és a feldolgozott spermaminta motilitdsa legalabb 75-80% volt. A
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petesjetek megtermékenyitését ebben az esetben a himivarsejtek morphologidjétdl,
valamint a nObeteg életkoratdl fiiggéen 100 000 - 500 000 db/ml spermium-
koncentraciéju fertilisatiés médiummal végeztiik. A petesejtek €s himivarsejtek egyiitt
inkubdldsa a petesejtnyerés utdn 6 6raval kezdddott, és masnap reggelig, kb. 14-18 6ran

at tartott.

3.5.2. ICSI kezelés

A petesejtek  mikromanipulaciés  mddszerrel  torténd  megtermékenyitését
(Intracytoplsamic Sperm Injection; ICSI) a Palermo és munkatarsai [7] altal leirt médon
végeztiik 4-8 6rdval a petesejtnyerést kovetden. ICSI kezelésre akkor keriilt sor, ha az
ondominta feldolgozdsa sordn csak <l millié progressziven mozgd himivarsejtet
sikeriilt kinyerniink, valamint ha a normal morphologidji spermiumok ardnya a nativ
mintdban kevesebb volt 4 %-ndl. Ezen kiviil androldgiai javallat nélkiil is ICSI kezelést
alkalmaztunk, ha a nyert petesejtszam <4, valamint, ha a betegnél kordbban elvégzett
hagyomanyos in vitro fertilisatios kezelés szokatlanul alacsony (<50%)
megtermékenyiilési ardnyt eredményezett.

Az ICSI kezelést megeldzden a petesejteket koriilvevd cumulus sejteket 80 NE/ml
koncentraci6ju hialuroniddz oldat segitségével, valamint mechanikus tdton tavolitottuk
el. A beavatkozast invert mikroszképra (Diaphot 200; Nikon, Tokyo, Japdn) szerelt
mikromanipuldtor (Narishige, Tokyo, Japan) segitségével, 200x-os nagyitds mellett
végeztik. Az injektdlashoz kivdalasztott himivarsejt farki részén az injektald
tivegkapillarissal membransériilést idéztiink elo, majd az igy mozgéasképtelenné valt
himivarsejtet az ICSI kapillarisba (Humagen, Charlottesville, VA, USA) szivtuk fel. Ezt
kovetden a petesejtet a tartokapillarison rogzitettiik tigy, hogy az 1. sarkitest horizontalis
sikban 6- vagy 12 6ra irdnydban helyez6djon el, majd a himivarsejtet tartalmaz6 ICSI
kapilldrist a zona pelluciddn at a petesejtbe szurtuk (2. dbra). A rendkiviil rugalmas
oolemméat Ovatos aspirdldssal dtszakitottuk, majd a himivarsejtet a petesejt
cytoplasmdjaba injektaltuk.

A cumulus sejtek eltdvolitasat, valamint az ICSI kezelést mikromanipulatios oldatban
végeztik. Ezt kovetden a petesejteket praeembryo tenyésztd oldatba téve

visszahelyeztiik az inkubétorba.
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3.6. A petesejt morphologiai vizsgalata

A petesejtek morphologiai vizsgdlatira csak a cumulus sejtek eltdvolitisa utdn van
lehetéség. gy ez a vizsgalat csak az ICSI médszerrel megtermékenyitésre keriild
petesejtek esetében végezhetd el. A hagyomanyos IVF kezeléssel megtermékenyitett
petesejtek esetében a megtermékenyités eldtti morphologia nem itélheté meg, mert a
zona pelluciddhoz szorosan tapad6 granulosa sejtek miatt mikroszkop alatt a petesejt
csak nehezen lathaté.

A vizsgélat, amelyet az ICSI kezelés sordn, kozvetleniil a spermium injektalas eldtt
végeztiik, kiterjedt az 1. sarkitest morphologidjara, a perivitellindris tér méretére,

valamint a cytoplasmaban eléfordulé szemcsék, illetve vacuolumok jellemzdire.

3.6.1. A nucledris érettség megitélése

A petesejtek érettségének megitéléséhez a csirahdlyag (germindlis vesiculum; GV)
valamint az 1. sarkitest megléte vagy hidnya ad segitséget.

Azok a petesejtek, amelyekben nincs 1. sarkitest, és a cytoplasmdban jol lathat6 a
csirah6lyag, a meiotikus osztédas 1. fészakaszdnak profazisaban vannak (PI vagy GV
petesejt, 4. abra/l). Ezek a petesejtek megtermékenyitésre csak in vitro érlelést
kovetden, késobbi idOpontban alkalmasak. Tanulmanyunk idészakdban a GV petesejtek
in vitro érlelését, és késObbi idOpontban torténd megtermékenyitését csak akkor
végeztiik el, ha a tobbi petesejt megtermékenyitésével kevesebb pracembryo jott 1étre,
mint amennyi az adott beteg esetében beiiltethetd.

Azok a petesejtek, amelyekben csirahdlyag mar nem latszik, de az elsd sarkitest még
nem valt ki, az I. meiotikus fészakasz metafazisidban vannak (MI petesejt, 4. abra/II).
Megtermékenyitésiik megkisérelhetd, de az eredményesség elmarad az érett petesejtek
megtermékenyiilési ardnyatél [9,10]. Az ilyen petesejteket is ICSI kezelésben
részesitettiik.

Azon petesejtek, amelyekben az 1. sarkitest ldthatd, a meiotikus osztédas II.
foszakaszaban vannak (3. 4bra). [Els6sorban ezeket tekintettiik  érett,

megtermékenyitésre alkalmas petesejteknek.

3.6.2. Az 1. sarkitest morphologidjanak vizsgalata

A spermium injektadldsa el6tt a petesejtet a mikropipettak segitségével olyan helyzetbe

hoztuk, hogy az 1. sarkitest jol lathaté legyen. Ezt kovetden a sarkitest morphologiai
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jellemzoi alapjan a petesejteket az aldbbi csoportokba soroltuk: [I] kerek vagy ovalis,
sima felszinli sarkitest; [II] kerek vagy ovdlis, szabdlytalan felszinli sarkitest; [III]
fragmentélt vagy degenerdlt sarkitest; [IV] a szokdsosndl 1ényegesen nagyobb sarkitest

(>20 um); és [V] éretlen, a petesejtre sapkaszerlien raborul6 sarkitest (12. dbra/I-V).

50 um

12. dbra: Az 1. sarkitest morphologidja. I) enyhén ovdlis, sima felszinii sarkitest; II)
enyhén ovalis, egyenetlen felszinii sarkitest; III) fragmentélt sarkitest; IV) a szokdsosnal

nagyobb sarkitest; V) a petesejtre sapkaszeriien raboruld sarkitest.

3.6.3. A perivitellindris tér méretének vizsgalata

A zona pellucida és az oolemma kozotti tér nagysdga alapjdn a petesejteket az alabbi
csoportokba soroltuk: [I] sziik perivitellindris tér, amely a petesejt egyik részén sem
haladja meg az 5 um-t; [1I] enyhén megnagyobbodott perivitellindris tér, amely legaldbb
egy helyen elérte az 5 pum-t, de nem haladta meg a 10 pm-t; [III] jelentdsen
megnagyobbodott perivitellindris tér, amely legaldbb egy helyen meghaladta a 10 pum-t
(13. abra/I-11I).
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13. dbra: A petesejtek csoportositisa a perivitellindris tér mérete alapjan. I) szlik
perivitellindris tér; II) enyhén megnagyobbodott perivitellindris tér (5-10 um); III)

jelentésen megnagyobbodott perivitellindris tér (>10 um).

3.6.4. A cytoplasma szemcsézettségének vizsgalata

A petesejtek cytoplasmdjaban megfigyelhetd szemcsézettség alapjan az aldbbiak szerint
csoportositottuk a petesejteket: [I] Szemcsézettség nem lathato, vagy legfeljebb 1-2 kis
méretll (<5 um) szemcse; [II] tobb kisméretli (<5 um) szemcse; [III] egy vagy tobb
5 um-nél nagyobb szemcse, amelynek szine megegyezik a cytoplasma szinével; [IV]
fénytord szemcse (refractile body), amely >5 pm, és erdsen fénytoro tulajdonsidga miatt
szine soOtétebb, mint a cytoplasma; [V] kraterszerli szemcsézettség a cytoplasma
kozEéps6 részén (14. dbra/l-V). Amennyiben egy petesejtben tobbféle szemcsézettség is

eléfordult, akkor mindig a legjellemzdbb szemcsetipus alapjin soroltuk be a petesejtet.
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50 pm

14. 4bra: Petesejtek csoportositdsa a cytoplasma szemcsézettsége alapjan. I)
szemcsézettség nélkiili petesejt; II) sok apré (<5 um) szemcse; III) 5 pm-nél nagyobb

méretll szemcse; IV) fénytord szemcse (refractile body); V) kraterszerii szemcsézettség

3.6.5. A cytoplasmaban megfigyelhetd vacuolumok

A cytoplasmdban megfigyelt vacuolumok alapjdn az aldbbi csoportokba soroltuk a

petesejteket: [I] vacuolum nem lathat6; [II] 1-2 kisebb méretli (<10 pm) vacuolum; [III]
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nagyobb méretli (>10 pm), vagy tobb kisebb méretli vacuolum; [IV] zsdkocskaszerii

képz6édmény (sima felszinli endoplazmatikus reticulum felhalmozddasa) (15. dbra).

15. 4bra: Petesejtek csoportositdsa a cytoplasmaban megfigyelhetd vacuolumok alapjan.
I) vacuolumot nem tartalmazé petesejt; II) kisebb méretli vacuolum; III) jelentds

mennyiségli vacuolum IV) zsdkocskaszerli képzédményt () tartalmazé petesejt

3.7. A zygota vizsgalata

3.7.1. A megtermékenyiilés ellen6rzése

A petesejtek megtermékenyiilésének ellendrzését az in vitro fertilisatiét kovetd napon
reggel, a megtermékenyités utdn 14-18 oraval végeztiik. Hagyomanyos IVF kezelés
esetén ezt megeldzden a petesejteket koriilvevd cumulus sejteket mechanikai tdton,
135 pm atmérdjii milanyag pipettahegy (Mid-Atlantic Diagnostic, Marlton, NJ, USA)

segitségével eltavolitottuk. ICST médszerrel megtermékenyitett petesejtek esetében a
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cumulus sejtek eltavolitdsdra még a mikroinjectio eldtt keriilt sor a 3.5.2. pontban leirtak
szerint.

A megtermékenyiilés ellendrzését — a petesejtben lathaté eldmagok (pronucleusok)
szama alapjan — invert mikroszkop segitségével, 200x-os nagyitdssal végeztiik.
Normadlisan megtermékenyiiltnek tekintettilk azokat a petesejteket, amelyek két
eldmagot tartalmaztak (7. dbra). Amennyiben a petesejtben nem ldttunk pronucleust,
ugy a megtermékenyiilés elmaraddsat regisztraltuk. Az egy, hdrom vagy tobb
pronucleust tartalmazé petesejteket (8. dbra) rendellenes megtermékenyiilésiinek

tekintettiik.

3.7.2. A zygota morphologiai vizsgalata

A pronucleusok szdmdnak meghatdrozdsa mellett vizsgaltuk az eldmagok
magvacskdinak normdl vagy aszimmetrikus eloszldsat is a 9. dbra szerint. Normalnak
tekintettilk a magvacskdk eloszldsat abban az esetben, ha sok (>8) apr6 magvacska
mindkét pronucleusban egyenletesen szétszorva helyezkedett el, vagy ha 3-8 nagyobb
méretll magvacska a két eldmag taldlkozasi sikjaban Osszerendezve helyezkedett el (9.
abra; 0/A, 0/B eloszlas). A vizsgdlat sordn el6fordult, hogy nem sikeriilt a
megtermékenyiilt petesejtet olyan térbeli éallapotba forgatni, hogy a nucleolusok
eloszlasa a mikroszkop 4ltal vizsgdlt sikban lathaté legyen. Ezekben az esetekben a
magvacskék eloszldsardl adatot nem rogzitettiink.

Az eldmagok morphologiai vizsgilata mellett vizsgéltuk a cytoplasma kiilsO teriiletén

megjelend attetszd gylirli jelenlétét, illetve annak méretét is.

3.8. Praeembryodk tenyésztése

A megtermékenyiilés ellendrzését kovetden a zygotdk, majd az azokbdl fejlodo
pracembryok inkubdldsit praeembryo tenyésztd tapoldatban végeztiikk (Iasd még 3.3.
fejezet). ICSI kezelések esetében a petesejt birdlattdl, hagyomanyos IVF kezelések
esetében pedig a pronucleus birdlattél kezdve minden petesejtet egyedileg, a tobbi
petesejttdl elkiilonitve tenyésztettiink. A tenyésztés a megtermékenyitést kovetd 2.
vagy 3. napon végzett embryotransferig tartott. Ez id6 alatt naponta egy alkalommal
keriilt sor a praeembrydk vizsgdlatira, azok fejlodésének ¢€s morphologidjanak

megitélése céljabol.
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3.9. A korai praeembryo fejlédés vizsgalata

A megtermékenyiilés ellendrzésének napjan délutan, a megtermékenyités idopontja utan
20-28 oraval végeztik el a korai praecembryo fejlodés vizsgilatit. A vizsgilat a
pronucleusok meglétére, illetve hidnydra, valamint az elsé osztédas bekovetkeztére
irdnyult, és csak a szabdlyosan megtermékenyiilt zygotdkra vonatkozott. A megfigyelés
alapjan a zygotdkat az aldbbi harom csoportba osztottuk. [I] pronucleus éllapoti zygota
(mindkét pronucleus tisztdn lathatd); [II] egy sejtes zygota (a pronucleusok a
cytoplasmdban mar nem lathatdak, de az els6 sejtosztédas még nem zajlott le); [III] két
(esetleg tobb) sejtes pracembryo.

Miutédn az eldmagok eltiinése a II. és III. csoportban mér egyarant lezajlott, ezért a
PNBD vizsgilata sordn ezen csoportokba tartozéd zygotdkat és praeembryokat,
— fiiggetleniil attdl, hogy egy-, vagy tobb sejtesek — korai PNBD csoportba soroltuk
(PNBD+), mig a 2 elémagot tartalmaz6 zygotdkat a késdi PNBD csoportba (PNBD-)
soroltuk. A pronucleusok eltiinésének id6pontja és az IVF kezelések eredményessége
kozti Osszefiiggéseket csak azokndl az IVF kezeléseknél vizsgéltuk, ahol a PNBD
idépontja szempontjdbol homogén embryotransfer tortént, tehat vagy csak korai PNBD
pracembryodkat, vagy csak kés6i PNBD praecembryokat iiltettiink be. Ennek alapjan
azokat az IVF kezeléseket, amelyekben a pronucleus eltiinés szempontjab6l homogén
embryotransfer tortént, korai, illetve késdi PNBD kezeléseknek (IVF ciklusoknak)

nevezzik.

3.10. Az oszt6do praeembryo morphologiai vizsgalata

Az 0szt6d6 praeembryok morphologiai vizsgdlatira a megtermékenyités utani 2. és 3.
napon keriilt sor. Azoknal a kezeléseknél, ahol az embryotransfert a 2. napon végeztiik,
a 3. napi morphologiai vizsgdlatra értelemszertien nem keriilt sor. A vizsgélat a
pracembryok sejtszdménak és mindségének meghatdrozdsara irdnyult. A pracembrydk
mindségét Veeck d4ltal leirt modszer [4] alapjdan hatdroztuk meg. A mindségi
besorolasokat részletesen a 2. tdblazat tartalmazza.

A fragmentacié mennyiségét a praeembryo térfogatdra vonatkoztatva, %-ban tiintettiik
fel. Eltéré méretiinek tekintettiik a blastomerdkat, ha két sejt mérete kozotti kiilonbség
meghaladta a nagyobbik sejt méretének 30%-at. Azokat a pracembryodkat, amelyekben

barmelyik morphologiai vizsgdlat sordn tobb sejtmagot, valamint jelentOsebb

43



mennyiségli vacuolumot tartalmazé blastomerat taldltunk, nem soroltuk A vagy B
mindségi kategéridba. A tobbmagvu blastomerdkat tartalmazé praeembryodkat,
fiiggetleniil att6l, hogy melyik morphologiai vizsgalat sordn észleltiik a jelenséget, az
eredmények bemutatdsa sordn a 2. napi morphologiai birdlat adatainal tiintettiik fel.

Az adatok statisztikai feldolgozdsa sordn a morphologiai vizsgélat alapjan megallapitott
mindségi kategdridkhoz szdmadatot rendelve morphologiai pontértéket hoztunk 1étre az
aldbbiak szerint: A mindség = 4 pont, B mindség = 3 pont, C mindség = 2 pont, D
mindség = 1 pont é€s E mindség = 0 pont (2. tablazat).

Van Royen és munkatdrsai (1999) kozleménye [79] alapjan azokat az A és B min0ségi
kategoridba sorolt pracembryodkat, amelyek a megtermékenyitést kdvetd 2. napon >4
sejtesek, a 3. napon pedig >7 sejtesek voltak, "kivdlé mindségii" praeembrydknak

tekintettink.

2. tablazat: Pracembryok mindség szerinti besoroldsa (Veeck (1991) birélati rendszere

szerint [4])

Kategoéria|  Blastomerdk jellemzoi Fragmentacio mértéke Morphologiai
pontérték
A Egyforma méretti Fragmentacié nincs 4
blastomerak
B Egyforma méretii Néhany kisebb fragmentum 3
blastomerak (<25%)
C Eltéré méretii blastomerdk | A fragmentumok mennyisége 2

25-50% kozott van

D A blastomerak mérete lehet | Jelent6s mennyiségl 1

azonos vagy kiilonb6zd is | fragmentacié (50-80%)

E Blastomera egyaltaldn nem, | Sulyos foku vagy teljes 0

vagy alig ismerhetd fel fragmentaci6 (>80%)
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3.11. Embryotransfer

3.11.1. Az embryotransfer id6pontja

A praeembryok méhiiregbe torténd beiiltetésére a megtermékenyitést kovetd 2. vagy 3.
napon Kkeriilt sor. A 3. napon végeztik az embryotransfert, ha tobb beiiltethetd
pracembryo 4allt rendelkezésiinkre, mint amennyit az adott beteg esetében
beiiltethettiink. fgy lehetdségiink nyilt a pracembrydk kozotti szelekcidra azok
fejlddésének gyorsasdga, valamint morphologiai jellemzdik alapjdn. Azon kezelések
sordn, ahol a rendelkezésre 4ll6 pracembrydk szdma nem volt nagyobb, mint az adott
esetben beiiltethetd praeembryok szdma, igy praeembryo szelekciora nem volt

lehetdség, az embryotransfert a 2. napon végeztiik.

3.11.2. A beiiltetett pracembrydk szama

A Dbeiiltethetd praeembrydk szamat a beteggel egyetértésben, a Magyarorszdgon
hatdlyban 1év6 rendelkezéseknek megfeleloen hatdroztuk meg. Ennek alapjin altaldban
harom praeembryot iiltettiink be. Haromnél kevesebb pracembryo beiiltetésére akkor
keriilt sor, ha csak egy vagy két beiiltethetd pracembryo allt rendelkezésiinkre, vagy, ha
a hazaspar az embryotransfer elott ezt kiilon kérte. Négy pracembryo beiiltetésére kertilt
sor a hazaspar erre vonatkozd irdsos kérelme €s az aldbbi feltételek barmelyikének
fenndlldsa esetén: [1] a nObeteg életkora elérte, vagy meghaladta a 36 évet; [2] a
betegnél kordbban olyan embryotransfer tortént, amely nem eredményezett klinikai

terhességet; [3] a nObetegnél korai petefészek kimeriilés jelei mutatkoztak.

3.11.3. A beiiltetésre keriil0 pracembryok kivalasztiasa

Amennyiben egy adott hdzasparndl tobb pracembryo 4llt rendelkezésre, mint amennyi
esetilkben beiiltethetd, gy a rendelkezésre all6 praeembrydk koziil azok fejlodési
allapota és morphologiai jellemzdi alapjan vdlasztottuk ki a legéletképesebbnek tlind
pracembrydkat. A szelekcié sordn a magasabb sejtszdm és a jobb mindségi besorolds
volt az elsédleges szempont. A vizsgdlati idészakban a tudomdnyos célbol végzett
adatgytijtés eredményeit (részletes petesejt €s zygota birdlat; korai praecembryo fejlodés
vizsgalata) a beiiltetendd praeembrydk kivdlasztdsdndl nem vettiikk figyelembe. Egy
pronucleust tartalmazd zygotdbdl 1étrejott, valamint tébbmagvua blastomerat tartalmazo

pracembry6t csak akkor {iltettiink be, ha mds praeembryo nem allt rendelkezésiinkre.
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Hérom, vagy tobb pronucleust tartalmazé zygotabdl fejlédd praeembrydt semmilyen

koriilmények kozott nem {iltettiink be.

3.11.4. Az embryotransfer folyamata

Az embryotransfert megel6zOen a beiiltetésre keriildé praeembrydkat 50% anyai
szérummal kiegészitett transfer tdpoldatba helyeztiik 4at. Az embryobeiiltetést
megelézéen a kezeldorvos Wallace katéterrel (SIMS Portex Ltd., Kent, UK)
probatransfert végzett. Eredményes probatransfer esetén a beiiltetés Wallace katéterrel
tortént. Amennyiben a probatransfer sordn a probakatéterrel nem sikeriilt a méhiiregbe
bejutni, akkor a Wallace katéternél merevebb TDT katéterrel (Laboratoire CCD, Paris,

France) végeztiik el az embryotransfert.

3.12. A beiiltetésre nem Keriil6 praeembryok sorsa

Amennyiben az embryotransfert kovetden az adott IVF kezelésbol maradt legaldbb két
életképesnek tlind, normdlisan megtermékenyiilt zygotabdl fejlédd, A, B vagy C
mindségi kategdridba tartozé praeembryo, €s azok cryopreservatiojat a hazaspar kérte,
akkor a megmaradt pracembrydkat lefagyasztottuk €s késobbi felolvasztds és beiiltetés
céljabdl folyékony nitrogénben (-196 °C-on) tdroltuk. A lefagyasztott praeembrydk
felolvasztasa és az azt kovetO beiiltetése sordn nyert adatok értékelése nem szerepel

jelen tanulmény célkitlizései kozt.

3.13. Az in vitro fertilisatios kezelések kimenetele

A terhesség 1étrejottét az eldébrény-beiiltetést kovetd 8. és 16. nap kozott kétnapos
kiilonbséggel levett szérummintdk teljes f-hCG-szintjének meghatdrozasaval igazoltuk.
Biokémiai terhességet akkor allapitottunk meg, ha a két hCG-érték valamelyike elérte,
vagy meghaladta a 25 NE/l-es szintet, de a két héttel késobb végzett hiivelyi
ultrahangvizsgdlat sordn nem latszott petezsak. A klinikai terhesség kritériumanak a
fenti hCG-szinten tdl a petezsdk jelenlétét tekintettiik. Ebben az esetben a bedgyazddott
pracembryok szamat is regisztraltuk.

Mindezek alapjan az 6sszes terhességi ardny szamitdsakor a 1étrejott terhességek szamat
elosztottuk az embryobeiiltetések szdmaval, mig a klinikai terhességi arany

szamitdsakor a klinikai terhességek szamat osztottuk el az embryobeiiltetések szamaval.
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A bedgyazddasi ardnyt a bedgyazddott pracembryok szdma / a beiiltetett pracembrydk

szdma alapjan hatdroztuk meg.

3.14. Az adatok statisztikai értékelése

Adataink statisztikai értékelését Statistica 6.1 szdmitdégépes program (StatSoft Inc.,
Tulsa, USA) segitségével végeztiik. Atlagértékek Osszehasonlitdsit Kruskal-Wallis
prébaval, mig a gyakorisdgi értékek Gsszehasonlitdsdt Pearson y* prébaval végeztiik.
Amennyiben tobb csoport 0sszehasonlitdsa sordn szignifikdns eltérést kaptunk, agy az
egyes csoportok kozti kiilonbségek vizsgédlata céljabol paronkénti dsszehasonlitdsokat
végeztiink. Post hoc Osszehasonlitasként atlagértékek esetén student-féle t-probat, mig
gyakorisdgi értékek esetén 2x2-es kontingencia tdbla alapjan x> prébét végeztiink. A

vizsgélt csoportok kozotti kiilonbségeket P<0.05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. Eredmények

A vizsgdlatok id6tartama alatt a Semmelweis Egyetem 1. Sz. Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinika Asszisztalt Reprodukcids Osztdlyan elvégzett IVF kezelések

fontosabb adatait a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat: IVF kezelések fObb adatai és eredményei a vizsgalatok idszakaban (2001.
oktéber — 2005. februar) klinikdnkon

IVF kezelések szdma 823
Petesejt nyerések szama 795
Nyert petesejtek szama 6090
Ciklusonkénti dtlagos petesejtszam 7.7
ICSI kezelések ardanya 5771795
(%) (72.6)
Megtermékenyiilési arany 3719/6090
(%) (61.1)
Embryobeiiltetések szama 749
Beiiltetett praeembryok szama 2307
Beiiltetett praecembrydk dtlagos szama (/ET) 3.1
Osszes terhességi ardny 330/749
(%) (44.1)
Klinikai terhességi arany 282/749
(%) (37.6)
Bedgyaz6dasi ardny 429/2307
(%) (18.6)

2001. oktéber és 2005. februar kozott 507 meddd hazasparndl Osszesen 823 esetben
végeztiink hormondlis petefészek stimuldciot IVF kezelés céljabdl. Ebbdl 795 esetben
(96.6%) keriilt sor petesejtnyerésre, amelyek sordn dsszesen 6090 petesejtet nyertiink. A
ciklusonkénti atlagos petesejtszam 7.7, a megtermékenyiilési arany 61.1% volt. 749

esetben végeztiink embryotransfert, amelyek sordn 2294 praecembryét iltettiink be. A
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kezelésenként beliiltetett praeembryok atlagos szdma 3.1 volt a vizsgalat idétartama
alatt. Osszesen 174 IVF ciklusban 847 szamfeletti pracembryo keriilt fagyasztdsra.

A kezelések 330 esetben (44.1%) eredményeztek terhességet. Ebbol 41 biokémiai és 7
méhen kiviili terhességet regisztraltunk. Osszesen 282 kezelés vezetett klinikai
klinikai terhességi ardnyt jelent. A beiiltetett

terhességhez, amely 37.6%-0s

pracembryodk koziil 429 dgyazddott be, ami 18.6%-0s bedgyazddasi ardnynak felel meg.

A vizsgalati id0szakban 7 IVF kezelés sordn — Osszesen 68 petesejt esetében — a
vizsgalati protokollban szerepld valamelyik morphologiai birdlat (részletes zygota
birdlat, vagy a 2. napi praeembryo birdlat) technikai okok miatt elmaradt, igy ezen
ciklusok adatai nem vettek részt a tovabbi feldolgozasban. — 2 kezelésnél 6sszesen 15
petesejt esetében — a meddé par férfi tagjanal jelentkezd mintaadési képtelenség miatt a
petesejtek megtermékenyitésére csak a petesejtnyerés napjat kovetd napon keriilt sor
hereszovetbdl szarmazd himivarsejtekkel, igy ezen kezelések adatai sem vettek részt az

adatfeldolgozasokban.

4.1. Adatértékelés az egyes vizsgalati paraméterek esetében

A vizsgalat idGtartama alatt az adatok feldolgozasa €s szakmai rendezvényeken, illetve

folyoiratokban  torténé kozlése folyamatos volt. Ennek megfeleléen jelen

tanulmanyunkban feldolgozasra keriilt adatok az egyes vizsgalati paraméterek esetében

mas-mas iddintervallumot 6lelnek fel, amelynek részleteit a 4. tdblazat tartalmazza.

4. tablazat: Az egyes vizsgdlati paraméterek feldolgzasanak idOszaka és legfonosabb

adatai
Vizsgalt Adatfeldolgozas Betegek |Kezelések | Petesejtek | Erett pete-
tulajdonsag kezdete vége szama szama szdma |sejtek szdma
1. sarkitest 2001. dec.|2005. febr. 359 522 3800 3387
Perivitellindris tér [2001. dec.| 2004. jil. 267 393 2734 2448
Szemcsézettség  |2001. dec.| 2004. jual. 267 393 2734 2448
Vacuolumok 2001. dec.|2005. febr. 359 522 3800 3387
Korai embryofejl. [2001. okt.|2004. febr. 334 490 3744 2280°

*Normélisan megtermékenyiilt (2PN) petesejtek szdma
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4.2. A petesejt morphologiai vizsgalatanak eredményei

4.2.1. Az 1. sarkitest morphologiai vizsgalatanak eredményei

Az 1 sarkitest morphologiai vizsgalatat 3387 érett (MII) petesejten végeztiik el a 3.6.2.
pontban (ldsd még 12. dbra) leirtak alapjdn. A petesejtek megoszlasat a kiilonb6zo
sarkitest morphologidjui csoportok szerint a 5. tdblazat tartalmazza. A petesejtek kozel
felében figyeltiink meg szabdlyos méretii és alakd, sima vagy egyenetlen felszini
sarkitestet, mig a petesejtek masik fele fragmentalt, degenerdlt vagy szabalytalan méretli
illetve alaku sarkitestet tartalmazott.

Az ICSI kezelés eredményeként 2254 (66.5%) normélisan megtermékenyiilt, 2
eldmagot tartalmazé zygota jott létre, amelyek koziil 2194  osztédott (64.8%, az
injektalt petesejtekre vonatkoztatva) a megtermékenyitést kovetd 2. napon végzett

pracembryo biralatig.

5. téblazat: A kiilonbozd sarkitest morphologidji petesejtek megoszlasa az injektalt

petesejtek csoportjaban

Sarkitest tipusa N Y%
I | Ovalis vagy kerek, sima felszint 714 | 21.1
IT | Ovélis vagy kerek, egyenetlen felszinl 1006 | 29.7
III | Fragmentalt vagy degeneralt 1576 | 46.5
IV | A szokdsosnél Iényegesen nagyobb (> 20 pum) 62 | 1.8
V | Eretlen, a petesejtre sapkaszerlien raborul6 29 | 0.9
Osszesen 3387 | 100

A kiilonb6z6 morphologidju sarkitesttel rendelkezd petesejtek megtermékenyiilési
ardnyait az 6. tablazat tartalmazza. Mind a normadlisan (2PN) megtermékenyiilt, mind a
meg nem termékenyiilt petesejtek (OPN) ardnya szignifikdnsan kiilonbozik az egyes
sarkitest morphologidju csoportok k6zott, mig a kérosan megtermékenyiilt (1PN, 3PN),
valamint a spermium mikroinjektalds kovetkeztében degenerdlédott petesejtek ardnya
nem kiilonbozik a csoportok kozott.

Normal megtermékenyiilést a fragmentdlt sarkitesttel rendelkezd petesejtek (III.

csoport) esetében tapasztaltunk a legnagyobb ardnyban (69%), amely szignifikdnsan

50



magasabb (P=0.0195) a II. csoportban megfigyelt megtermékenyiilési ardnyndl
(64.6%), azonban nem tér el lényegesen az I. csoportban megfigyelt eredménytdl. A
legkisebb megtermékenyiilési ardnyt (50%) a szokdsosndl nagyobb sarkitesttel
rendelkezd petesejtek esetében figyelhettilk meg (IV. csoport), amely szignifikdnsan
eltér az 1. (P=0.043), a II. (P=0.0202) és a III. csoportban (P=0.0016) megfigyelhetd
megtermékenyiilési  ardnyoktdl is. A normal megtermékenyiiléshez hasonld
kiilonbségeket taldltunk a csoportok kozott a meg nem termékenyiilt (OPN) petesejtek
gyakorisdgat vizsgalva, ahol a legnagyobb aranyban (35.5%) a IV. csoportban, mig a
legkisebb ardnyban (18.8%) a III. csoportban taldltunk meg nem termékenyiilt
petesejteket.

6. tdblazat: Megtermékenyiilési €s osztodasi ardny a kiillonbozo sarkitest morphologidju

csoportokban (a petesejtek sarkitest tipus szerinti csoportositisiat a 5. tdblazat

tartalmazza)

Sarkitest tipusa h) I II I v A" P-érték
Petesejtek szama 3387 714 1006 1576 62 29 —
Megtermékenyiilés
OPN 723 144 254 296 22 7 0.0001*
(%) (21.3) | (20.2) | (25.2) | (18.8) | (35.5) | (24.1)
1PN 172 43 37 89 3 0 NS*
(%) (5.1) (6.0) (3.7) (5.6) (4.8) (0.0)
2PN 2254 468 650 1088 31 17 0.005*
(%) (66.5) [ (65.5) | (64.6) | (69.0) | (50.0) | (58.6)
3PN 130 35 30 58 5 2 NS*
(%) (3.8) (4.9) (3.0 (3.7) (8.1) (6.9)

Degeneralt 108 24 35 45 1 3 NS*
(%) (3.2) (3.4) (3.5) (2.7) (1.6) | (10.3)

Osztddasi ardny 2194 459 628 1061 30 16 0.0038"
(%) (64.8) | (64.3) | (62.4) | (67.3) | (48.4) | (55.2)

NS=nem szignifikans
PN=pronucleus (elémag)

: 2
“Pearson ~ préba
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Az oszt6dési ardnyt tekintve (6. tdbldzat) szintén szignifikans kiillonbséget taldltunk a
csoportok kozott. Hasonléan a normal megtermékenyiilési aranyhoz, itt is a fragmentélt
sarkitestet tartalmazé petesejtek (III. csoport) osztéddsi ardnya bizonyult a
legmagasabbnak, mig a szokottndl nagyobb méretii sarkitest (IV. csoport) eredményezte
a legalacsonyabb osztddasi ardnyt.

A zygotéak életképességét jelzd nucleolus eloszlas (7. tablazat), valamint a kiterjedt
kiilsO cytoplasmagytir jelenléte (8. tdblazat) nem mutatott eltérést a kiilonb6z0 sarkitest

morphologidju petesejt csoportokban.

7. tablazat: Normdl nucleolus eloszlds eléforduldsa a kiilonb6z6 sarkitest morphologidju

csoportokban (a petesejtek sarkitest tipus szerinti csoportositisat a 5. tdblazat

tartalmazza)

Sarkitest tipusa )y I II I v \Y% P-érték
Petesejtek szama® | 2205 455 637 1065 31 17 —
Normal 1087 234 325 501 21 6 NS®
mageloszlds (%) (49.3) | (51.4) | (51.0) | (47.0) | (67.7) | (35.3)

NS=nem szignifikdns
*Csak 2205 petesejt adatai alapjan (49 petesejtnél a mageloszlas nem volt megitélhetd)

b 2
Pearson ¢~ préba

8. tablazat: Kiterjedt kiilsd cytoplasmagytirQi el6forduldsa a kiilonboz6 sarkitest
morphologidji csoportokban (a petesejtek sarkitest tipus szerinti csoportositidsat a 5.

tablazat tartalmazza)

Sarkitest tipusa x I II III v \Y% P-érték
Petesejtek szdma 2254 468 650 1088 31 17 —
Kiils6 gytirti 1797 366 519 879 23 10 NS*
(%) (79.7) | (78.2) | (79.8) | (80.8) | (74.2) | (58.8)

NS=nem szignifikans

: 2
“Pearson ~ préba

A sarkitest morphologiai jellemzdi nem befolyédsoltdk a petesejtekbdl 1étrejott

pracembrydk 4tlagos sejtszdmat, morphologiai pontértékét, az A és B mindségi
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kategoridba tartozd, valamint kivdldé mindségli pracembrydk gyakorisagdt sem a

megtermékenyitést kovetd 2. napon (9. tablazat), sem pedig a 3. napon (10. tidblazat).

9. tadblazat: Pracembrydk sejtszdma €s mindsége a kiilonbozo sarkitest morphologidju

csoportokban a megtermékenyitést kovetd 2. napon (a petesejtek sarkitest tipus szerinti

csoportositasat a 5. tdblazat tartalmazza)

Sarkitest tipusa h) I I I v A" P-érték
Praecembrydk szdma 2194 | 459 628 1061 30 16 —
A praecembryok sejtszama’ 4.1 4.0 4.0 4.1 4.3 4.4 NS®

+1.3 | 14 | 1.2 | 14 | 1.7 | £14
Fragmentdcié mennyisége %" | 17.1 17.9 18.2 16.0 20.5 19.1 | 0.0046
+13.1 || £13.9 | £13.8 | £12.2 | £12.1 | £12.8 b
Morphologiai pontérték® 2.3 2.3 2.3 2.3 2.1 2.3 NS°
0.6 | 0.6 | 0.6 | 0.6 | x04 | +0.6
A és B min0ségli pracembyok | 744 156 215 365 5 3 NS*
szama (%) (339) | (34.0) | (342) | (344) | (16.7) | (18.8)
Kivalé mindségl 589 117 171 294 4 3 NS¢
pracembryok szama (%) (26.8) | (25.5) | 27.2) | (27.7) | (13.3) | (18.8)
Tobbmagvu blastomerak 185 38 55 81 8 3 0.0029
el6fordulasa (%) 84) | 83) | (8.8 | (7.6) | (26.7) | (18.8) ¢

NS=nem szignifikdns

*A feltiintetett értékek atlagok (szoras)

°Kruskal-Wallis préba

2
“Pearson y~ préba

A praecembrydkban megfigyelhetd sejtmagmentes fragmentumok mennyisége azonban

mind a 2., mind pedig a 3. napon szignifikdns kiilonbséget mutatott a csoportok kozott.

A 2. napon megfigyelt fragmentidcié mennyisége a III. csoportban (fragmentélt vagy

degeneralt sarkitest) bizonyult a legkisebbnek (16.0%), ami szignifikdnsan eltér mind az

I. csoportban (17.9%; P=0.008), mind a II. csoportban (18.2%; P<0.001), mind pedig a

IV. csoportban (20.5%; P=0.048) megfigyelt fragmenticié atlagos mennyiségétol. A

megtermékenyitést kovetd 3. napon szintén a III. csoportban figyeltik meg a
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legkevesebb atlagos fragmentédcidt (19.2%), az egyes csoportok kozotti kiillonbségek
azonban csokkentek, igy mér csak a II. és III. csoport kozott tapasztaltunk szignifikdns

eltérést (P=0.028).

10. tablazat: Pracembryodk sejtszama €s minOsége a kiilonbozo sarkitest morphologidju
csoportokban a megtermékenyitést kovetd 3. napon (a petesejtek sarkitest tipus szerinti

csoportositasat a 5. tdblazat tartalmazza)

Sarkitest tipusa X I II I v v P-érték
Praecembryodk szama 1791 362 502 889 25 13 —
A pracembryok sejtszdma® 6.5 6.5 6.5 6.6 6.4 6.3 NS’

2.0 | £2.1 +19 | £19 | 2.6 | £22
Fragmentacié mennyisége %° | 19.8 19.6 20.9 192 | 204 20.8 |0.0454°
+14.8 | £154 | £14.7 | £14.6 | £12.1 | £15.0
Morphologiai pontérték® 2.16 2.18 2.15 2.15 2.16 2.23 NS’
+0.56 | +0.59 | £0.56 | £0.56 | £0.47 | +0.44
A és B mindségii pracembyok | 426 93 120 205 5 3 NS¢
szama (%) (23.8) || (25.7) | (23.9) | (23.1) | (20.0) | (23.1)
Kivél6é mindségi 258 50 77 126 3 2 NS*
pracembryok szdma (%) (14.4) | (13.8) | (15.3) | (14.2) | (12.0) | (15.4)

NS=nem szignifikdns

* A feltiintetett értékek atlagok (+sz6ras)

® Kruskal-Wallis proba

¢ Pearson y° préba

A tobbmagvu blastomerdkat tartalmazé pracembryok gyakorisdgdban szintén
szignifikdns eltéréseket taldltunk a csoportok kozott (9. tdblazat). A szokasosndl
nagyobb sarkitestet tartalmazé petesejtekbdl fejlodd praeembrydkndl figyeltiik meg a
leggyakrabban ezt az elvéltozést (26.7%), amely szignifikdnsan magasabb, mint az I.
csoportban (8.3%; P<0.001), a II. csoportban (8.8%; P=0.001), valamint a IIL
csoportban (7.6%; P<0.001) megfigyelt eléfordulasi gyakorisdg. Bar a tobbmagvi
blastomerdkat tartalmazé pracembrydk eléforduldsi gyakorisdga az éretlen sarkitestet

tartalmazé (5.) csoportban is magasabb (18.8%), mint az 1., II. vagy III. csoportban
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megfigyelt érték, feltehetden az alacsony esetszdm miatt ebben az esetben nem sikeriilt

szignifikans kiilonbséget kimutatni.

4.2.2. A perivitellindris tér vizsgalatinak eredéményei

A petesejtben megfigyelhetd perivitellindris tér méretének vizsgélatat 2448 érett (MII)
petesejten végeztiik el a 3.6.3 pontban (Iasd még 13. dbra) leirtak alapjan. A kiilonb6z6
méretli perivitellinaris térrel rendelkezd petesejtek megoszlasat a 11. tdblazat
tartalmazza. A petesejtek kozel 60%-aban figyeltink meg normal, vagy enyhén
megnagyobbodott perivitellindris teret, mig a petesejtek tobb mint 40%-a a szokasosnal
jelentdsen nagyobb perivitellinéris térrel rendelkezett.

Az ICSI kezelésben részesitett 2448 érett petesejtbol 1660 (67.8%) termékenyiilt meg
normdlisan, amelyek koziil 1612 (65.8%, az injektdlt petesejtekre vonatkoztatva)

osztédott a megtermékenyitést kovetd 2. napon végzett pracembryo birdlatig.

11. tdblazat: Petesejtek megoszlasa a perivitellinris tér mérete alapjan

Perivitellinéris tér mérete N Y%
I | Normal 648 | 26.5
IT | Enyhén megnagyobbodott 786 | 32.1

Il | Jelentésen megnagyobbodott 1014 | 41.4
Osszesen 2448 | 100

A kiilonboz6 méretii perivitellinaris térrel rendelkezd petesejtek megtermékenyiilési és
osztédasi ardnyai a 12. tdblazatban lathaték. Sem a normdl megtermékenyiilés (2PN),
sem pedig a kéros megtermékenyiilés (1PN, 3PN) gyakorisdga nem tér el egymastol az
egyes csoportok kozott. Az ICSI kezelést kdvetden degenerdlddott petesejtek ardnya
novekvo tendencidt mutat a perivitellindris tér méretének novekedésével, de a csoportok
kozotti kiilonbség nem szignifikdns. Az injektalt petesejtek szdmadara vonatkoztatott
osztédasi ardny is hasonlénak bizonyult a kiilonb6z6 méretli perivitellinaris térrel
rendelkezd petesejtek kozott.

A zygotdk életképességét jelzd nucleolus eloszlds (13. tabldzat), valamint a kiterjedt
kiilsO cytoplasmagytirti jelenléte (14. tablazat) nem mutatott eltérést a kiillonb6z6 méret

perivitellindris térrel rendelkezd petesejt csoportokban.
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12. tablazat: Megtermékenyiilési €s osztodasi ardny a perivitellindris tér méretének

fiiggvényében (a petesejtek perivitellindris terének mérete szerinti csoportositdsat a 11.

tablazat tartalmazza)

Perivitellindris tér mérete hX I II III P-érték
Petesejtek szdma 2448 648 786 1014 —
Megtermékenyiilés
OPN 479 143 140 196 NS*
(%) (19.6) | (22.1) | (17.8) | (19.3)
1PN 117 24 36 57 NS*
(%) (4.8) (3.7) (4.6) (5.6)
2PN 1660 440 550 670 NS*
(%) (67.8) | (67.9) | (70.0) | (66.1)
3PN 98 22 35 41 NS*
(%) (4.0) (3.4 4.5) (4.0)
Degeneralt 94 19 25 50 NS*
(%) (3.8) (2.9) (3.2) 4.9)
Oszt6dési arany 1612 427 538 647 NS*
(%) (65.8) | (65.9) | (68.4) | (63.8)

NS=nem szignifikans
PN=pronucleus (elémag)

: 2
“Pearson ~ préba

13. tablazat: Normal nucleolus eloszlds eloforduldsa a kiilonbozo PVS (perivitellindris

tér) csoportokban (a petesejtek perivitellindris terének mérete szerinti csoportositasat a

11. tablazat tartalmazza)

PVS z I II III P-érték
Petesejtek szdma* 1575 421 523 631 —
Normal mageloszlés 813 216 276 321 NS®
(%) (51.6) (51.3) (52.8) (50.9)

NS=nem szignifikdns

*Csak 1575 petesejt adatai alapjan (37 petesejtnél a mageloszlas nem volt megitélhetd)

b 2
Pearson ¢~ préba
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14. tablazat: Kiterjedt kiilsé cytoplasmagyiiri el6forduldsa a kiilonbozé PVS

(perivitellinéris tér) csoportokban (a petesejtek perivitellinéris terének mérete szerinti

csoportositasat a 11. tdblazat tartalmazza)

PVS )y I I I P-érték
Petesejtek szdma 1612 427 538 647 —
Kiilsé gytirti 1277 324 428 525 NS®
(%) (79.2) (75.9) (79.6) (81.1)

NS=nem szignifikdns

“Pearson y proba

A kiilonb6zd PVS csoportba tartozé praecembrydk megtermékenyités utdni 2. napon
megfigyelt sejtszamat €s mindségét a 15. tablazat, mig a 3. napon végzett megfigyelések
eredményét a 16. tablazat tartalmazza.

A leggyorsabb fejlodést a szlik perivitellinaris térrel rendelkezd petesejtekbol 1étrejott
pracembryok (I. csoport) mutattdk. Ezen praeembryok dtlagos blastomeraszama a
megtermékenyitést kovetd 2. napon (4.3 £1.5) szignifikdnsan magasabb volt, mint a II.
csoportban (4.0, P=0.008), és a IIl. csoportban (3.8, P<0.001). A II. és III. csoport
kozott is szignifikdnsnak (P=0.007) bizonyult a kiilonbség. Hasonld tendencia volt
megfigyelhetd a megtermékenyitést kovetd 3. napon is a kiilonbozé PVS csoportokba
tartoz0 pracembrydk sejtszamat illetden, bar a statisztikai prébak a 2. napi adatokndl
alacsonyabb szignifikancia szintet eredményeztek.

A sejtmagmentes fragmenticié 4tlagos mennyisége a PVS csoportokban a
megtermékenyitést kovetd 2. napon szintén jelentOs eltérést mutatott. Az 1. csoportba
tartoz0 praeembrydkban figyeltik meg a legtobb fragmentumot (20.2%), amely
szignifikdnsan magasabb volt mind a II. csoportban (18.1%, P=0.022), mind pedig a III.
csoportban megfigyelt (15.5%, P<0.001) fragmentacié mennyiségénél. Tovabba a II. és
III.  csoport kozott is szignifikdnsnak bizonyult (P<0.001) a fragmentacid
mennyiségében megfigyelt kiilonbség. A megtermékenyitést kovetd 3. napon a 2.
napihoz hasonl6 kiillonbségek mutatkoztak a fragmenticié mennyiségében a kiillonbozd

PVS csoportok kozott.
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15. tablazat: Sejtszdm és praecembryo mindség a kiilonb6zd PVS csoportokban a 2.

napon (a petesejtek perivitellindris terének mérete szerinti csoportositasit a 11. tdblazat

tartalmazza)
Perivitellindris tér mérete z I II 111 P-érték
Petesejtek szdma 1612 427 538 647 —
A praeembryok sejtszdma® 4.0 4.3 4.0 3.8 | <0.0001"

+1.4 *1.5 +1.3 *+1.3

Fragmentdcié mennyisége %" 17.6 20.2 18.1 155 | <0.0001°
+13.6 || £13.9 | £14.2 | 125
Morphologiai pontérték® 2.3 2.2 2.3 2.4 0.0028°
+0.6 | 0.5 | 0.6 | +0.6
A és B mindségili pracembydk | 520 114 170 236 0.0033¢

szama (%) (32.3) | (26.7) | (31.6) | (36.5)

Kivélé min6ségii 384 86 129 169 NS*
pracembryok szdma (%) (23.8) | (20.1) | (24.0) | (26.1)
Tobbmagvi blastomerdk 124 42 49 33 0.0055¢
el6forduldsa (%) 7.7 | 9.8 | 9. | (5.1

NS=nem szignifikdns
*A feltiintetett értékek atlagok (szoras)
°Kruskal-Wallis préba

2
“Pearson y~ préba

A fragmenticié mennyiségét és a blastomerdk méretét, valamint alakjat is magaban
foglalé morphologiai pontérték szintén szignifikdns eltérést mutatott a csoportok kozott.
A jobb praecembryo mindséget jelz0 legmagasabb morphologiai pontértéket a III.
csoportban (a szokdsosndl 1ényegesen nagyobb PVS) figyeltik meg (2.4+0.6), amely
szignifikdnsan kiillonbozott az 1. csoportban (2.2+0.6, P=0.001), valamint a IL
csoportban megfigyelt értéktél (2.3£0.5, P=0.013). Hasonl6 tendencia volt
megfigyelhetd a megtermékenyitést kovetd 3. napon is a kiilonbozé PVS csoportba
tartozo pracembrydk morphologiai pontértékét illetden, bar a statisztikai probdk a 2.

napi adatokndl alacsonyabb szignifikancia szintet eredményeztek.
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Az A és B mindségli pracembryok elofordulési gyakorisdga a 2. napon szintén eltért a
csoportok kozott. A legnagyobb ardnyban a III. csoportban (36.5%), mig a legkisebb
ardnyban az I. csoportban (26.7%) figyeltink meg j6 mindségli pracembrydkat
(P<0.001), mig a II. csoportban a j6 mindségli pracembrydk gyakorisdga (31.6%) nem
tért el jelentdsen sem az I, sem a IIl. csoportban megfigyelt értékektdl. A
megtermékenyitést kovetd 3. napra az A €s B mindségli pracembrydk gyakorisdga kozti
kiilonbségek csokkentek, igy ebben az esetben mar nem mutathaté ki szignifikdns

eltérés a csoportok kozott.

16. tdblazat: Pracembrydk sejtszdma €s mindsége a kiillonbozd PVS csoportokban a 3.

napon (a petesejtek perivitellindris terének mérete szerinti csoportositasat a 11. tablazat

tartalmazza)
Perivitellindris tér mérete )y I I I P-érték
Petesejtek szdma 1293 352 443 498 —
A pracembryok sejtszdma® 6.4 6.8 6.5 6.2 0.0001°

+2.0 | £2.2 | £1.9 | 2.0
Fragmentécié mennyisége %" | 20.3 23.3 20.8 17.8 | <0.0001°
+15.7 | £16.4 | £16.4 | £14.1

Morphologiai pontérték” 2.13 2.09 2.09 2.18 0.0252°
+0.57 | £0.59 | £0.56 | +0.58

A és B mindségli pracembyok | 286 74 87 125 NS¢

szama (%) (22.1) | (21.0) | (19.6) | (25.1)

Kivélé min6ségii 152 41 53 58 NS¢

pracembryok szdma (%) (11.8) | (11.7) | (12.0) | (11.6)

NS=nem szignifikdns
“A feltiintetett értékek atlagok (+szoras)
°Kruskal-Wallis préba

“Pearson y” préba
A kivdl6 mindségli (gyorsan osztédd, A vagy B mindségi kategdridba sorolt)

pracembryok gyakorisdga sem a 2. sem a 3. napon nem tért el lényegesen a kiillonboz6

PVS csoportok kozott.
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A tobbmagvi blastomerdt tartalmazé praeembrydkat (15. tdbldzat) a szokdsosndl
jelentdsen nagyobb perivitellinaris térrel rendelkezd petesejtekbdl  fejlodott
pracembryok csoportjdban figyeltink meg a legritkdbban (5.1%). Ennél 1ényegesen
gyakrabban figyeltiink meg tobbmagvi blastomerdat mind az I. csoportban (9.8%,
P=0.003), mind pedig a II. csoportban (9.1%, P=0.007).

4.2.3. A cytoplasma szemcsézettség vizsgalatanak eredményei

A cytoplasma szemcsézettségének vizsgalatat 2448 érett (MII) petesejtnél végeztiik el a
3.6.4. pontban (ldsd még 14. dbra) leirtak alapjan. A petesejtek megoszlasat a kiillonb6zo
cytoplasma szemcsézettségii csoportok szerint a 17. tdblazat tartalmazza. A petesejtek
5%-a nem tartalmazott semmilyen szemcsézettséget, vagy csak minimalis
szemcsézettséget mutatott. Tovabbi 45% tobb kisebb méretli szemcsét tartalmazott, mig
a petesejtek felében nagyméreti vagy fénytord szemcsét, esetleg kraterszeru
szemcsézettséget figyeltiink meg.

Az ICSI kezelésben részesitett 2448 érett petesejtbdl 1660 (67.8%) termékenyiilt meg
normdlisan, amelyek koziil 1612 (65.8%, az injektdlt petesejtekre vonatkoztatva)

osztédott a megtermékenyitést kovetd 2. napon végzett pracembryo birdlatig.

17. tablazat: Cytoplasma szemcsézettség tipusok megoszldsa az injektalt MII petesejtek

kozott

Szemcsézettség tipusa N %

I | Szemcsézettség nem lathato, vagy legfeljebb 1-2 125 | 5.1

kisméretli (<5 wm) szemcse

II | Tobb kisméretii (<5 um) szemcse 1108 | 45.3
IIT | 5 um-nél nagyobb szemcse 584 |23.9
IV | fénytord szemcse 263 | 10.7
V | kraterszer(i szemcsézettség a cytoplasma kdzepén 368 | 15.0

Osszesen 2448 | 100

A kiilonb6zd cytoplasma szemcsézettségli petesejtek megtermékenyiilési €s osztédasi

ardnyait a 18. tdblazat tartalmazza. Sem a normal megtermékenyiilés (2PN), sem a
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koros megtermékenyiilés (1PN, 3PN) gyakorisidga, sem pedig a degenerdlt petesejtek
ardnya nem tér el jelentOsen a kiilonboz6 szemcsézettségii csoportok kozott.

Az injektalt petesejtek szaméra vonatkoztatott osztdddsi ardny azonban szignifikdns
kiilonbséget mutatott az egyes csoportok kozott. A legmagasabb osztoddsi ardnyt a
minimalis szemcsézettséget tartalmazd petesejtek esetében (I. csoport) figyeltik meg
(72.8%), ami jelentdsen meghaladta a fénytord szemcsét tartalmazé petesejtek osztdddsi
ardnyat (60.8%, P=0.021). A nagyobb méretli szemcsét tartalmazd petesejtek
csoportjdban (III. csoport) szintén az atlagot meghaladé osztédasi ardnyt figyeltiink meg
(69.5%), amely magasabb, mint a II. csoportban (64.6%, P=0.043), valamint a IV.
csoportban (60.8%, P=0.013) megfigyelt osztddasi ardny.

18. téblazat: Megtermékenyiilési €s osztdddsi ardny a kiilonb6z0 szemcsézettségii
petesejt csoportokban (a petesejtek cytoplasma szemcsézettség szerinti csoportositdsat a

17. tablazat tartalmazza)

Szemcsézettség tipusa z I I I v v P-érték
Petesejtek szdma 2448 125 1108 584 263 368 —
Megtermékenyiilés
OPN 479 26 223 94 62 74 NS*
(%) (19.6) | (20.8) | (20.1) | (16.1) | (23.6) | (20.1)

IPN 117 1 54 33 13 16 NS*
(%) (4.8) (0.8) 4.9) (5.7) 4.9) (4.3)
2PN 1660 92 733 419 168 248 NS*
(%) (67.8) | (73.6) | (66.2) | (71.7) | (63.9) | (67.4)
3PN 98 3 45 25 9 16 NS*
(%) (4.0) (2.4) 4.1) (4.3) (3.4) (4.3)

Degeneralt 94 3 53 13 11 14 NS*
(%) (3.8) (2.4) (4.8) (2.2) 4.2) (3.8)

Osztédasi arany 1612 91 716 406 160 239 | 0.0404°
(%) (65.8) | (72.8) | (64.6) | (69.5) | (60.8) | (64.9)

NS=nem szignifikdns

PN=pronucleus (eldmag)

: 2
“Pearson ~ préba
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A zygotdk életképességét jelzd nucleolus eloszlds (19. tabldzat), valamint a kiterjedt
kiils6 cytoplasmagylirli jelenléte (20. tdbldzat) nem mutatott eltérést a kiilonb6zo

szemcsézettségli cytoplasmaval rendelkezé petesejt csoportokban.

19. tablazat: Normal nucleolus eloszlas el6forduldsa a kiillonbozd szemcsézettségii
csoportokban (a petesejtek cytoplasma szemcsézettség szerinti csoportositdsat a 17.

tablazat tartalmazza)

Szemcsézettség tipusa z I I I v v P-érték
Petesejtek szama® 1619 86 713 413 164 243 —
Normal nucleolus eloszlds | 842 39 365 222 92 124 NS®
(%) (52.0) | (45.3) | (51.2) | (53.8) | (56.1) | (51.0)

NS=nem szignifikdns
“Csak 1619 petesejt adatai alapjan (41 petesejtnél a mageloszlds nem volt megitélhetd)

b 2
Pearson ¢~ préba

20. tablazat: Kiterjedt mértékt kiilsé cytoplasmagytiri el6forduldsa a kiillonbozo
szemcsézettségli csoportokban (a petesejtek cytoplasma szemcsézettség szerinti

csoportositasat a 17. tdblazat tartalmazza)

Szemcsézettség tipusa h) I II III v \Y P-érték
Petesejtek szdma 1660 92 733 419 168 248 —
Kiils6 gytri 1312 65 577 330 134 206 NS*

(79.0) | (70.7) | (78.7) | (78.8) | (79.8) | (83.1)

NS=nem szignifikans

: 2
“Pearson ~ préba

A kiilonbozé cytoplasma szemcsézettségli  csoportokba tartozé praecembrydk
megtermékenyités utdni 2. napon megfigyelt sejtszamat és mindségét a 21. tablazat, mig
a 3. napon végzett megfigyelések eredményeit a 22. tabldzat tartalmazza.

A kiilonboz6 szemcsézettségli csoportok kozott a megtermékenyitést kovetd 2. napon az
atlagos sejtszdm, valamint morphologiai pontérték tekintetében nem taldltunk

kiilonbségeket.

62




A minimdlis szemcsézettséget tartalmazd petesejtekbdl fejlodé  praeembrydk
csoportjdban figyeltik meg a legkevesebb fragmenticidt (15.8%), mig a fénytord
szemcsét tartalmaz6 csoportban az dtlagosndl nagyobb mennyiségli fragmentaciot
(20.3%) tartalmaztak a praeembrydk, azonban a csoportok kozotti eltérések nem
szignifikansak.

Az A és B minOségli pracembryok gyakorisdga, valamint a kival6 mindségli
pracembryok gyakorisdga szintén az I. csoportban volt a legnagyobb (39.6%, valamint
28.6%), mig a IV. csoportban a legkisebb (27.5%, valamint 20%), azonban szignifikdns

eltérést a csoportok kozott ebben az esetben sem tudtunk kimutatni.

21. tdblazat: Sejtszam és pracembryo mindség a kiillonbozd cytoplasma szemcsézettségii
csoportokban a megtermékenyitést kovetd 2. napon (a petesejtek cytoplasma

szemcsézettség szerinti csoportositasat a 17. tdblazat tartalmazza)

Szemcsézettség tipusa h) I II 11T v \Y P-érték
Petesejtek szama 1612 91 716 406 160 239 —
A praeembryok sejtszdma® 4.0 3.8 4.1 4.0 39 4.1 NS®

1.4 | 1.2 | 1.3 +1.5 +1.3 +1.4
Fragmentécié mennyisége %" 17.6 15.8 17.2 17.6 20.3 17.7 NS°
+13.6 | £11.4 | £13.4 | £13.8 | £14.2 | £14.0
Morphologiai pontérték” 23 2.4 2.3 23 2.3 23 NS®
+0.6 | £0.5 | 0.6 | £0.6 | +0.5 +0.6
A €s B mindségli pracembyodk | 520 36 226 137 44 77 NS¢
gyakorisdga (%) (32.3) | (39.6) | (31.6) | (33.7) | (27.5) | (32.2)
Kivalé mindségii 384 26 181 89 32 56 NS*
praeembryok gyakorisaga (%) || (23.8) | (28.6) | (25.3) | (21.9) | (20.0) | (23.4)
Tobbmagvu blastomerak 124 8 53 33 7 23 NS*
eléforduldsa (%) 77 | 88 | (74) | 81) | 44) | 9.6)

NS=nem szignifikdns

* A feltiintetett értékek dtlagok (+széras)

® Kruskal-Wallis préba

¢ Pearson y° préba
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A tobbmagvu blastomerdkat tartalmazé praeembryok eldforduldsi gyakorisdga (21.
tdblazat) a fénytord szemcsét tartalmazé petesejtekbol kifejlodott praeembrydkban volt
a legkisebb (4.4%), mig a kraterszerli szemcsézettséget mutatd petesejtek csoportjaban a

legnagyobb (9.6%), de a csoportok kozotti eltérés nem bizonyult szignifikdnsnak.

22. téblazat: Praeembryok sejtszdma €s mindsége a kiillonbozd szemcsézettségii

csoportokban a 3. napon (a petesejtek cytoplasma

csoportositasat a 17. tdblazat tartalmazza)

szemcsézettség szerinti

Szemcsézettség tipusa z I II 111 v \Y P-érték
Petesejtek szdma 1293 72 589 321 121 190 —
A praeembryok sejtszdma® 6.4 6.5 6.5 6.5 6.3 6.5 NS®

+2.0 | £19 | £2.0 | £2.1 +1.9 | £2.1
Fragmentécié mennyisége %" | 20.3 19.7 19.0 20.2 25.1 21.9 | 0.0007°
+15.7 | £14.1 | £15.1 | £16.4 | £17.7 | 149
Morphologiai pontérték” 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1 NS®
0.6 | £0.5 | x0.6 | 0.6 | £0.6 | 0.5
A és B mindségli pracembyok | 286 14 140 73 25 34 NS¢
gyakorisdga (%) 22.1) || (19.4) | (23.8) | (22.7) | (20.7) | (17.9)
Kival6é mindségli 152 9 69 43 15 16 NS*
praeembryok gyakorisaga (%) || (11.8) | (12.7) | (11.7) | (13.4) | (12.4) | (8.4)

NS=nem szignifikdns
“A feltiintetett értékek atlagok (+szoras)
°Kruskal-Wallis préba

“Pearson y” préba

A megtermékenyitést kovetd 3. napon végzett morphologiai biralat sordn a blastomerak
szamat, az &atlagos morphologiai pontértéket, az A és B mindségli pracembrydk
gyakorisagat, valamint a kivalé6 mindségii praeembryok gyakorisdgat tekintve a 2. napi
vizsgélatokhoz hasonlé eredményeket kaptunk (22. tdblazat). A fragmentacid
mennyiségének tekintetében azonban, szemben a 2. napi vizsgélat eredményeivel, a 3.
napon szignifikdns kiilonbségeket taldltunk a kiilonb6z0 szemcsézettségli csoportok

kozott. A legnagyobb mennyiségli fragmentéaciét a 3. napon is a fénytord szemcsét
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tartalmazé csoportban figyeltiikk meg (25.1%) amely szignifikdnsan magasabb, mint a II.
csoportban (19%, P<0.001), valamint a III. csoportban (20.2%, P=0.006) talalt érték. A
kraterszeri szemcsézettséget mutatd petesejtekbdl 1€trejott pracembrydk atlagosan
20.3% fragmentaciét tartalmaztak, amely szintén tobb, mint a II. csoportban (19%,
P<0.002), valamint a III. csoportban (20.2%, P=0.026) megfigyelt érték. Az I
csoportban megfigyelt fragmentici6 mennyisége nem tér el szignifikdnsan a tobbi

csoportban megfigyelt értéktol.

4.2.4. A cytoplasmaban megfigyelhetd vacuolumok vizsgalatanak eredményei

A cytoplasmédban megfigyelhetd vacuolumok vizsgalatat 3387 érett (MII) petesejtben
figyeltiik meg a 3.6.5. pontban (14sd még 15. 4dbra) leirtak alapjan.

A kiilonboz6 tipusi vacuolumok eléforduldsat a 23. tabldzat mutatja. A petesejtek
90%-a semmilyen vacuolumot nem tartalmazott a spermium mikroinjektalds
idopontjaban. A petesejtek tovabbi 5.4%-a csak 1-2 kisebb vacuolumot tartalmazott, és
a jelent6sebb mennyiségli vacuolumot, vagy zsdkocskaszerli képletet tartalmazéd
petesejtek gyakorisdga sem haladta meg az 5%-ot.

Az ICSI kezelés eredményeként 2254 (66.5%) normélisan megtermékenyiilt, 2
eldmagot tartalmazé zygota jott 1étre, amelyek koziil 2194 (64.8%, az injektdlt MII
petesejtekre vonatkoztatva) osztdédott a megtermékenyitést kovetd 2. napon végzett

pracembryo biralatig.

23. tadblazat: A kiilonboz0 tipusi vacuolumokat tartalmazé petesejtek megoszlisa az

injektalt petesejtek csoportjaban

Vacuolum tipusa N %
I | Vacuolum nem lathat6 3048 | 90.0
II | 1-2 kisebb méreti vacuolum 182 | 54

III | Nagyobb méretli, vagy 2-nél tobb vacuolum 73 | 2.2

IV | Zsékocskaszeri képzodmény 84 | 2.5
Osszesen 3387 | 100
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A megtermékenyiilési €s osztodasi ardnyokat a kiilonb6zo tipusi vacuolumokat
tartalmazé petesejtek esetében a 24. tabldzat mutatja. A vacuolumokat nem tartalmazé
petesejtek (I. csoport) megtermékenyiilési ardnya (67.6%) 1ényegesen magasabb, mint a
jelentds mennyiségli vacuolumot tartalmazé III. csoportban (45.1%, P<0.001), vagy a
zsékocskaszerli vacuolumot tartalmazo IV. csoportban (51.1%, P=0.002) megfigyelt
megtermékenyiilési ardny. A néhany kisebb vacuolumot tartalmazé II. csoportban
megfigyelt megtermékenyiilési ardny (66.5%) szintén jelentésen meghaladja a III.
csoport (45.1%, P<0.002), valamint IV. csoport (51.1%, P=0.017) megtermékenyiilési
aranyat.

Ennek megfelelon a meg nem termékenyiilt petesejtek ardnya is hasonléan alakul a
csoportok kozott, azzal a kiillonbséggel, hogy itt csak a 1. €s IV. csoport kozti kiilonbség
szignifikans (20.6% vs. 33.3%; P=0.005).

Az 1 pronucleust tartalmazé zygotdk ardnya a III. csoportban 2-3-szor nagyobb, mint a
tobbi csoportban, azonban ez az eltérés nem szignifikdans. A 3 eldmagot tartalmazé
zygotdk ardnya a zsdkocskaszerii vacuolumot tartalmazé petesejtek esetében volt a
legmagasabb (11.9%), ami meghaladja mind az I. csoportban (3.5%, P<0.001), mind
pedig a II. csoportban megfigyelt (3.8%, P<0.012) 3PN ardnyt. Ugyanakkor a jelentOs
mennyiségli vacuolumot tartalmazé (II1.) csoportban is magasabb a 3PN ardny (8.2%),
mint a vacuolumot nem tartalmazé (I.) csoportban (3.5%, P=0.033). Az ICSI kezelés
kovetkeztében degenerdlddott petesejtek ardnya nem kiilonbozott a csoportok kozott.

Az osztédasi ardnyt vizsgdlva a normdl megtermékenyiiléshez hasonlé eredményeket
taldltunk, tehdt a vacuolumokat nem, vagy csak minimdlis mértékben tartalmazé
petesejtek jelentdsen nagyobb ardnyban osztédtak, mint azok a petesejtek, amelyek

nagyobb mennyiségli vacuolumot, vagy zsakocskaszerii képletet tartalmaznak.

66



24. tablazat: Megtermékenyiilési €s osztodasi ardny a kiillonbozd tipusd vacuolumokat

tartalmazé petesejtekben (a petesejtek kiillonbozd tipusi vacuolumok  szerinti

csoportositasat a 23. tdblazat tartalmazza)

Vacuolum tipusa z I I I v P-érték
Petesejtek szdma 3387 3048 182 73 84 —
Megtermékenyiilés
OPN 723 629 44 22 28 0.0063*
(21.3) || (20.6) | (24.2) | (30.1) | (33.3)

1PN 172 154 7 8 3 NS*
(5.1) (5.1) (3.8) | (11.0) | (3.6)

2PN 2254 2057 121 33 43 <0.0001*
(66.5) || (67.5) | (66.5) | (45.2) | (51.2)

3PN 130 107 7 6 10 0.0002*
(3.8) (3.5) (3.8) 8.2) | (11.9

DEG 108 101 3 4 0 NS*
(3.2) (3.3) (1.6) (5.5) (0.0)

Oszt6dasi arany 2194 2002 119 30 43 <0.0001*
(64.8) || (65.7) | (654) | (41.1) | (51.2)

NS=nem szignifikdns

PN=pronucleus (elémag)

“Pearson x* prba

A zygotdk életképességét jelz0 normdl nucleolus eloszlds (25. tdblazat), valamint a

kiterjedt kiils6 cytoplasmagyliri el6forduldsdnak gyakorisdga (26. tabldzat) nem

mutatott eltérést a kiillonbozd tipust vacuolumokat tartalmazé petesejtek csoportjaban.
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25. téblazat: Normdal nucleolus eloszlds gyakorisiga a kiillonbozd mértékben
vacuolumos petesejtekbdl 1étrejott zygotdkban (a petesejtek kiilonb6zd tipusu

vacuolumok szerinti csoportositasat a 23. tablazat tartalmazza)

Vacuolum tipusa z I I I v P-érték
Petesejtek szdma 2205 2013 118 32 42 —
Normal nucleolus eloszlas 1087 993 54 17 23 NS*
(%) (49.3) | (49.3) | (45.8) | (53.1) | (54.8)

NS=nem szignifikdns
*Csak 2205 petesejt adatai alapjan (49 petesejtnél a mageloszlas nem volt megitélhetd)

b 2
Pearson ¢~ préba

26. tablazat: Kiterjedt kiilsd cytoplasmagytrii eléforduldsa a kiillonbozd mértékben
vacuolumos petesejtekbdl 1étrejott zygotdkban (a petesejtek kiilonb6zd tipusd

vacuolumok szerinti csoportositdsat a 23. tablazat tartalmazza)

Vacuolum tipusa z I II I v P-érték
Petesejtek szdma 2254 2057 121 33 43 —
Kiilsé gytirti el6forduldsa 1797 1639 105 23 30 NS*
(%) (79.7) | (79.7) | (86.8) | (69.7) | (69.8)

NS=nem szignifikans

: 2
“Pearson ~ préba

A kiilonb6z6 tipusd vacuolumokat tartalmazd petesejtekbdl fejlodé praeembrydk
megtermékenyités utdni 2. napon megfigyelt sejtszamat és mindségét a 27. tablazat, mig
a 3. napon végzett megfigyelések eredményét a 28. tablazat tartalmazza.

Az o0sztédd praeembryok sejtszamat vizsgdlva nem taldltunk elétrést a kiilonbozo
mértékben vacuolumos csoportok kozott sem a 2., sem pedig a 3. napon. Ugyanakkor a
fragmentacié mennyiségében, a praecembrydk morphologiai pontértékében, valamint az
A és B mindségli pracembrydk gyakorisdgdban szignifikans kiilonbséget taldltunk az
egyes csoportok kozott.

A sejtmagmentes fragmentumok atlagos mennyisége a megtermékenyitést kovetd 2.
napon 17-18% kozott volt a L., I1. és III. csoportban, mig a zsdkocskaszerli vacuolumot

tartalmazé petesejtekbdl 1étrejott pracembrydk esetében (IV. csoport) ennél 1ényegesen
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kevesebb, mindossze 12.1% fragmentéicidt figyeltiink meg. Az eltérés az 1. és IV.
csoport kozott (P=0.011), valamint a II. és IV. csoport kozott (P=0.014) volt
szignifikdns. A megtermékenyitést kovetd 3. napon a 2. napihoz hasonlé eltérés volt a
csoportok kozott a fragmentici6 mennyiségében, ekkor azonban méar a III. és IV.
csoport kozott is szignifikdnsnak bizonyult a kiilonbség (P=0.005).

A morphologiai pontérték szintén a zsdkocskaszerli vacuolumot tartalmazé
petesejtekbol 1étrejott praeembrydk csoportjdban volt a legmagasabb (2.6+0.6) a
megtermékenyitést kovetd 2. napon, amely szignifikdnsan eltért a vacuolumot nem
tartalmazé (I.) csoport (2.3+0.6, P=0.006), valamint a jelentds mennyiségii vacuolumot
tartalmaz6 (III.) csoport (2.2+0.4, P=0.005) eredményeitdl. Ezek a kiilonbségek a
megtermékenyitést kovetd 3. napon is megfigyelhetdek, azonban ekkor méar a II. és IV.
csoport kozott is szignifikdans (P<0.001) az eltérés.

Az A és B min0ségli praecembrydk gyakorisdga is a IV. csoportban (zsdkocskaszerii
képzddményt tartalmaz6 petesejtek) volt a legmagasabb mind a megtermékenyitést
kovetd 2. napon (55.8%), mind pedig a 3. napon (60%). Ebben (a IV. csoportban) a jé
mindségli pracembrydk gyakorisdga szignifikdnsan magasabb volt (P<0.01), mint
amennyit a mdsik harom csoportban megfigyeltiink akér a 2. akar a 3. napon.

A kivédlé mindségli pracembrydk gyakorisiga a megtermékenyitést kovetd 2. napon
nem, csak a 3. napon mutatott szignifikdns eltérést a csoportok kozott. Ekkor a
zsdkocskaszerli vacuolumot tartalmazé petesejtekbdl fejlodé kivalé mindségi
pracembryok gyakorisdga haladta meg jelentésen a vacuolumot nem tartalmazé
petesejtekbdl fejlddott pracembrydk csoportjét (33.3% vs. 13.8%; P=0.002), mig a tobbi

csoportot dsszehasonlitva szignifikdns kiillonbséget nem taldltunk.
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27. tablazat: A kiilonb6z0 mértékben vacuolumos petesejtekbdl fejlodd pracembrydk
sejtszdma €és mindsége a 2. napon (a petesejtek kiillonbodzo tipusi vacuolumok szerinti

csoportositasat a 23. tdblazat tartalmazza)

Vacuolum tipusa z I I I v P-érték
Petesejtek szdma 2194 | 2002 119 30 43 —
A praeembryok sejtszdma® 4.1 4.1 4.2 4.0 3.8 NS’

+1.3 *+1.3 +1.3 +1.6 =1.0

Fragmentdcié mennyisége %" 17.1 17.2 17.8 17.2 12.1 0.0291°
+13.1 || #13.1 | #13.5 | #11.2 | #10.5

Morphologiai pontérték® 2.3 2.3 2.4 2.2 2.6 0.0143°
+0.6 | 0.6 | 0.6 | x04 | +0.6

A és B mindségli pracembyok | 744 670 44 6 24 0.0059¢

gyakorisdga (%) (33.9) || (33.5) | (37.0) | (20.0) | (55.8)

Kival6é mindségli 589 531 39 4 15 NS*

pracembryok gyakorisaga (%) | (26.8) | (26.5) | (32.8) | (13.3) | (34.9)

Tobbmagvi blastomerdk 185 167 10 4 4 NS*

el6forduldsa (%) 84) | 83) | 84 | (13.3) | (9.3)

NS=nem szignifikans
*A feltiintetett értékek atlagok (szoras)
°Kruskal-Wallis préba

2
“Pearson y~ préba

A tobbmagvu blastomerdkat tartalmaz6 praeembrydk gyakorisdga (27. tablazat) a
jelentds mennyiségli vacuolumot tartalmazé petesejtekbdl fejlddé pracembrydk
csoportjdban volt a legmagasabb (13.3%) azonban feltehetéen a csoportokon beliili
alacsony esetszamok miatt ez az érték nem tér el szignifikdnsan a tobbi csoportban

megfigyelt alacsonyabb (8.3%-9.3%) gyakorisagtol.
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28. tablazat: A kiillonboz6 mértékben vacuolumos petesejtekbdl fejlodd pracembrydk
sejtszdma €és mindsége a 3. napon (a petesejtek kiillonbozo tipusi vacuolumok szerinti

csoportositasat a 23. tdblazat tartalmazza)

Vacuolum tipusa z I I I v P-érték

Petesejtek szdma 1791 | 1644 93 24 30 —

6.5 6.5 7.0 6.5 6.7 NS°

A praeembryok sejtszdma®
+2.0 +2.0 +1.9 +2.3 +1.8

19.8 19.9 20.7 20.2 1.5 | 0.0291°

Fragmentécié mennyisége %"
+14.8 | £14.8 | £154 | £129 | £8.7

2.2 2.1 2.2 2.2 2.6 0.0143°

Morphologiai pontérték®
P siip +0.6 +0.6 +0.6 +0.5 +0.5

A €s B min0ségli pracembyok | 426 380 22 6 18 <0.0001°¢
gyakorisiga (%) (23.8) | (23.1) | (23.7) | (25.0) | (60.0)
Kivalé mindségii 258 227 16 5 10 0.0142°

pracembrydk gyakorisaga (%) || (14.4) | (13.8) | (17.2) | (20.8) | (33.3)

NS=nem szignifikdns
“A feltiintetett értékek atlagok (szorés)
°Kruskal-Wallis préba

“Pearson y préba

4.3. A korai praeembryo fejlédés vizsgalatanak eredményei

A korai pracembryo fejlodés vizsgalatat 2001. oktéber €s 2004. februar kozott elvégzett
490 IVF kezelés sordan, 2280 normdlisan megtermékenyiilt (2 eldmagot tartalmazd)
zygota esetében végeztiik el, amelyek koziil 2216 osztédott a megtermékenyitést kovetd
2. napon végzett morphologiai vizsgalat idejére.

62 IVF/ICSI kezelés (291 petesejt) esetében a korai praeembryo fejlodés vizsgalata
olyan id6pontban lett volna esedékes, amikor az Embrioldgiai Laboratérium
munkarendje nem tette lehetévé annak elvégzését. Igy a fenti iddszakban tortént IVF
kezelések koziil 6sszesen 308 beteg 428 kezelésénél végeztiik el a korai pracembryo
fejlodés vizsgdlatit, amelynek sordn 1921 normdlisan megtermékenyiilt és a

késObbiekben osztddott zygota adatait dolgoztuk fel.
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4.3.1. A korai pracembryo fejlodés optimalis vizsgalati idOpontjdnak meghatarozdsa

A zygotakban megfigyelhetd elomagok jelenlétét, illetve a korai osztodas bekovetkeztét
a megtermékenyitést kovetd 20-28. érdban vizsgaltuk. A megfigyelések idopontjat ezen
idotartamon beliill nem hatdroztuk meg eldre, igy a vizsgélatok idejét elsOsorban az
Embriolégiai Laboratérium munkarendje hatdrozta meg. Ennek kovetkeztében a
megfigyelések jelentds része (83.7%-a) a megtermékenyités utdn 24 + 2 oraval tortént,
mig 20 és 22 6ra kozott a vizsgalatok 9.7%-a, 26 és 28 6ra kozott pedig a megfigyelések
6.7%-a tortént. A sz€lsé idopontokban rendelkezésiinkre 4ll6 alacsony esetszam ellenére
a 16. 4dbra egyértelmiien mutatja, hogy a pronucleusok eltiinése legkorabban 21.5 6rdval
a megtermékenyitést kovetden jelentkezett, mig az elsd osztddds legkordbban a 22.
ordban tortént. Ezt kovetden a 2 pronucleust tartalmaz6 zygotdk ardnya fokozatosan
csokkent, mig az elsd sejtosztdédason tuljutott pracembrydk gyakorisdga novekedett a
vizsgélt idOtartomanyban. A pronucleust mar nem mutatd, de még nem osztodott
zygotédk gyakorisdga a megtermékenyitést kovetd 23. 6rdig emelkedett, majd a zygotdk
20-30%-aban a vizsgalati id6 végéig fennallt.

Amennyiben a vizsgdlat idején az 1 sejtes zygotdkat, valamint a mar osztédott
pracembrydkat a 3.9. pontban lefrtak szerint egy csoportba vonjuk 6ssze (PNBD+
csoport) ugy lehetdségiink nyilik az eldmagok eltlinésének optimélis idOszakat
meghatdrozni.

A 16. dbraan sotétkék vonal mutatja, hogy a megtermékenyités utdn 21 d6raval még
valamennyi vizsgalt zygotaban latszottak az elémagok. 21.5 6raval a megtermékenyités
utdn tapasztaltuk el0szor a PNBD jelenségét, amely a kovetkez0 egy oraban nem
haladta meg a 20%-os gyakorisdgot. A megtermékenyités utin 23-24 6raval végzett
megfigyelések sordn a PNBD gyakorisdga 35-40% kozott volt, majd 24.5-25 6éraval a
megtermékenyités utdn 50-55%-ra emelkedett. Ezt kovetden az eldmagok eltiinése a

zygotéak tobb mint 70%-ban volt megfigyelhetd.
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A megtermékenyitéstél a korai praeembryofejlédés vizsgalataig eltelt idé (6ra)

16. abra: Proculeust tartalmazé (2PN) és nem tartlamazé (1 sejtes) zygotdk, valamint 2
sejtes praeembryok gyakorisdgdnak elOforduldsa a vizsgédlat iddpontjadnak
fliggvényében. Az abran sotétkék vonal jeloli azon zygotdk gyakorisdgat, ahol a
pronucleus mar nem lathat6 (PNBD+ csoport). Ez a csoport magdban foglalja a
pronucleust mar nem mutaté 1 sejtes zygotdkat, valamint az elsd sejtosztéddson tdljutott

praeembryokat.

Mindezek alapjan a korai pronucleus eltlinés tovabbi vizsgdlata sordn csak azon
IVF/ICSI kezelések adatait hasznaltuk fel, amelyekben a PNBD vizsgdlata a
megtermékenyités utan 22-25 éraval tortént. fgy a tanulmény ezen részébe osszesen 286
betegnél elvégzett 383 IVF/ICSI kezelés sordn normadlisan megtermékenyiilt és

osztédott 1736 praeembryo adatait hasznéltuk fel.

4.3.2. A megtermékenyités modja és a korai pracembryo fejlodés kapcsolata

A megtermékenyités utdn 22-25 oraval elvégzett PNBD vizsgélat ideje alatt 618 zygota
hagyomanyos IVF kezelés utjan, mig 1118 zygota ICSI kezelés eredményekét jott 1étre.
Az ICSI kezelés utjan 1étrejott zygotdk 41.1%-a, mig az IVF kezelés utjan 1étrejott
zygotdk 37.1%-a mutatott korai pronucleus eltlinést (29. tdblazat). A kiilonbség a két

csoport kozott nem szignifikans.
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29. tablazat: A megtermékenyités modja és az eldmagok korai eltlinésének gyakorisdga

Megtermékenyités modja h) IVF ICSI | P-érték
Petesejtek szdma 1736 618 1118 —
Korai PNBD zygotak szdma 688 229 459 NS*
(%) (39.6) | (37.1) | (41.1)

NS = nem szignifikans

“* préba

4.3.3. Az eldmagok korai eltiinése és a pracembryok fejlddésének kapcsolata

A megtermékenyitést kovetd 22-25. éra kozott elvégzett vizsgidlatok eredményeit, a
pracembrydk sejtszamat €s mindségét az elOmagok eltlinésének korai, illetve késoi
bekovetkezésének fliggvényében a 30. tdbldzatban tiintettiik fel.

A praeembrydk sejtszama korai PNBD csoportban jelentdsen meghaladta a késéi PNBD
csoportban megfigyelt atlagos értéket a megtermékenyitést kovetd 2. €s 3. napon is.
Ugyanakkor a praeembrydk mindségére utald fragmenticié mennyisége, a morphologiai
pontérték, valamint az A és B mindségli pracembryok gyakorisiga hasonlénak
bizonyult a két csoportban mindkét praecembryo vizsgélati idépontban.

A kivdl6 mindségli praeembryok gyakorisdga szintén szignifikdnsan (P<0.0001)
magasabb volt a korai mint a kés6i PNBD csoportban a megtermékenyitést kovetd 2. és

3. napon egyarant.
A tobbmagvi blastomerdk gyakorisdga (30. tdblazat) a korai PNBD csoportban

lényegesen alacsonyabb volt, mint a kés6i PNBD csoportban megfigyelt gyakorisag
(4.8% vs. 9.3%, P=0.0006)
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30. tablazat: Korai és kés6i PNBD praeembryok morphologiai sajatossdgainak

Osszehasonlitdsa a megtermékenyitést kovetd 2. napon

Korai PNBD | Kés6éi PNBD P-érték
Pracembryok szdma 688 1048 —
A praeembryok sejtszdma 4.4 3.6 <0.0001°
+1.2 +1.4
Fragmentécié mennyisége % * 16.6 16.9 NS®
+13.1 +13.4
Morphologiai pontérték * 2.4 2.3 NS®
+0.6 +0.6
A és B mindségli pracembyodk gyakorisdga 255 348 NS¢
(%) (37.1) (33.2)
Kival6 mindségli pracembrydk gyakorisaga 247 206 <0.0001°¢
(%) (35.9) (19.7)
Tobbmagvi blastomerdk el6forduldsa 33 97 0.0006°
(%) (4.8) 9.3)

NS=nem szignifikdns
*A feltiintetett értékek atlagok (szoras)
°Student-féle t-préba

“x* préba
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31. tabldzat: Korai és késéi PNBD praeembryok morphologiai sajitossagainak

Osszehasonlitdsa a megtermékenyitést kovetd 3. napon

Korai PNBD | Kés6éi PNBD P-érték
Praeembryodk szama 585 889 —
A praeembryok sejtszdma® 7.1 5.9 <0.0001°
+1.9 +2.0
Fragmentécié mennyisége %" 18.2 19.0 NS®
+14.5 +15.7
Morphologiai pontérték® 2.17 2.13 NS®
+0.5 +0.6
A és B mindségli pracembyodk gyakorisdga 135 205 NS¢
(%) (23.1) (23.1)
Kival6 mindségli pracembrydk gyakorisaga 109 71 <0.0001°¢
(%) (18.6) (8.0)

NS=nem szignifikdns
“A feltiintetett értékek atlagok (+szorés)
°Student-féle t-préba

“v* préba

4.3.4. Elomagok korai eltinését mutatd pracembryok beiiltetésének hatidsa az IVF

kezelések kimenetelére

A pronucleus eltiinés id6pontja és az IVF kezelések eredményessége kozti
Osszefiiggések vizsgdlata sordn csak azoknak az embryotransferrel zéarult IVF
kezeléseknek az adatait értékeltiik, ahol valamennyi beiiltetett praeembryo vagy csak
korai, vagy csak késéi PNBD zygotdbdl fejlédott (homogén embryotransferek). Igy
azok a kezelések, ahol a beiiltetett praeembrydk kozott korai és késdi PNBD
pracembryok is voltak (kevert embryotransfer) a tovabbi vizsgédlatokban nem vettek
részt. Igy az IVF kezelések eredményességének vizsgdlatdban 58 korai, és 139 késéi
PNBD ciklust hasonlitottunk 6ssze, amelyeknek fontosabb adatait a 32. tablazatban
tiintettiik fel.
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32. tablazat: Korai €s késoi PNBD ciklusok dsszehasonlitasa

PNBD P-érték
Korai Késoi

Kezelési ciklusok szama 58 139 —
Anyai életkor” 336 | #52 | 334 | +49 | NS
Bazalis FSH (NE/I)* 6.6 +2.3 6.7 +2.5 NS®
E, hormonszint az ovulacié indukcié 2384 | +1185 2487 +1133 NS°
napjan (NE/1)*
Leszivott tiisz6k szdma® 10.9 +5.1 10.9 +4.6 NS®
Nyert petesejtek szama® 6.7 +4.0 7.2 +3.6 NS®
Erett (MII) petesejtek szdma® 54 +3.4 5.6 +3.7 NS°
Megtermékenyiilt petesejtek szdma® 4.5 +2.9 4.0 +2.6 NS®
Beiiltetett pracembryok dtlagos sejtszdma® 6.7 +2.1 5.0 +2.0 |<0.0001°

Fragmentici6 atlagos mennyisége (%) a 12.9 +9.4 15.8 +11.6 NS®

beiiltetett pracembryékban®

Beiiltetett pracembrydk morphologiai 24 +0.4 22 +0.5 | 0.030°

pontértéke®

Kival6 mindségli beiiltetett pracembrydk 1.4 +0.9 0.6 +0.7 |<0.0001"

szdma"

Beiiltetett pracembryok szdma® 2.7 +1.0 2.9 +0.9 NS®
Osszes terhesség (%) 32/58 | (55.2) | 46/139 | (33.1) | 0.0039°
Klinikai terhesség (%) 28/58 | (48.3) | 38/139 | (27.3) | 0.0045°
Bedgyazddas (%) 41/155 | (26.5) | 61/404 | (15.1) | 0.0019°

NS=nem szignifikdns
*A feltiintetett értékek atlagok (szoras)
°Student-féle t-préba

“x* préba

A vizsgdlatba bevont korai és késéi PNBD ciklusokat ¢sszehasonlitva nem taldltunk
szignifikdns kiillonbséget az anyai életkor, bazdlis FSH szint, az ovuldcié indukci6
napjan mért serum oestradiol szint, a leszivott tiiszO0k szadma, nyert petesejtek-, érett

(MII) petesejtek, megtermékenyiilt petesejtek, valamint a beiiltetett pracembrydk szdma
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tekintetében a két csoport kozott. A korai PNBD csoportban a beiiltetett pracembryok
atlagos sejtszdma jelentOsen meghaladta a késéi PNBD csoportban megfigyelt atlagos
sejtszamot. Ugyanakkor a fragmenticié mennyisége nem tért el jelentdsen az emlitett
két csoportban. A beiiltetett praecembryok morphologiai pontértéke szignifikdnsan
magasabb, és a kivdlé mindségli praecembrydk gyakorisdga is nagyobb volt a korai
PNBD csoportban.

Az IVF kezelések kimenetelét tekintve a korai PNBD csoportban tobb mint 20%-kal
magasabb 0Osszes terhességi és klinikai terhességi ardnyt tapasztaltunk, és a
bedgyazdddsi ardny is tobb mint 10%-kal magasabb volt, mint a késéi PNBD

csoportban.
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5. Megbeszélés

Az asszisztilt reprodukcids beavatkozdsok jelentds fejlddésen mentek keresztiil az
elmilt 10-15 évben. A medddség kezelését végzd szakemberek egyre ujabb és
hatékonyabb petefészek stimuldcios protokollok alkalmazdsaval, mig az embrioldgiai
laboratériumok udjabb és ujabb technikai lehetdségek bevezetésével, valamint a
megtermékenyités és a pracembryo tenyésztés koriilményeinek javitdsaval igyekeznek
az IVF kezelések eredményességét tovabb fokozni. A kezelések egyre szélesebb
javallati korben alkalmazhatok. Az ICSI kezelés 1990-es évek elején tortént rutinszera
bevezetése, majd a hereszovetbdl torténd himivarsejtnyerés kiilonboz6 formdinak
alkalmazasa a legsilyosabb androldgiai kérképek esetében is lehetdséget adott a sikeres
asszisztalt reprodukcios kezelésekre.

Az IVF kezelések sordan az eredményesség kifejezésének egyik legjobb moddja a
bedgyazddasi ardny megfigyelése. Bar a bedgyazddasi ardny asszisztdlt reprodukcids
kozpontonként, vagy betegcsoportonként is vdltozik, dltaldnossagban mégis
elmondhat6, hogy 100 beiiltetett pracembryébdl mindossze 10-15 4gyazddik be. A
sokszor normaélisan fejlédd pracembrydk bedgyazodasanak elmaraddsat a legtobb szerzo
genetikai okokkal magyardzza. In vitro fertilisatio céljabol nyert petesejtek 18-20%-a,
himivarsejtek 3-4%-a hordoz valamilyen kromoszéma rendellenességet [91]. Ugyanez
az arany az o0sztédo praeembryok esetében az anyai életkortol, valamint a pracembrydk
morphologiai jellemzditd] fiiggden 20-40% kozott lehet [92].

A genetikai rendellenességek kisziirésére a petesejtek €s a zygotdk esetében sarkitest
biopsia, mig az oszt6dé pracembryok esetében blastomera vagy trophectoderma biopsia
végezhetd. Ezek a mddszerek azonban nem tekinthetdk valamennyi IVF kezelés sordn
rutinszertien alkalmazhat6 eljardsnak. Ugyanakkor szdmos munkacsoport megfigyelte,
hogy a beiiltetésre keriilé praeembry6k morphologiai vizsgalata lehetdséget adhat arra,
hogy megitéljiik a pracembryok életképességét [4,93,94,95].

Igy a legtobb asszisztlt reprodukcids kezelést végzd intézetben a rendelkezésre 4116
pracembryok morphologiai vizsgdlata alapjan vdlasztjdk ki — az embryotransfert
megeldzden — a legéletképesebbnek tiind, beiiltetésre keriild pracembryodkat. A 90-es

évek mdasodik felétdl kezdve azonban szdmos IVF kozpontban egyre nagyobb sulyt
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fektettek arra, hogy a tobbes terhességek gyakorisdgdnak csokkentése céljabol mind
kevesebb pracembrydt iiltessenek be tigy, hogy kdzben ne csokkenjen a terhességi arany
[74,96,97,98]. Igy ma mar tébb IVF kozpontban is — bizonyos feltételek teljesiilése
mellett — mindossze egy pracembryo beiiltetésével (elective single embryo transfer)
végzik az IVF kezelések egy részét [79,99,100]. Az 4j embryotransfer stratégidk
alkalmazasdhoz azonban a morphologiai birédlati rendszerek bovitése vilt sziikségessé,
hogy az egyes praeembryokrdl rendelkezésiinkre all6 minél tobb informdcié alapjan
valaszthassuk ki a beiiltetésre keriil6 el6ébrényeket.

A praecembryok morphologiai vizsgédlata mellett igy kiemelt szerepet kapott a
megtermékenyiilt petesejtek vizsgalata is. Két kiilonb6z6 munkacsoport egymastol
fliggetleniil igazolta, hogy a megtermékenyiilt petesejtben megfigyelhetd elémagok
morphologiai jellemzdi szoros 0sszefiiggésben vannak a zygotabdl fejlodé praeembryo
késobbi életképességével [51,54]. A pronucleusok morphologiai vizsgilata sordn azok a
zygoték tekinthetok jobb életképességlicknek, amelyek eldmagjai azonos méretiiek, és a
magokban megfigyelheté magvacskék eloszldsa szimmetrikus.

Ugyanakkor a zygotdk egy részében megfigyelhetd, hogy a mikrotubulusok
kozremiikodésével a mitokondriumok és mds sejtalkotok az eldmagok koriili részre
hizédnak be, igy a megtermékenyiilt petesejt kiilsé részén egy attetszo
cytoplasmagytiri figyelhetd meg. A jelenség el6forduldsa szorosan Osszefiigg a
zygotakbdl fejlédd praeembryok jobb mindségével és nagyobb Eletképességével
[101,102,103].

Az anyai életkor 35 év feletti novekedése a kezelések eredményességének fokozatos
csOkkenését eredményezi. Az életkor novekedésével csokken ugyan a kezelésenként
nyert petesejtek €s pracembrydk szama, ez azonban énmagédban még nem indokolja a
kezelések eredményességének dramai csokkenését. Donor petesejtek IVF kezelésekben
torténd felhaszndldsdval azonban magasabb anyai életkor esetén is elfogadhaté
terhességi €s bedgyazddasi ardnyt lehet elérni. Mindez arra utal, hogy az IVF kezelések
sordan az anyai életkor elOrehaladtaval tapasztalhaté gyengébb eredményességért
elsésorban a praeembryo és nem a méhen beliili kornyezet tehetd feleldssé. Mivel a
férfiak életkora nem befolydsolja lényegesen az IVF kezelések eredményességét, az a
kovetkeztetés is levonhatd, hogy a praeembrydk gyengébb életképességéért az esetek

tobbségében nem a himivarsejtek, hanem a petesejtek tehetok feleldssé [104].
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5.1. A petesejtek morphologiai vizsgalatainak értékelése

5.1.1. Az elso sarkitest morphologiai vizsgalatanak értékelése

Az in vitro fertilisatiés kezelések sordn nyert érett petesejtekben az 1. sarkitest jol
megfigyelhetd. Megjelenése egyértelmiien jelzi a petesejt meiotikus érési folyamatanak
befejezodését. A sarkitest morphologidja nem csak a petesejt érettségére, de ovulacid
utdni "Oregedésére" is utalhat. A nem megfeleld nucledris érési folyamat esetén a
sarkitest kivdldasa akdr el is maradhat, mig a petesejtnyerés eldtt tilsdgosan gyorsan
bekovetkezd maturdcid, majd a megtermékenyitésig tart6 MII 4allapotban torténd
hosszas vdrakozds sordn az 1. sarkitest degenerdloddsa vagy fragmentdléddsa
kovetkezhet be [28].

Mindezek alapjan néhdny kutatocsoportban felmeriilt annak lehetOsége, hogy
megkisérelje az 1. sarkitest dllapota alapjdn megitélni a petesejtek, és az abbdl fejlodo
pracembryok életképességét. Hagyomanyos in vitro fertilisatiés kezelések soran tett
megfigyelések alapjan ugy tlinik, hogy a normalist6l eltérd sarkitest (fragmentalt, a
szokdsosndl kisebb, vagy lényegesen nagyobb) a normadlis megtermékenyiilés
gyakorisdgdnak csokkenését, mig a rendellenes megtermékenyiilés eléforduldsanak
novekedését eredményezi [105]. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy hagyomanyos
IVF kezelés soran az 1. sarkitest megtermékenyiilés elotti allapota nehezen figyelhetd
meg. ICSI kezelés sordn eldszor Xia (1997) kozolt adatokat a sarkitest morphologiai
jellemzoi és a késObbi praeembryo fejlodés Osszefiiggéseirdl [13]. Megfigyelései szerint
az intakt illetve fragmentdlt sarkitestet tartalmazd petesejtek, amennyiben mads
rendellenességet nem mutattak, azonos ardnyban termékenyiiltek meg, és sejtszamuk is
hasonldéan alakult a megtermékenyitést kovetd 2. napon. Ugyanakkor a j6 mindségi
pracembrydk gyakorisdga intakt sarkitest esetében jelentGsen meghaladta a fragmentalt
sarkitestet tartalmazé petesejtek csoportjdban megfigyelt gyakorisagot (66.7 vs. 39.1;
P<0.01). Ugyanez a tanulmany beszdmol arrdl is, hogy a petesejtre sapkaszerien
raboruld, éretlen sarkitest esetében a megtermékenyiilési ardny mindossze 25%, és az
igy létrejott pracembryok egyike sem jutott til a 2 sejtes dllapoton.

Ugyanakkor Ebner munkacsoportja nem csak a praecembryo mindségben, de a
megtermékenyiilési ardnyban [14], valamint a blastocysta 4llapotig fejlodo
pracembrydkat eredményezd petesejtek gyakorisdgdban is [106] szignifikdns

kiilonbséget taldlt az 1. sarkitest morphologidjatdl fiiggden. Mads tanulmanyok ezzel
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szemben nem taldltak Osszefliggést az 1. sarkitest morphologidja és a petesejtek
megtermékenyiilési ardnya, a praeembryok mindsége vagy a praeembrydkban
kimutatott aneuploidia gyakorisag kozott [30,31].

Sajat vizsgélataink sordn az 1. sarkitest valamennyi olyan morphologiai sajatossagat
egyiittesen vettilk figyelembe, amelyeket kordbbi tanulmdnyokban kiilon-kiilon mér
leirasra keriiltek. Tanulmanyunk id6szakaban a normélisndl nagyobb, valamint az
éretlen sarkitest azonban rendkiviil ritkan (1.8% illetve 0.9%) fordult el6, ami az
alacsony esetszdm miatt megnehezitette a statisztikai értékelést. Eredményeink szerint
a fragmentélt sarkitestet tartalmazé petesejtek termékenyiiltek meg és osztodtak a
legnagyobb ardnyban, mig a szabdlyos alaku, de egyenetlen felszini, valamint a
szokdsosndl nagyobb petesejtek esetében az atlagosndl alacsonyabb megtermékenyiilési
€s osztddasi ardnyt tapasztaltunk. Hasonld tendencidrél szamolt be Verlinsky [31],
valamint Ciotti [30] munkacsoportja is, azonban az éltaluk k6zolt tanulmanyokban —
feltehetden az itt bemutatottndl alacsonyabb petesejtszdm miatt — az egyes csoportok
kozti kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak. Eredményeink ugyanakkor csak
részben tdmasztjak ald Ebner és munkatarsai kordbbi megfigyelését [14], amelyben a
normdlisndl nagyobb sarkitest esetén szintén alacsony (50%-o0s) megtermékenyiilési
ardnyrdl szamolnak be. Ugyanebben a tanulmédnyban azonban normal méretli sarkitest
esetén a fragmentdlt sarkitest jelenléte alacsonyabb megtermékenyiilési ardnyt
eredményezett, mint az intakt sarkit testet tartalmazé petesejtek csoportjdban megfigyelt
megtermékenyiilési arany, és ez eltér a sajat eredményeinktol.

Sajit tanulmanyunkban a praeembrydkban megfigyelt fragmenticié mennyisége a
fragmentalt sarkitestet tartalmazd petesejtek csoportjdban volt a legalacsonyabb a
megtermékenyiilést kovetd 2. napon, a kiilonbségek azonban minimalisra csokkentek a
csoportok kozott a 3. napi praeembryo birdlat idejére. Ugyanakkor a praeembrydk
sejtszdma, a morphologiai pontérték, a j6 mindségli valamint a kivdldé mindségl
pracembryok gyakorisdga nem mutatott eltérést a csoportok kozott. Mindez alatdmasztja
azokat a kordbbi megfigyeléseket, amelyek igazoltdk, hogy a sarkitest morphologiai
jellemzoi és a pracembryo mindség kozott nincs kozvetlen osszefiiggés [30,31].

A tobbmagvu blastomerdk gyakorisdga a normdl méretli intakt, valamint fragmentalt

sarkitestet tartalmaz6 petesejtek csoportjdban kozel azonos volt. Ugyanakkor a
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normdlisndl nagyobb, valamint éretlen sarkitestet tartalmazé csoportokban lényegesen
gyakrabban lattunk tobbmagvi blastomerat a pracembrydkban.

Mindez — Osszevetve a két utdbbi petesejt csoporttal kapcsolatban tett kordbbi
megfigyelésekkel — arra enged kovetkeztetni, hogy a szokdsosndl nagyobb, valamint
éretlen sarkitestet tartalmazo petesejtekbdl fejlodo pracembryodkat gyengébb mindségiik
miatt ne iiltessiik be a kezelések sordn, amennyiben lehetdségiink van mas pracembrydt
vélasztani.

A fragmentalt sarkitestet tartalmazo petesejtek csoportjara vonatkoz6 megfigyeléseink,
valamint Verlinsky és Ciotti kordbban mér emlitett tanulmédnyai [30,31] ugyanakkor
nem tdmasztottdk ald Ebner munkacsoportjdnak kordbbi megallapitasait [106,109].
Miutén a sarkitest megfigyelése és morphologiai besoroldsa meglehetdsen objektivnek
tekinthetd, az eltérd eredményeket nem valdszinii, hogy az eltérd birdlati paraméterek
okozzédk. Ciotti tanulmdnyaban ugyanakkor rdmutat arra, hogy a cumulus sejtek zona
pellucidardl torténd eltavolitasa és az ICSI kezelés kozott eltelt idovel ardnyosan ndtt a
fragmentalt sarkitestek gyakorisdga [30]. Mindez aldtdmasztja azt a kordbban mar
emlitett megfigyelést, miszerint az 1. sarkitest fragmentdléddsa az érett, MII petesejt
oregedésének a jele [28]. Amennyiben a petesejtnyerést koveté 7-9 Oordn beliil
megtorténik a spermium mikroinjectio, ugy a petesejtek dregedése feltehetden még nem
éri el azt a mértéket, hogy az akar a petesejt megtermékenyiilését, akar a beldle fejlodo
pracembryd mindségét hatranyosan befolydsolja [30]. Mindez felhivja a figyelmet arra
is, hogy a kiilonb6z6 intézetekben végzett tanulmanyok Osszehasonlithatosidgat a
vizsgalatok targyat (jelen esetben a petesejt morphologidjat) kozvetleniil nem érintd
laboratériumi koriilmények eltérései is nehezitik.

Osszességében elmondhatjuk, hogy eredményeink alapjan a fragmentdlt sarkitestet
tartalmazé petesejtekbdl fejlodé praeembrydk, éppugy beiiltethetok, mint a normaél
méretll, kerek vagy ovalis sarkitestet tartalmaz6 petesejtekbdl fejlddd pracembrydk, mig
a szokdsosndl nagyobb, vagy éretlen sarkitestet tartalmazd petesejtekbdl fejlodo

pracembryok beiiltetését lehetdség szerint keriilni kell.

5.1.2. A perivitellindris tér morphologiai vizsgalatanak értékelése

A petesejtek érése sordn a nucledris és cytoplasmatikus érési folyamatok egymadssal

parhuzamosan zajlanak. A két folyamat lefolydsdban jelentkezé idObeli eltérések
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(aszinkronia) szdmos morphologiai elvéltozds kialakuldsdt eredményezhetik a
petesejtben. A perivitellindris tér mérete jol mutathatja a cytoplasma pillanatnyi
allapotat, igy a normdlisndl jelent6sen nagyobb perivitellindris tér a cytoplasma
éretlenségére utalhat. Tobb kordbbi tanulmény is foglalkozott a perivitellindris tér
mérete és a petesejt, illetve az abbdl fejlodd eldébrény éEletképessége kozotti
Osszefiiggésekkel. Ezek koziil azonban viszonylag kevés az, amelyben a perivitellindris
tér vizsgalata kiilonvalaszthat6 egyéb petesejt rendellenességek hatdsdnak vizsgalatatol.
Korabbi tanulményok a normalisndl nagyobb perivitellinaris térrel rendelkezd petesejtek
gyakorisagat 9% és 47% kozott irtdk le [12,13,20,21,107]. Ez a nagy eltérés a
megnagyobbodott PVS-t tartalmazé petesejtek gyakorisdgdban arra utal, hogy a
kiilonbozé szerzOk mdés-mds hatart hdztak meg a normdl- és megnagyobbodott
perivitellindris tér elkiilonitésére. Az idézett kozlemények egyike sem {irja le pontosan,
hogy milyen objektiv mérés alapjan soroltdk a petesejteket a normélisndl nagyobb PVS
csoportba. Sajat tanulmdnyunk a kordbbiakkal szemben nem két, hanem harom
csoportba sorolja a petesejteket a perivitellindris tér mérete alapjan: sziik, enyhén
nagyobb és jelentdsen megnagyobbodott PVS kategdridkat létrehozva. Ez alapjan a
jelentdsen megnagyobbodott perivitellinaris térrel rendelkezd petesejtek gyakorisdga
41.4%, mig a szlik PVS csoportba a petesejtek minddssze 25.5%-a tartozik (11.
tdblazat). Mindez arra utal, hogy a kordbbi tanulmanyokban leirt "normélisnal nagyobb
perivitellindris  tér" sajat tanulmdnyunkban a jelentdsen megnagyobbodott
perivitellindris tér kategéridnak felel meg. Ugyanakkor az altalunk sziik, illetve enyhén
megnagyobbodott PVS kategéridkba sorolt petesejteket a kordbbi tanulmanyok
egységesen a normadl kategdridba soroltdk.

A megnagyobbodott PVS-sel rendelkezd petesejtek megtermékenyiilési ardnyat
elsoként De Sutter munkacsoportja hasonlitotta 0ssze [12] az "idedlis" morphologidju
petesejtekével. Sem a normdl megtermékenyiilés gyakorisigdban, sem pedig a
kiilonbozd koros megtermékenyiilés, illetve az ICSI kezelés kovetkeztében
degeneralddott petesejtek aranyaban nem taldltak szignifikdns kiilonbséget a két csoport
kozott. Ugyanakkor megemlitendd, hogy ebben a tanulmdnyban 194 idedlis
morphologidju petesejt megtermékenyiilését hasonlitottdk Ossze 66 megnagyobbodott
PVS-sel rendelkezd petesejtével. A normdl megtermékenyiilési ardnyban 12%

kiilonbség mutatkozott (72% vs 60%), ami feltehetéen az alacsony esetszdm miatt nem
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szignifikdns, tendencidjdban azonban mindenképpen jelentds eltérésnek tekinthetd. Xia
hasonl6 tanulmanyaban (1997) [13] mar szignifikdnsan magasabb megtermékenyiilési
aranyt irt le normal PVS-sel rendelkezd petesejteknél, mint a megnagyobbodott PVS
esetében. A kiilonbség ebben az esetben 12-16% (P<0.01), attdl fiiggden, hogy a
jelenség tarsult-e az 1. sarkitest fragmentéltsdgaval, vagy sem. Ezt a megfigyelést
tdmasztotta ald Plachot és munkatdrsainak munkdja [21], amely szintén az atlagosnal
alacsonyabb megtermékenyiilési ardnyt irt le a normadlisndl nagyobb perivitellindris
térrel rendelkezd petesejtek esetében (61.3% vs. 53.4%; P<0.05). Mindezek mellett
olyan kozlemény is megjelent az elmult években, amely szinte teljesen azonos
megtermékenyiilési ardnyt ir le a két vizsgalt csoport esetében [20].

Sajat vizsgdlataink ez utdbbi tanulmanyt latszanak megerdsiteni, miszerint sem az
enyhén, sem a jelentdsen megnagyobbodott perivitellindris tér nem befolydsolta
Iényegesen a megtermékenyiilési és osztddasi ardnyokat (12. tdbldazat). Ugyanigy nem
taldltunk kiillonbséget a zygota morphologiai jellemzdi tekintetében a kiillonbozd PVS
csoportok kozott.

Az o0sztéddé praeembryok morphologiai sajatossdgait vizsgdlva is ellentmondd
eredmények sziilettek a perivitellinaris tér mérete szempontjabdl. Az 0szt6do
pracembryok sejtszdmardl a korabbi tanulmanyok koziil egyediil Xia k6zol adatokat
[13]. Megfigyelései szerint a normal perivitellindris térrel rendelkezd petesejtek a
megtermékenyitést kovetd 2. napra nagyobb ardnyban jutottak el 3-8 sejtes allapotba,
mint a megnagyobbodott perivitellindris térrel rendelkezd petesejtekbdl fejlodo
pracembryok. Ezt a megfigyelést sajat eredményeink is aldtdmasztjdk, miszerint a
megnagyobbodott perivitellindris tér lassabb embryofejlddést eredményezett. A
megnovekedett PVS csoportokban az alacsonyabb sejtszam ugyanakkor kisebb mértéki
fragmentacidval parosult.

A praecembrydkban a sejtmagmentes fragmentumok tobbnyire a sejtosztdddsok soran
keletkeznek. Ez magyardzatot adhat arra, hogy a gyorsabban fejlodd, tobb sejtet
tartalmazé praeembryokban nagyobb mennyiségii fragmentumot figyeltiink meg, de ez
a jelenség onmagdban nem indokolja a szignifikdns kiilonbséget a fragmentacio
tekintetében a normdl €és megnagyobbodott PVS csoportok kozott. Ugyanakkor

Racowsky és munkatarsainak tanulmanya (2003) felhivja a figyelmet arra, hogy az
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0szt6do praeembryok sejtszama sokkal inkdbb meghatdrozza a bedgyazddas esélyét,
mint a fragment4cié mennyisége, vagy a blastomerdk azonos, vagy eltérdé mérete [108].
Tanulmanyunkban a fragmentacié mértékét, valamint a blastomerdk szabdlyos vagy
szabdlytalan alakjat, azonos vagy eltérd méretét is magaban foglal6 morphologiai
pontérték szintén magasabb volt a megnagyobbodott perivitellindris térrel rendelkez6
petesejtek csoportjdban, ami véleményiink szerint els6sorban a nagyobb mértékii
fragmentacionak koszonhetd. Ugyanakkor arra is fel kell hivni a figyelmet, hogy bar a
csoportok kozti eltérés szignifikdns, a morphologiai pontértékben mutatkozé eltérés
nem jelentds. Ilyen minimdlis kiilonbség megfeleloen nagy mintaclemszdm esetén a
rendelkezésiinkre 4ll6 statisztikai médszerekkel kimutathaté ugyan, de kérdéses, hogy
van-e valésagos bioldgiai jelentdssége. De Sutter kordbban mar idézett tanulményaban
(1996) sajat eredményeinkhez hasonld, de anndl lényegesen nagyobb kiilonbséget
mutatott ki a két csoport k6zott a morphologiai pontérték tekintetében, ami azonban,
feltehetden az alacsonyabb elemszdm miatt nem volt szignifikans [12]. Ugyanakkor a
megnagyobbodott PVS csoportba tartozd praeembrydk jobb mindségét igazolja a
tobbmagvu blastomerakkal rendelkezd pracembrydk ritkabb el6fordulésa is.
Osszességében elmondhatjuk, hogy a perivitellindris tér méretének nincs hatdsa a
petesejtek megtermékenyiilési folyamatara az ICSI kezelések sordan. Ugyanakkor sajat
tanulmanyunkban a szlik perivitellindris térrel rendelkezd petesejtekbdl 1étrejott
pracembryok fejlédése gyorsabb, morphologiai mindsége viszont valamivel
kedvezdtlenebb, mint a megnagyobbodott perivitellindris térrel rendelkezd petesejtekbdl
fejlodott pracembryoké. A meglehetosen ellentmondasos eredményeink, Osszevetve a
szintén egymasnak ellentmondé korabbi irodalmi adatokkal, nem adnak elfogadhat6
magyardzatot a perivitellindris tér mérete €és a praecembryo mindsége kozti
Osszefiiggésekre. Ezen a teriileten a bioldgiai okok tovadbbi vizsgdlata mellett a
kiillonbozé méretli perivitellindris térrel rendelkezd petesejtek fejlodésének tovabbi
megfigyelésére van sziikség, esetleg tovdbb differencidlva a petesejtek PVS mérete
szerinti felosztdsat, valamint a praeembryo morphologia megfigyelése mellett a

bedgyazddasi ardny vizsgalata is indokoltnak tiinik.
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5.1.3. A cytoplasma szemcsézettség morphologiai vizsgalatanak értékelése

A jelen tanulmanyban vizsgdlt morphologiai jellemzok koziil talan a cytoplasma
szemcsézettség az, amely a legvaltozatosabb képet mutatja. A legtdbb, e teriileten
megjelent kozlemény hidnyossdga, hogy nem ad részletes leirdst a vizsgalt
elvaltozasokrdl, igy nehéz a kiillonbozé munkacsoportok eredményeit egybevetni,
értékelni.

Az altalunk alkalmazott vizsgalati rendszer a szemcsék tipusa, mérete és szama alapjan
5 csoportba osztja a petesejteket. Igy lehetSség nyilt az egyes szemcsézettség tipusok
hatdsat kiilon-kiilon értékelni.

Korabbi tanulmédnyok ramutattak, hogy a petesejtek 60-65%-a hordoz valamilyen
morphologia rendellenességet, és kozel 25-30%-ukban kettd vagy anndl tobb elvaltozas
is megfigyelhetd [12,20,21]. Sajat adataink alapjan a petesejtek minddssze 5%-a volt
olyan, amelyik egyéltalin nem, vagy csak minimdlis mértékben tartalmazott
fénymikroszképpal lathaté szemcséket. Ugyanakkor a petesejtek tobb mint 50%-a
nagyméretli szemcsét, fénytdérd szemcsét vagy kraterszerli szemcsézettséget
tartalmazott. A kordbbi irodalmi adatok és sajat eredményeink kozti eltérés a
rendellenes petesejtek gyakorisdgaval kapcsolatban feltehetéen abbdl addédik, hogy a
kordbbi tanulmanyok nem vették figyelembe a kisebb méretli szemcsék jelenlétét.

A legtobb tanulmany, amely tobbféle cytoplasma elvéltozds hatasat vizsgalta,
megéllapitotta, hogy egy-egy morphologiai eltérésnek dnmagaban nincsen hatdsa a
petesejtek  megtermékenyiilési  esélyére ICSI  kezelést kovetéen [12,20,23].
Hagyomanyos IVF kezelések sordn azonban a petesejtek jelentds szemcsézettsége, bar a
megtermékenyiilési ardnyt nem befolydsolta, magasabb koéros megtermékenyiilési
aranyt (triploid pracembrydk) eredményezett. Ugyanakkor a tobb mint 10 um atmérdjii
fénytord szemcsék jelenléte egyes megfigyelések szerint rendkiviil alacsony (2%)
megtermékenyliilési ardnnyal tarsult [4]. A fénytord szemcsék megtermékenyiilésre
gyakorolt hatdsdra Xia is felhivja a figyelmet tanulmanyaban [13], amely szerint
fénytord szemcse jelenléte a cytoplasmdban, amennyiben az nem tarsul a sarkitest, vagy
a perivitellindris tér rendellenességeivel, alacsonyabb megtermékenyiilési ardnyt
eredményez, mint ami az idedlis morphologidji petesejtek esetében megfigyelhetd
(64.5% vs. 84.9%; P<0.01). Ugyanakkor Plachot és munkatdrsai, meglepé6 moédon

ennek a megfigyelésnek az ellenkezdjét irtdk le, miszerint a fénytdrd szemcsét
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tartalmazé petesejtek esetében az 4tlagosndl tobb mint 7%-kal magasabb
megtermékenyiilési aranyt figyeltek meg [21]. Az itt idézett tanulményokbdl azonban
nem deriil ki egyértelmilien, hogy a szerzOk mit tekintettek fénytoré szemcsének, és
tettek-e kiilonbséget a nagyméretii, de a cytoplasma szinével azonos szemcsék, valamint
a cytoplasma szinénél sotétebb, fénytord tulajdonsagu szemcsék kozott. Véleményiink
szerint az egymasnak ellentmondé szakirodalmi adatok els@sorban a morphologiai
elvaltozasok nem teljesen egyértelmii besoroldsabdl adédnak.

Sajét adataink alapjan sem a normdl megtermékenyiilés, sem a kiillonb6zo tipusu kéros
megtermékenyiilés, vagy a degenerdlt petesejtek gyakorisdga nem tért el a kiilonb6z0
szemcsézettség tipusi csoportokban. Ugyanakkor az dltalunk vizsgdlt, injektalt
petesejtekre vonatkoztatott osztodési ardny, amely a megtermékenyiilést és az osztddast
egyarant magdban foglalja, mar szignifikdns eltéréseket mutatott az egyes csoportok
kozott. A legszembetlindbb kiilonbség a fénytdrd szemcsét tartalmazé csoportban
figyelhetd meg, amelynél az osztddasi ardny 9-12%-kal marad el a szemcséket nem,
vagy alig tartalmazd, valamint a nagyméretli szemcsét tartalmazd csoportoktol.
Megfigyelésiink megerdsiti Xia [13] és Veeck [4] kordbbi eredményeit, amelyek
igazoltdk, hogy a fénytord szemcsék jelenléte csokkenti a normdlis megtermékenyiilés
esélyét. Ugyanakkor a cytoplasma szinével megegyez0 nagyméretli szemcsék, valamint
az anndl lényegesen sotétebb, fénytord szemcsék osztddédsi ardnyra gyakorolt eltérd
hatdsa igazolja, hogy petesejt birdlati rendszeriinkben indokolt volt ezt a kétféle
elvaltozast kiilon vizsgalni.

A kraterszerli szemcsézettséget tartalmazé petesejtek csoportjdban megfigyelt
megtermékenyiilési €s osztodasi ardny nem tért el a tobbi csoporttdl. Mindez megerdsiti
Kahraman és munkatarsainak megfigyelését [15], amely szerint a kréterszeru
szemcsézettség enyhébb vagy jelentdsebb eléforduldsa sem befolydsolja a petesejtek
megtermékenyiilési esélyét.

A kiilonbozd petesejt szemcsézettségi csoportok kozott nem taldltunk kiilonbséget sem
a zygotakban megfigyelhetd nucleolus eloszlds, sem pedig az attetsz0 kiilsé gylra
eléforduldsa tekintetében. A megtermékenyitést kovetd 2. napon a praeembrydk
sejtszdma, a fragmenticid mennyisége, valamint a praeembryok mindsége is hasonld
volt a kiillonbozd szemcsézettségli petesejtekbdl 1€trejott pracembrydk csoportjaiban.

Meg kell azonban jegyezni, hogy a kivdlé mindségii pracembrydk gyakorisdga 5-8%-
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kal elmarad a fénytor0 szemcsét tartalmazd petesejtekbdl létrejott pracembrydk
csoportjdban, szemben a szemcséket nem, vagy alig tartalmazo petesejtek csoportjaval,
bar az eltérés statisztikailag nem szignifikans.

A megtermékenyitést kovetd 3. napon végzett megfigyelések azt mutatjdk, hogy mind a
fénytord szemcsét, mind pedig a kraterszeri szemcsézettséget tartalmazé csoportokban
szignifikdnsan nagyobb a fragmentacié mennyisége, mint a nagyméretli, vagy sok apré
szemcsét tartalmazé csoportokban.

Szamos kordbbi tanulmdny ugy taldlta, hogy a petesejtek morphologiai jellemzo6i
nincsenek hatdssal a praeembryo késobbi fejlodésére [15,20,21,23]. Ezek a
tanulmanyok a praesembryo mindséget tobbnyire a megtermékenyités utdni 2. napon
vizsgaltdk, és csak ritkdn fordult eld, hogy valamelyik kozlemény a 3. napi
morphologiai vizsgilat eredményérél is beszamolt [15]. Ugy gondoljuk, hogy a
pracembryok gyengébb életképességét kifejez6 morphologiai jellemzok fokozatosan, €s
az esetek egy részében csak lassan alakulnak ki, ezért dolgoztuk fel tanulmanyunkban a
megtermékenyiilés utdni 3. napi praeembryo morphologiai vizsgdlat eredményeit is.
Elméletiink helyességét igazoltdk sajat eredményeink, miszerint a megtermékenyitést
kovetd 2. napon még nem, a 3. napon azonban mdr szignifikans eltérést taldltunk a
pracembryodk életképességét jol tiikrozo fragmentaltsag tekintetében [109].

A vizsgdlat idOtartama alatt végzett IVF-ET kezelések sordn az esetek tobbségében 3
vagy 4 pracembryot iiltettiink be, €s a beiiltetésre keriild pracembryok kivalasztisa soran
nem vettiik figyelembe a petesejtek morphologidjat. Igy a kezelések jelentds részében a
petesejtek morphologidja szempontjabdl kevert embryotransfer tortént, amikor terhesség
létrejotte  esetén nem tudjuk, hogy milyen morphologidji petesejtbdl fejlodott
pracembryé dgyazddott be. Ezért a kiillonb6zé morphologiai rendellenességgel bird
petesejtekbdl 1étrejott pracembrydk bedgyazddasi esélyeit nem volt moédunk vizsgélni.
Kordbbi tanulmédnyok azonban szignifikdnsan alacsonyabb terhességi ardnyrdl [22,23],
€s magasabb vetélési ardnyrdl [15,110] szdmoltak be azokban az esetekben, amikor
morphologiailag rendellenes petesejtekbdl 1étrejott pracembryokat iiltettek be.

Mindez, Osszevetve sajat eredményeinkkel, arra utal, hogy a cytoplasmédban
megfigyelhetd fénytdrd szemcse, valamint kraterszerli szemcsézettség a pracembryo
fejlodésére kedvezdtlen hatdst gyakorol, ami csak lassan kialakulva, hosszabb id6 alatt

jelentkezik. Ugyanakkor a fénytoré tulajdonsdgokkal nem rendelkezd, a cytoplasma
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szinével megegyez0, kisebb vagy nagyobb méretli szemcsék jelenléte nem befolydsolja

lényegesen a pracembrydk fejlodését.

5.1.4. A cytoplasmaban megfigyelhetd vacuolumok vizsgalatanak értékelése

A petesejtek cytoplasmdjaban eléforduld vacuolumok a legszembetiinébb morphologiai
elvaltozasok kozé tartoznak. Ennek ellenére viszonylag kevés adat all rendelkezésiinkre
a petesejtekben megfigyelhetd vacuolumok kialakuldsardl, valamint azoknak a késObbi
praeembryo fejlodésre gyakorolt hatdsardl. Néhany munkacsoport foglalkozott ugyan a
vacuolumok vizsgélatival, de az adatokat csak mdas cytoplasma rendellenességekkel
egyiitt értékelték, igy ezen tanulmanyokbdl a vacuolumok egyediili hatdsarél nem
kapunk informdciét [23, 111]. A vacuolumok eléforduldsat vizsgdldé tanulmdnyokban
azok gyakorisaga az érett MII petesejtek esetében 5.7% és 12.4% kozott valtozott [12,
110]. Sajat munkéank sordn a petesejtek 10%-aban figyeltiink meg vacuolumokat. Ezen
beliil a vacuolumos petesejtek kozel felében csak minimdlis, mig a masik felében
jelentds mennyiségli vacuolumot, vagy zsdkocskaszerii képletet figyeltiink meg.

A kordbbi eredmények ellentmonddak a vacuolumok megtermékenyiilési ardnyra
gyakorolt hatdsat tekintve. Mig egyes tanulmédnyok vacuolumos petesejtek normal
megtermékenyiilési aranyat irtdk le [110], addig més szerzdk a vacuolumot tartalmazé
petesejtek esetében jelentdsen alacsonyabb megtermékenyiilési ardnyrdl szamoltak be,
mint az "idedlis" morphologidju petesejtek esetében (40% vs. 69.6%, P<0.02, [12];
48.9% vs. 65.3%, P<0.05, [24]).

Sajat eredményeink azt mutatjak, hogy a minimadlis vacuolumot tartalmazo petesejtek a
normdl petesejtekhez hasonlé ardnyban termékenyiiltek meg. Azonban a jelentds
mennyiségli vacuolumot tartalmazé petesejtek megtermékenyiilési ardnya elmaradt az
elobbi  két csoportétdl. Ugyanakkor a 3 pronucleust eredményezd, koros
megtermékenyiilés gyakorisdga magasabb volt a jelentésen vacuolumos csoportban,
mint a vacuolumot minimdlis mennyiségben, vagy egydltalin nem tartalmazé
csoportban.

Eredményeink megerdsitik azokat a kordbbi megfigyeléseket, amelyek szerint a kisebb
méretli vacuolumok nem befolydsoljak a megtermékenyiilési ardnyt, mig a nagyobb
méretli vacuolumok jelentdsen csokkentik azt [4, 24]. Ebner és munkatarsai 14 pm-ben

hatdroztdk meg azt a vacuolum méretet, amely f0lott mar egydltalin nem
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termékenyliltek meg a petesejtek [24]. A jelenség egyik lehetséges oka, hogy
jelentdsebb mennyiségili vacuolum jelenléte esetében a mikrotubulusok nem képesek
normadlisan irdnyitani a megtermékenyiilés folyamatait [24]. Egy masik elmélet szerint
pedig a nagyméretli vacuolumok kiszoritjdk a meiotikus orsét optimélis helyérdl, ami
szintén a megtermékenyiilés, vagy az osztddas elmaraddsdhoz vezethet [16].

A vacuolumos petesejtekbdl 1étrejott pracembrydk késdbbi fejlodésérél még kevés adat
all rendelkezésiinkre. De Sutter €s munkatdrsai [12] tanulmédnydban az idedlis
morphologidjui petesejtekbdl 1étrejott pracembrydk morphologiai pontértéke nem tér el
jelentdsen a vacuolumos petesejtek csoportjaban taldlt értéktdl (3.08+1.07 vs.
3.00+1.04), mig Plachot és munkatarsainak (2002) megfigyelése szerint a vacuolumos
petesejtekbdl az atlagosndl kevesebb kivalé mindségii praecembryo jott 1étre (21.4% vs.
31.2%), bar az eltérés a csoportok kozott nem volt szignifikans [21].

Sajat eredményeink szintén azt mutatjdk, hogy a jelentds mennyiségli vacuolumot
tartalmazé petesejtekbdl a megtermékenyiilést kvetden hasonld sejtszdmi és mindségii
pracembrydk jottek 1étre, mint a kevesebb vacuolumot tartalmazd, vagy vacuolumot
egyaltalain nem tartalmazé petesejtekbdl 1€trejott pracembrydk csoportjdban. Mindez
arra utal, hogy amennyiben a petesejtben jelenlévo jelentésebb mennyiségli vacuolum a
megtermékenyiilés és az osztédds sordn nem fejtett ki kedvezdOtlen hatast, igy azok
jelenléte mar a késobbi sejtosztéddsokat sem zavarja.

Ugyanakkor a vacuolumos petesejtekbdl 1étrejott praeembrydk fejlodésének
megfigyelése arra is rdmutatott, hogy a petesejtek egy részében (28.6%) az ICSI kezelés
elétt megfigyelt vacuolumok a megtermékenyitést kovetd 2. napra eltlintek, mig a
vacuolumok masik része (a petesejtek 40%-ban) kisebb vacuolumokra vélt szét [24]. Ez
a megfigyelés magyarazatot adhat arra, hogy sajat tanulmanyunkban az ICSI kezelés
elott vacuolumos petesejtek a megtermékenyiilést kovetden miért mutattak a normal
petesejtekbdl 1étrejott praeembrydkhoz hasonlé morphologiai jellemzdket.

A sER felhalmozddast tartalmazd zsakocskaszerti képzédmények a nagyobb méretil,
folyadékkal telt vacuolumoktél a mikroszképos morphologiai vizsgédlat sordn jol
elkiilonithetok. Ezért tanulmanyunkban e két morphologiai eltérést kiilon-kiilon
értékeltiik.

A zsdkocskaszerli képzddményt tartalmazéd petesejtek normdl megtermékenyiilési

ardnya elmaradt, mig a 3 eldmagot tartalmazd, kéros megtermékenyiilés aranya kozel
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haromszor magasabb volt, mint a vacuolumot nem, vagy alig tartalmaz6 petesejtek
csoportjdban. Ezt a megfigyelést nem tdmasztotta ald Otsuki €s munkatdrsainak korabbi
tanulmanya [18], amely szerint a sER felhalmoz6édds nem befolydsolja a
megtermékenyiilési ardnyt. Meg kell azonban jegyezni, hogy ebben a tanulmanyban
nem az egyes petesejtek morphologidjdnak késobbi praeembryo fejlodésre gyakorolt
hatdsit vizsgdltdk, hanem azon IVF ciklusokat hasonlitottdk 0©ssze, amelyekben
eléfordultak, illetve nem fordultak el SsER felhalmozéddst mutaté petesejtek. Igy a
vizsgalt morphologiai elvaltozds kozvetlen hatdsat a kordbbi tanulmany alapjan nem
tudjuk értékelni.

Sajat eredményeink ugyanakkor azt mutatjdk, hogy a zsdkocskaszerli képz6dményt
tartalmazé petesejtekbdl fejlodd pracembrydk a megtermékenyitést kovetd 2. és 3.
napon is lényegesen kevesebb fragmentaciét tartalmaztak, mint a tobbi petesejt.
Ugyanakkor az oszt6d6é pracembryok sejtszdma nem kiilonbozott az egyes csoportok
kozott. A csokkent mennyiségli fragmentdcié eredményezte azt, hogy a SsER
felhalmozddast tartalmazé petesejtekbdl 1étrejott praeembrydk esetében a morphologiai
pontérték magasabb, €és a j6 mindségli pracembrydk gyakorisdga is nagyobb, mint a
tobbi csoportban. Otsuki és munkatérsai a kordbban mar emlitett tanulmanyukban [18]
hasonl6 megfigyeléseket tettek, miszerint azokban az IVF ciklusokban, amelyekben
eléfordult sER felhalmozddast tartalmazé petesejt, nagyobb ardnyban Kkeriiltek
beiiltetésre "A" mindségli pracembryodk, mint azokban az IVF ciklusokban, amelyekben
ilyen petesejt rendellenesség nem volt megfigyelhetd (82.0% vs. 62.1%; P<0.05).
Ugyanakkor a sER+ ciklusokban az ovulaci6 indukcié napjan mért magasabb oestradiol
szintet figyeltek meg, amely egy lehetséges oka lehet a sER felhalmozddas
kialakuldsdnak. A sER+ ciklusokban, a beiiltetett pracembrydk kozott megfigyelt jobb
pracembryo mindség, valamint a sajat tanulmdnyunk sordn megfigyelt alacsonyabb
fragmentacio arra utal, hogy a sima felszinli endoplasmatikus retikulum felhalmozddas
valamilyen médon 6sszefiiggésben lehet a cytoplasma érettségével.

Ugyanakkor a sER felhalmozddés el6fordulasaval foglalkoz6 kordbbi tanulmany [18]
arra is felhivja a figyelmet, hogy a sER+ ciklusokban a klinikai terhességi arany és a
bedgyazddasi ardny is elmarad a SER- ciklusokban megfigyelt eredményektdl, ami arra

utal, hogy bar a sER felhalmoz6dds kialakuldsa csak néhdny petesejtetben volt
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megfigyelhetd az IVF kezelések sordn, az érintett ciklusokban a jelenséget nem mutaté
petesejtek életképessége is elmarad a SER— ciklusokban nyert petesejtekétol.

A rendelkezésre all6 adatok alapjan nem éallithatjuk, hogy a sER felhalmozd6dast mutatd
petesejtekbdl 1étrejott pracembryodk beiiltetését keriilni kell, azonban mind a jelentdsebb
mennyiségli vacuolumot, mind pedig sER felhalmozéddst mutatd petesejtek esetén a

beiiltetésre keriild praeembryodk kivalasztdsanal rendkiviil koriiltekintden kell eljarni.

5.2. A Kkorai praeembryo fejlodés vizsgalatanak értékelése

A megtermékenyiilt petesejt elsé osztéddsa az elsé sejtciklus egyes szakaszai soran
lezajlé sejtbioldgiai folyamatok szigori rendben egymds utdn bekovetkezd 1épéseinek
eredménye. Ugyanakkor az egyes szakaszok lefolydsdnak iddtartama petesejtenként
valtozo lehet, ami gyorsabb és lassabb fejlodésii pracembrydk 1étrejottét eredményezi.
Régota ismert, hogy a gyorsabban osztédd, az embryotransfer napjan nagyobb
blastomeraszdmu praeembrydk életképesebbek, igy beiiltetésiik az IVF-ET kezelések
sordn magasabb terhességi ardnyt eredményez [112]. Ugyanakkor tudjuk azt is, hogy az
0szt6do praeembrydkban egy-egy sejtosztddas viszonylag rovid id6 alatt lezajlik, mig
két sejtosztodds kozott 1ényegesen hosszabb id telik el. Igy gyakran eléfordul, hogy
egy gyorsabban és egy lassabban fejlddé praeembryo egy adott idOpontban azonos
sejtszammal rendelkezik. Ebben az esetben a praeembryo beiiltetést megeldzden végzett
egyszeri morphologiai vizsgalattal nem kapunk képet a fejlodés sebességérol, pedig az
fontos szempont lenne az életképesebb pracembryodk kivilasztisa sordn. A praeembryo
fejlodés dinamikdja csak tobbszori vizsgalattal itélhetd meg, amely vizsgalatok kozott
fontos szerepet kaphat az elsé sejtosztodds megfigyelése.

Kordbbi vizsgélatok rdmutattak arra, hogy az o0szt6dé praeembrydk fejlédésében
mutatkozé idébeli kiilonbségek mar az elsd sejtciklus sordn jelentkeznek [38,40,44]. A
megtermékenyitéstdl az elsd sejtosztddasig eltelt idod tekintetében gyorsan és lassan
fejlodé praeembryok kozott akar 12 ora eltérés is lehet (6. dbra). Az elsé sejtciklus
befejez0désének varhaté idopontjat figyelembe véve a korai sejtosztodast eddig
vizsgalo szerzok tobbsége a megtermékenyités utani 25-29. 6rat javasoltdk a vizsgilatok
elvégzésére alkalmas iddpontnak [46,61,62,63,64,68,69]. Szdmos embrioldgiai
laboratériumban, igy klinikdnk Asszisztdlt Reprodukciés Osztélyan is, ezt a vizsgélatot

rendkiviil nehéz beilleszteni a laboratérium munkarendjébe. Esetiinkben ugyanis a
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petesejtnyerések a déleldtti 6rdkban, dltaldban 8% és 12% kozott zajlanak. Hagyoményos
IVF kezelés esetén a megtermékenyitésre a petesejtnyerést kovetd 6 ords eldinkubacid
utdn, délutdn 15% és 18" kozott keriil sor. ICSI kezelés esetén az elinkubécié ideje
nincs ugyan pontosan meghatdrozva, de az aznapi idObeosztdsatdl fiiggden szintén

tobbnyire 15% és 18%

kozott keriil sor a petesejtek megtermékenyitésére. Sot, bizonyos
esetekben a mikroinjectio még ennél kés6bbi idépontokban is torténhet. Igy a késd
délutan végzett megtermékenyitések esetében a korai osztddds elbirdlasdnak optimélis

3% 6ra kozott lenne, ami rendkiviili terhelést

idépontja a kovetkezd nap esete 19% és 2
jelentene az embrioldgiai laboratérium dolgozdéi szaméra.

Ugyanakkor a zygota elsé sejtciklusat vizsgdlé tanulmianyok egybehangzdan
megallapitottdk, hogy a sejtciklus M fézisa, fiiggetleniil a kordbbi szakaszok gyorsabb
vagy lassabb lezajlaséatdl, viszonylag dllandénak tekinthetd, 3-4 6ra alatt zajlik le. Az M
fazis a pronucleusok membranjdnak a lebomlasdaval és az elomagok eltlinésével
kezdddik, befejezd 1épése pedig az elso sejtosztddas. Ugyanakkor az eldmagok eltlinése
fénymikroszképos vizsgdlattal éppoly jol megfigyelhetd, mint az elsd sejtosztddas.
Ennek megfelelden a korai praeembryo fejlodés megfigyelése sordn nem csak az
osztddas, de a pronucleusok eltiinésének bekovetkeztét is megfigyeltiik. A vizsgdlatokat
szigord idomegkotés nélkiil, a megtermékenyitést kovetd 20. €s 28. 6ra kozott végeztiik.
A Kkorai osztodast vizsgdlod korabbi tanulmanyok kozott is eléfordult olyan, amely a nem
osztédott zygotdkat két kategdridba sorolta attdl fiiggden, hogy a pronucleus eltiinés
bekovetkezett-e vagy sem [46,69]. Ezen eredmények alapjdn Neuber és munkatarsai
[46] arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a vizsgalatok optimadlis idOpontja a kordbban
javasoltaktol eltéréen a megtermékenyitést kovetden 24 és 26 6ra kozott van, mert ez az
az id6szak, amikor mindharom fejlédési allapot (intakt 2 PN; PNBD; 2 sejtes) jelen van.
Fel kell hivnunk azonban a figyelmet arra, hogy ezek a vizsgalatok figyelembe veszik
ugyan a PNBD bekovetkezését, de azok idopontja sokkal inkdbb a korai osztédads, nem
pedig a korai pronucleus eltlinés vizsgdlatanak optimélis idOpontjara esik.

Sajét vizsgdlataink sordn a megtermékenyités utani 22. érat megeldzden a zygotak csak
alacsony ardnyban mutattdk a PNBD jelenségét, ezért ebben az idOszakban végzett
megfigyelések nem adnak elegendd informdciét a gyorsan fejlodé praeembrydk

kivalasztdsdhoz. Ugyanakkor a megtermékenyités utdni 25. 6rat kovetd vizsgdlatok

sordn a zygotdk jelents részében mar eltlint a pronucleus, igy ez az iddszak sem
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tekinthetd optimdlisnak a korai PNBD megfigyelésére. A megtermékenyitést kovetd 22.
€s 25. ora kozott elvégzett vizsgalatok esetén a zygotdk 20-55%-dban tlintek el a
pronucleusok, igy ez az iddszak tlinik optimdlisnak, amennyiben a PNBD jelenségének
vizsgalatat fel szeretnénk haszndlni a késObbi praecembryo szelekcié sordn. Mindezek
alapjdn a korai PNBD megfigyelésének optimalis idOpontja a megtermékenyitést kovetd
22. és 25. ora kozotti idOszakra tehetd. Mindez 3 6raval el6zi meg a korai osztddas
megfigyelésének kordbbi tanulmanyokban feltiintetett optimalis idOpontjat. Ez a 3 6ras
idokiilonbség pedig megfelel a sejtciklus M fazisdnak — kordbban mar emlitett — 3-4
Oréds hosszédnak [38,40,44]. Ugyanakkor azt is megfigyelhetjiik, hogy jelentds kiilonbség
van a PNBD bekovetkezésének gyakorisagaban az altalunk optimalisnak tekintett 22-25
orés idointervallumon beliil is (16. dbra). Mig 22-23. éra kozott a petesejtek kozel 20%-
aban figyeltiik meg a jelenséget, addig 24-25. 6ra kozott a petesejtek tobb mint 50%-
aban tapasztaltuk az elémagok elt{inését vagy a korai osztédast. Mindez lehetdséget ad
arra is, hogy a rendelkezésiinkre 4ll6 megtermékenyiilt petesejtek szdmatdl, valamint a
beiiltetésre keriilo praeembryok szamatdl fiiggden kordbban vagy késobb végezziik el a
vizsgalatot. Azon betegeknél tehat, akiknél sok megtermékenyiilt petesejt all a
rendelkezésiinkre, célszeri a PNBD vizsgdlatot kordbban, 22-23 6raval a
megtermékenyités utdn elvégezni. Igy a vizsgélat hozzdsegithet minket ahhoz, hogy a
rendelkezésre all6 10-12 zygotabdl konnyen kivélaszthassuk a 2-3 legéletképesebbet.
Az optimdlis tartomany késobbi iddszakdban pedig azon betegeknél érdemes a
vizsgalatot elvégezni, akiknél a megtermékenyiilt petesejtek szdma kevéssel haladja
meg a beiiltethetd pracembrydk szdmit.

A korai osztddés és a késObbi praeembryo fejlodés Osszefiiggéseit vizsgalva a leginkabb
elvarhaté eredmény, hogy azok a zygotdk, amelyek kordbban osztédnak, a gyorsabb
fejlodés miatt a késObbi praeembryo vizagédlatok alkalmédval, valamint az
embryobeiiltetés idején is nagyobb sejtszdmmal rendelkezzenek. Ezt a hipotézist a korai
osztodas  vizsgédlatdval  foglalkoz6  tanulmanyok  tobbsége  aldtdmasztotta
[46,61,62,68,69], és a korai pronucleus eltiinés esetében is igazoltdk a jelenséget
[46,69]. Sajat eredményeink is megerdsitik a kordbbi megfigyeléseket, miszerint a
PNBD korai bekdvetkezése a késObbiekben gyorsabb sejtosztdédast eredményezett.

A praeembryok életképességét azonban nem csak osztéddsuk sebessége alapjin, hanem

egyéb morphologiai jellemzdiket is figyelembe véve igyeksziink megéllapitani. igy
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felmeriil a kérdés, hogy a korai pronucleus eltlinést mutatd6 praeembrydk csak a
sejtosztodds dinamikdjdban, vagy egyéb tulajdonsdgaikban is eltérnek-e a lassabban
fejlodéektdl. Kordbbi tanulmanyok azt igazoltdk, hogy a gyorsabban o0szt6do
pracembryok kevésbé voltak fragmentéltak, morphologiai pontértékiik pedig magasabb
volt, mint azoknak, amelyek a vizsgélat idején még nem osztédtak [46,100,113,114].
Sajat eredményeink ezzel szemben azt mutatjdk, hogy a pracembrydk mindsége nem
kiilonbozik 1ényegesen a korai és késéi PNBD csoportokban. Ugyanakkor a tobbmagvu
blastomerdk ritkdbb el6forduldsa a gyorsabban fejlodo csoportban mégis arra utal, hogy
az elsd sejtciklus gyorsabb lefolydsdnak nem csak a sejtosztdédas sebességére, de
valamilyen kdzvetett mddon a praecembryo mindségre is hatdsa lehet. Az 0sszes vizsgalt
morphologiai  tulajdonsdgot egybevetve (sejtszdm, fragmenticié mennyisége,
blastomerdk azonos vagy eltéré mérete, tobbmagvu blastomerdk eléforduldsa), a korai
pronucleus eltlinést mutaté csoportban a kivdlé mindségli pracembrydk nagyobb
gyakorisdggal fordultak eld, mint a kés6i PNBD csoportban. Ezt a megfigyelést
megerdsitik Neuber és munkatdrsainak eredményei is [46], amely szerint nem csak a
megtermékenyitést kovetd 2. és 3. napon volt nagyobb a kivalé mindségli pracembrydk
gyakorisdga a korai PNBD csoportban, hanem ebben a csoportban a praeembrydk
egyuttal nagyobb ardnyban fejlddtek j6 mindségii blastocystdvd az 5. napig, mint a
késdi PNBD csoportban 1évd praeembryok.

Az ICSI technika bevezetése Ota lehetéségiink van arra is, hogy Osszehasonlitsuk a
kiilonbozé modszerekkel megtermékenyitett petesejtekbdl 1étrejott  pracembrydk
fejléddését. Korabbi tanulmédnyok arrdl szamoltak be, hogy a hagyoményos IVF kezelés
sordn megtermékenyiilt petesejtek elso sejtciklusa 2-4 6rdaval lassabban zajlik le, mint az
ICSI moédszerrel megtermékenyitett petesejteké [40,44,115]. A jelenség oka az lehet,
hogy a hagyomanyos IVF kezelés esetén a himivarsejtnek keresztiil kell jutnia a
cumulus sejtek halmazan, majd a zona pellucidén és az oolemmdn, ami tobb Ordn 4t is
tarthat. Ugyanakkor az ICSI moddszer alkalmazdsa sordn a spermium
mikroinjektaldsaval ezek az idéigényes 1épések kimaradnak.

Ezt az elméletet timasztottdk ald azok a tanulmanyok, amelyek kimutattdk, hogy ICSI
utjan létrejott pracembrydk nagyobb ardnyban mutatnak korai osztédast mint azok,
amelyek hagyomdnyos IVF kezelés sordn jottek 1étre [68,69,116]. Ugyanakkor ezzel

ellentmondé adatok is kozlésre keriiltek, miszerint a megtermékenyités mddja nem
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befolydsolja a pronucleus képzO6dés és a korai osztédds idopontjat [64,117]. Sajat
eredményeink azt a tendenciat jelzik, miszerint az ICSI utjan megtermékenyitett
petesejtek valamivel gyorsabban fejlddnek, igy nagyobb ardnyban mutatnak korai
pronucleus eltlinést mint a hagyomanyos IVF sordn létrejott zygotdk. Szignifikdns
kiilonbséget azonban nem sikeriilt kimutatnunk a két csoport kozott. Az egymdsnak
ellentmondé adatok miatt egy nagyobb tanulmény végzését latjuk indokoltnak az IVF és
ICSI megtermékenyitéssel 1étrejott zygotdk optimélis vizsgélati idOpontjanak
meghatirozasihoz.

A korai osztdédasnak a terhességi €s bedgyazdddsi ardnyra gyakorolt hatdsat vizsgalod
tanulmanyok tobbségében a legaldbb egy kordn osztddott praeembryo beiiltetésével
végzett embryotransferek eredményességét hasonlitottdk Ossze a kizdrélag késon
osztédott pracembrydk beiiltetésével végzett kezelések eredményességével. Ilyenkor
legtobbszor kordn és késon osztodott pracembrydkat egyiitt iiltettek be, ezért a kapott
eredményekbdl, mivel nem tudjuk pontosan melyik praecembryo dgyazddott be, nehéz
kovetkeztetéseket levonni azok sorsiat illetéen [46,61,62,64]. Ezért sajat
tanulmanyunkban csak a homogén, tehat kizardlag gyorsan vagy kizarélag lassan
fejldodé praeembrydk beiiltetésével végzett embryotransferek eredményességét
hasonlitottuk 6ssze. A betegek azon csoportjdban, ahol olyan praeembrydkat iiltettiink
be, amelyek mindegyike korai pronucleus eltlinést mutaté zygotakbdl fejlodott,
szignifikdnsan magasabb terhességi €s bedgyazddasi ardnyt figyeltink meg, mint
azokndl a betegeknél, ahol csak kés6i PNBD zygotdkbdl fejlodé praeembryok keriiltek
beiiltetésre. Ez az eredmény hasonl6 a korai osztédas vizsgalataval kapcsolatban kozolt
kordbbi adatokkal [46,61,62,63,64,68,113]. Ugyanakkor Wharf és munkatdrsainak
tanulmanya [69] szintén utal arra, hogy a korai pronucleus eltiinést mutaté zygotdkbol
fejlodo praeembryok beiiltetésével nagyobb terhességi és bedgyazddasi arany érhetd el.
Sakkas és munkatérsai [62] a korai osztédast mutat6é zygotaban, vagy az abbol 1étrejovo
pracembrydban egy mdig ismeretlen intrinsic faktor jelenlétét feltételezik, amely segiti a
pracembryo fejlodését a megtermékenyitést kovetden. Sajat adataink arra utalnak, hogy
ez a kedvezd hatds elsOsorban a sejtosztddds iitemét befolydsolja, mig a praeembryo
mindségre gyakorolt hatdsa nem teljesen egyértelmil. A kivdlé mindségli pracembrydk
nagyobb gyakorisdga a korai PNBD csoportokban mind a beiiltetett pracembrydk

esetében, mind az egyedi morphologiai vizsgalatok értékelésekor elsésorban a gyorsabb
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sejtosztoddsnak koszonhetd. A fragmentdcié mennyisége nem kiilonbozott jelentdsen a
csoportok kozott és a morphologiai pontértékben is csak a beiiltetett pracembrydk
esetén taldltunk minimadlis, bar szignifikdns kiilonbséget.

A terhességi és bedgyazddasi arannyal kapcsolatos eredményeink, osszevetve a korai
osztédassal kapcsolatban kordbban kozolt adatokkal, arra utalnak, hogy megfeleld
idopontban, a megtermékenyitést kovetd 22-25. dra kozott vizsgalva, a pronucleusok
eltinése éppolyan jol eldrejelzi a fejlodé praecembryo életképességét, mint 3 Srdval
késObb vizsgdlva a korai osztddds. Ez alapjan a korai pronucleus eltlinés vizsgéalata,
hasonléan a korai oszt6dés vizsgilatahoz, kiegészito szelekcids faktorként alkalmazhat6

a beiiltetésre keriild pracembryok kivéalasztdsaban.
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6. Kovetkeztetések

Az értekezés alapjaul szolgdld tanulmény soran alkalmazott részletes petesejt €s
zygota morphologiai vizsgalatok segitségével lehetdségiink nyilt a kiilonboz6 tipusu
morphologiai elvéltozdsok megtermékenyiilésre és a késobbi praeembryo fejlédésre
gyakorolt hatdsanak értékelésére. Eredményeink alapjan az aldbbi kovetkeztetéseket

vontuk le:

1. Az 1. sarkitest morphologiai jellemzoinek vizsgalata

Az 1. sarkitest fragmentdltsdga nem befolydsolja hdtrdnyosan a petesejtek
megtermékenyiilési ardnydt, valamint a fejlodo praeembryok mindségét az intakt
sarkitestet tartalmazo petesejtekkel szemben. EzekbOl a fragmentalt sarkitestet
tartalmazé petesejtekbdl fejlodo pracembrydk éppugy alkalmasak a beiiltetésre, mint
az intakt, normdl méretli, kerek vagy ovalis sarkitestet tartalmazd petesejtekbol
fejlodo praecembryok.

A szokdsosndl nagyobb, vagy éretlen sarkitest jelenlétének hatdsa a jelenség ritka
eléforduldsa miatt nehezen értékelhetd. Eredményeink alapjdn ugy tlinik, hogy ez
utébbi  sarkitest eltérések jelentosen csokkentik az  érintett  petesejtek
megtermékenyiilési  esélyét és a praeembryok életképességét, ezért ezen
rendellenességekkel biré petesejtekbdl fejlodd praeembrydk beiiltetését lehetdség

szerint keriilni kell.

2. A perivitellinaris tér méretének vizsgalata

A perivitellindris tér méretének nincs hatdsa a petesejtek megtermékenyiilési és
osztoddsi ardnydra. Ugyanakkor a normdl nagysdgu perivitellindris térrel
rendelkezd petesejtekbdl 1€trejott praeembryok fejlodése gyorsabb, morphologiai
mindsége viszont gyengébb, mint a megnagyobbodott perivitellindris térrel
rendelkezd petesejtekbdl fejlodott praeembryoké. A meglehetdsen ellentmondasos
eredmények — Osszevetve a szintén egymdsnak ellentmond6 kordbbi irodalmi
adatokkal — nem adnak elfogadhaté magyardzatot a perivitellindris tér méretének
pracembryo mindségre gyakorolt hatdsar6l. Ezen a teriileten a bioldgiai okok
tovabbi vizsgdlata mellett a kiilonbozo méretii perivitellindris térrel rendelkezo

petesejtek fejlodésének tovdabbi megfigyelésére van sziikség.
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3. A cytoplasma szemcsézettségének vizsgalata

A kisebb vagy nagyobb méretli cytoplasma szemcsézettségnek nincs jelentds hatdsa
a megtermékenyiilésre és a késobbi praeembryo fejlodésre. A cytoplasma szinénél
sotétebb fénytoro szemcsék, valamint krdterszerii szemcsézettség jelenléte a
pracembryodk fejlodésére kedvezdtlen hatdst gyakorolt, amely csak lassan kialakulva,
hosszabb ido alatt jelentkezik. Ezért ugy itéljik meg, hogy ezen cytoplasma
rendellenességeket mutatd petesejtekbdl fejlodd pracembrydk beiiltetését lehetdség

szerint keriilni kell.

4. A cvytoplasmaban megfigyelhetd vacolumok hatasanak vizsgélata

A petesejtek cytoplasméjaban megfigyelheté vacuolumok koziil a kisebb méretiiek
nem, a jelentosebb mennyiségii vacuolum, valamint a zsdkocskaszeri képletként
Jelentkezo sima felszinii endoplasmaticus reticulum (SER) felhalmozoddsok jelenléte
viszont jelentosen csokkenti a normdlis megtermékenyiilés esélyét. A jelentdsebb
mennyiségli vacuolumot tartalmazo petesejtekbdl fejlddé pracembrydk mindségével
kapcsolatban messzemend kovetkeztetések ugyan nem vonhatdk le, de adataink arra
utalnak, hogy ezen pracembryodk beiiltetését lehetOség szerint keriilni kell.

Amennyiben a petesejtben megfigyelhetd sER felhalmozodds a megtermékenyiilést
€s az els6 osztddast nem akaddlyozta, gy az mar a késobbi sejtosztoddsokat nem
befolydsolja hdtrdanyosan. Az igy 1étrejott praeembrydk jobb mindségliek, mint a
vacuolumot nem tartalmazo petesejtekbdl fejlodo praeembrydk. A rendelkezésiinkre
all6 adatok nem adnak egyértelmii magyarazatot a megfigyelt jelenségekre, ezért a
SER felhalmozdddst tartalmazo petesejtek, és az abbol fejlodo praeembryok
részletes sejtbiologiai vizsgdlata javasolt annak érdekében, hogy a sER
felhalmozddast tartalmazd petesejtekbol  fejlodé praeembrydk beiiltetésérol

koriiltekintd és megalapozott dontést hozhassunk.

5. A pronucleus eltinés optimalis vizsgalati idOpontjdnak meghatarozasa

Szervezeten kiviili megtermékenyitést kdvetden a praecembrydk korai fejloddésének
megitélése céljabol a pronucleusok eltiinésének vizsgdlatdra a megtermékenyitést
koveto 22. és 25. ora kozotti ido a legalkalmasabb. Ezen beliil, a kordbbi idészakban
inkdbb azon kezelések esetében célszerli a vizsgdlatot elvégezni, ahol a normalisan

megtermékenyiilt petesejtek szdma jelentdsen meghaladja a beiiltethetd
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pracembrydk szdméat. Kevesebb megtermékenyiilt petesejt esetében pedig inkdbb a

megtermékenyités utani 24-25. éraban érdemes az elomagok jelenlétét vizsgalni.

A korai pronucleus eltiinés hatdsa a pracembryok fejlodésére

A korai pronucleus eltiinés elsdsorban a sejtosztodds gyorsabb iitemét jelzi, mig a
pracembryo mindségre gyakorolt hatdsa adataink alapjan nem igazolhat6. A
pronucleus eltlinés vizsgdlata alapjan gyorsabban fejlodo praeembryok beiiltetése
nagyobb terhességi és bedgyazoddsi ardnyt eredményezett, mint a vizsgélat sordn
intact pronucleust mutaté praeembryok beiiltetése. Mindez arra utal, hogy a
pronucleusok eltiinése éppolyan jol elorejelzi a fejlodo praeembryo életképességét,
mint 3 ordval késébb vizsgdlva a korai osztédds. Ez alapjan a korai pronucleus
eltinés vizsgdlata, hasonléan a korai osztédas vizsgdlatahoz, kiegészito szelekcios
faktorként alkalmazhato a beiiltetésre keriild pracembryok kivalasztasdban. Tovabbi
vizsgalatokat tartunk indokoltnak az IVF és ICSI megtermékenyitéssel 1étrejott

zygotdk vizsgélata optimalis idOpontjdnak meghatarozasahoz.
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7. Osszefoglalas

A szervezeten kiviili megtermékenyités (in vitro fertilisatio; IVF) sordn morphologiai
jellemzoik alapjan vélasztjdk ki beiiltetésre keriild pracembrydkat. Ugyanakkor egyre
tobb adat all rendelkezésiinkre arrél, hogy a petesejtek és zygotdk morphologiai
jellemzéi is eldre jelezhetik a praeembrydk életképességét. Jelen tanulmanyunkban a
petesejtek morphologia jellemzdit, valamint a korai praeembryo fejlodés 1dozitését
megfigyelve azt vizsgéltuk, hogy e tulajdonsigok milyen Osszefiiggésben vannak a
pracembryok késébbi fejlodésével és az IVF kezelések kimenetelével. Retrospektiv
tanulmanyunk sordn a Semmelweis Egyetem 1. Sz. Sziilészeti és NOogyogyaszti Klinika
Asszisztalt Reprodukcids Osztalydn 2001. oktéber és 2005. februdr kozott végzett IVF
kezelések adatait dolgoztuk fel. A petesejtek morphologiai vizsgélata sordn
megfigyeltiik az 1. sarki test jellemzdit, a perivitellindris tér méretét, valamint a
kiilonbozé tipusi szemcsék €s vacuolumok eléforduldsat a cytoplasmdban. A Kkorai
pracembryo fejlodés idozitését vizsgdlva megfigyeltik a pronucleusok eltlinésének
illetve az elsd sejtosztddds bekovetkeztének iddpontjat. Eredményeink alapjan
megallapitottuk, hogy az 1. sarkitest fragmentaltsdga, a perivitellinaris tér szokasosnal
nagyobb mérete, a cytoplasma kisebb mértékii szemcsézettsége, valamint kisebb
vacuolumok jelenléte nem befolydsolja hatranyosan a petesejtek megtermékenyiilését és
a praeembryok késobbi fejlodését. Ugyanakkor a szokdsosndl lényegesen nagyobb,
vagy éretlen sarkitest jelenléte, illetve fénytord szemcsék, kraterszeri szemcsézettség,
jelentdsebb mennyiségli vacuolum valamint zsdkocskaszerli képzddmény eléforduldsa
kedvezdtleniil befolydsolja a petesejtek megtermékenyiilését és a praeembrydk
életképességét, ezért e petesejtekbdl 1€trejott praeembrydk beiiltetését lehetdség szerint
keriilni kell. A pronucleus eltiinés vizsgalatat a megtermékenyitést kovetd 22-25. éra
kozott javasoljuk elvégezni. Ebben az iddszakban vizsgdlva a korai pronucleus eltiinést
mutatd praeembrydk késobbi fejlodése is gyorsabb, morphologiai mindségiik jobb,
beiiltetésiik pedig magasabb terhességi és bedgyazddasi ardnyt eredményez, mint azon
pracembrydk beiiltetése, amelyek a vizsgdlat idején még intact pronucleusokat
tartalmaztak. Mindezek alapjan a korai pronucleus eltlinés vizsgélatat, mint kiegészito
szelekciés faktort javasoljuk a praeembryo morphologiai birdlati rendszerekbe

beépiteni.
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8. Abstract

Morphological assessment of oocytes, zygotes and embryos in a human in vitro
fertilisation programme

During in vitro fertilization treatments embryos are selected for transfer on the basis of
their developmental stage and morphology. However, more and more data are
published, which demonstrate that morphological features of oocytes and zygotes can
be related to the embryo viability. The aim of this study was to correlate morphological
characteristics of oocytes and the timing of early embryonic development to the further
embryo quality and the outcome of IVF treatments.
During our retrospective study we analysed the data of IVF treatments performed
between 2001. October and 2005. February in the Division of Assisted Reproduction,
First Department of Obstetrics and Gynaecology, Semmelweis University School of
Medicine, Budapest. Assessment of oocyte morphology were included the
characteristics of first polar body, the size of perivitelline space and granules or
vacuoles occurred in the cytoplasm. During assessment of early embryonic development
we observed the timing of the pronuclear membrane breakdown and the first cleavage.
On the basis of our results, we concluded that fragmented first polar body, enlarged
perivitelline space, minor granulation of cytoplasm and occurrence of insignificant
vacuolisation have no detrimental effect on fertilization and further embryo
development. However, large or immature polar body, refractile bodies, dense centrally
located granularity, considerable vacuolisation or occurrence of sacculus-like structure
in the cytoplasm correlated to lower chance for fertilization and decreased embryo
quality. Thus, we do not suggest transferring embryos developed from oocytes with
these anomalies.
We suggest performing the assessment of early pronuclear breakdown between 22-25
hours post-insemination. Those embryos which passed pronuclear breakdown by this
period have faster development and better morphological quality. Transferring these
early developing embryos resulted in a higher pregnancy and implantation rate than
those which had intact pronuclei at the assessment of early embryonic development. On
the basis of our result, we suggest that assessment of early pronuclear breakdown

should be included in the scoring system to select the most viable embryos for transfer.
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11. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik szerepet jitszottak abban,
hogy ez a doktori értekezés elkésziilhetett.

Héldsan koszonom dr. Papp Zoltdn Professzor Urnak mindazt a segitséget, amivel
hozzdjarult, hogy dolgozatom elkésziilhessen. Koszonom, hogy megadott minden
lehetOséget szaktuddsom allandé fejlesztésére, hogy biztositotta a legmagasabb szinti,
tudoményos igényességl klinikai embrioldgiai munka feltételeit. Koszonom mindazt a
bizalmat, emberi és szakmai tdimogatast, amelyet kezdettdl fogva segitette munkamat.
Héldsan koszonom témavezetOmnek, dr. Urbancsek Jdnos egyetemi docensnek a
bizalmdt, hogy — mint pdlyakezdd embriologust — alkalmasnak talalt arra, hogy a
Semmelweis Egyetem 1. Sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika Asszisztalt
Reprodukciés Osztidlydanak Embriol6giai Laboratériumédban dolgozhassak. Koszonom a
batoritast, amellyel atsegitett a nehézségeken, a tiirelmet, amellyel atolvasta és
kijavitotta kézirataimat. Ko6szonok minden biztatdst, tanicsot, szakmai és emberi
segitséget, amelyet a tobb éves kutatomunkdhoz, és ezen doktori értekezés
elkészitéséhez megkaptam.

Doktori értekezésem elkésziilése nem csupdn az elmilt néhdny év tudomdnyos
kutatomunkdjanak az eredménye, hanem egy hosszi folyamat része. Szeretnék
mindazoknak koészonetet mondani, akik mellettem alltak és segitettek ezen az tdton.
Hélaval tartozom dr. Rékdsi Jozsefnek, a Pannonhalmi Bencés Gimnéazium
bioldgiatandranak, akinek oktatd €s neveld munkdja nagymértékben hozz4djirult ahhoz,
hogy megismertem, és megszerettem a bioldgidt. Szakmai tuddsa, a tudomdny irdnti
elkotelezettsége, szigori kovetkezetessége és embersége példaképpé emelte Ot
szamomra.

Ko6szonom prof. dr. Péczely Péternek és dr. Forgé Viktoridnak, a GOodolloi
Agrartudominyi Egyetem Szaproddsbioldgiai Tanszéke munkatdrsainak, hogy -
egyetemi hallgatoként — felkeltették szakmai érdeklddésemet az endokrinoldgia és

szaporodasbioldgia irdnt, és elsd tudomanyos munkdimat iranyitottak.
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Ko6szonom prof. dr. Székely Csabdnak, hogy a Go6dolléi Agrartudomanyi Egyetem
dékdnjaként lehetdvé tette szamomra, hogy megismerkedhessek az in vitro fertilisatio
technolégidjaval az Amerikai Egyesiilt Allamokban.

Hélaval gondolok prof. dr. Dohy Jdnos akadémikusra (12002), az MTA-GATE
Allatnemesitési Kutatécsoport alapitGjara és volt vezetSjére, aki egyetemi éveimet
kovetden irdnyitotta tudomanyos tevékenységemet.

Koszonettel tartozom dr. Dinnyés Andrdsnak és a godolldi Mezdgazdasagi
Biotechnolégiai Kutatokozpont Embriolégiai Laboratériuma dolgozdinak, akik
segitségével elsajatitottam az in vitro fertilisatio laboratériumi mddszereit. A kutat6d
laboratériumban szerzett tapasztalatok képezték alapjat a késObbi klinikai embrioldgiai
palyafutdsomnak.

Tisztelettel gondolok dr. Bdrdndi Zsoltra (11999), az Embrioldgiai Laboratérium
alapitjara, akinek sulyos betegsége majd haldla csak rovid idOre engedte, hogy
munkatérsa lehessek. Munkdssdga meghataroz6 volt az Embrioldgiai Laboratériumban,
amely a mai napig is az dltala bevezetett irinyelvek szerint mikodik.

Koszonet illeti az Asszisztalt Reprodukciés Osztdly valamennyi kordbbi és jelenlegi
munkatdrsdt mindazért a segitségért, amellyel tdmogattidk tudomdanyos torekvéseimet.
Kiilon koszondm Toth Ldszloné vezetd embrioldgiai szakasszisztensnek mindazt az
Onzetlen segitséget és tdimogatdst, amit az embriol6giai munka sordn nyujtott szimomra.
Kitartdsa és precizitdsa nagymértékben hozzdjarult a dolgozatom alapjat képezd
tudoményos adatok gytijtéséhez.

Koszondom dr. Rusz Andrdsnak és a Semmelweis Egyetem Urolégiai Klinika
munkatdrsainak, hogy az IVF kezelések sordn sziikséges androldgiai vizsgalatok,
valamint herebiopszidk elvégzésével segitséget nyudjtottak munkamhoz.

Végiil, de természetesen nem utolsésorban szeretném hdldmat és koszonetemet kifejezni

csalidomnak mindazért a tdimogatdsért és biztatasért, amellyel segitették munkamat.
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