Endometriozisos betegek in vitro fertilizacidval létrejott

blasztocisztainak vizsgalata time-lapse technika alkalmazasaval

36. OTDK Biologia Szekcio

Készitette:

Toldi Teoddra
Biologus MSc., V. félév

Kiild6 intézmény: E6tvds Lorand Tudomanyegyetem — Termeészettudomanyi Kar

Témavezetok:

Dr. Fancsovits Péter, tudomanyos fémunkatars, laborvezetd, Semmelweis Egyetem, Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinika, Baross utcai részleg, Asszisztalt Reprodukcids Osztaly

Nemes Annamaria, klinikai embriologus, Semmelweis Egyetem, Sziilészeti és NOogyogyaszati
Klinika, Baross utcai részleg, Asszisztalt Reprodukcios Osztaly

Budapest, 2023



Tartalomjegyzek

Roviditésjegyzék

1. Bevezetés

1.1. Az endometriodzis

1.2. Az in vitro fertilizacios kezelés

1.2.1. Petefészek stimulacio és petesejtnyerés

1.2.2. Az onddminta elGkészitése

1.2.3. Az in vitro megtermékenyités modszerei

1.2.4. Embridtenyésztés, korai embridfejlédés folyamata

1.2.5. Az embridbelltetés és a mélyfagyasztas

1.3. A time-lapse technika el6nyei

O VN U A~ N w

2. Célkitiizések

3. Anyag és modszer

3.1. A vizsgalt csoportok definidlasa

3.2. A time-lapse technika alkalmazasa az embriébiralat soran

3.3. A vizsgalt paraméterek

3.4. Embridbiralati szempontok

3.5. Statisztikai szamitasok

4. Eredmények

5. Megbeszélés

6. Osszefoglalds

7. K6szénetnyilvanitds

8. Irodalomjegyzék

N N R R R B R R R R R Rk
N QO W N AN B R =2 = O O ©o



Roviditésjegyzék

BMI — testtémeg-index, Body Mass Index

CLI — séargatest elégtelenseg, Corpus Luteum Insufficiency
EUG — méhen kivili terhesség, extrauterin graviditas

FSH - follikulus stimulalé hormon

hCG - huméan korion-gonadotropin hormon

ICM — embridcséma, Inner Cell Mass

ICSI — intracitoplazmatikus spermium injektalés, Intracytoplasmic Sperm Injection
IVF —in vitro fertilizacio

TE — trofektoderma, Trophectoderm

TLT — time-lapse technika

WHO - Egészségligyi Vilagszervezet, World Health Organization



1. Bevezetés

Az els6 sikeres, allatokon végzett szervezeten kiviili megtermékenyités Schenk nevéhez fiizodik. 1880-ban
sikertllt nyul és tengerimalac petesejteket in vitro fertilizacioval (IVF) megtermékenyitenie, valamint a
Iétrejott embridk osztodasat megfigyelnie [1, 2].

Csaknem 100 ¢évvel késobb, 1978 nyaran, Anglidban sziiletett meg az elsd szervezeten kiviili
megtermékenyités utjan fogant gyermek. Az elsé sziiléssel végzddd human IVF kezelést végzd
szakemberek - Christopher Steptoe és Robert Geoffrey Edwards — eredményeikrél 1978-ban szamoltak be

a Nature cimi folydiratban [3].

Az elmalt kozel 45 év alatt, a meddéség eredményes kezeléseként szamon tartott IVF révén megkozelit6leg

8 millié gyermek jott vilagra [4].

1.1. Az endometriozis

A vizsgalat soran az endometriozis korai embriofejlodésre gyakorolt hatasat tanulmanyoztam.

Endometridzis esetén a méhnyalkahartyat alkoté endometrium a méh tregén Kkivil is megtalalhat6 [5], a
szovet kiterjedhet akar a petefészkekre (1. dbra), a hashartyara, a hlgyholyagra vagy a végbélre is [6]. A
betegség hivatalos diagnosztizalasa laparoszkdpias eljarassal torténik, a gyanus elvaltozasokon szdvettani
vizsgalatot végeznek [7]. Az endometridzis egy gyulladasos, 0sztrogén fiiggd betegség, mely szdmos
modon ronthat a beteg életmindségén, mivel a korkép jellemzéen fajdalmas menstruacioval, koros

kismedencei fajdalommal és akar medddséggel is tarsulhat [5, 6].

Az endometridzis a reproduktiv korban 1év6 ndk kb. 10%-at érint6 betegség [8-10], emellett a medddséggel
kiizdé n6k tobb mint 50%-nél akadalyozza meg a spontan teherbeesést [8, 9]. Egyel6re még nem teljesen
tisztazott, hogy az endometriozis milyen modon okoz medddéséget az érintett nok esetében, mindenesetre
gyakrabban fordulnak el koriikben anatomiai, endokrin vagy immunrendszeri rendellenességek,
gyulladasos folyamatok [11]. Szamos tanulmany ir arrdl, hogy az endometriézisos ndk esetében
alacsonyabb az embriok bedgyazddasanak esélye. Ennek hatterében allhatnak a betegséggel jaré kronikus
gyulladasos folyamatok, endokrinoldgiai rendellenességek [12]. Més forrasokban arrél olvashatunk, hogy
a csOkkent beagyazodasi arany mellett az endometridzisos nék szerényebb petefészektartalékkal, illetve
rosszabb mindségii petesejtekkel és embridkkal rendelkeznek [13, 14]. Utdbbiak hatterében tobbek kdzott
a gyulladasos folyamatokban részt vevo citokinek és kemokinek petesejtekkel és embriokkal valo

interakcidja allhat [15].



1. dbra. Kiterjedt endometridzis szdvettani képe a petefészek alapallomanyéaban. Az endometrium
alapszovetében (*) valtozatos méretii és alaku, endometrialis himmal bélelt mirigyek (=) lathatok [16] —

a kép a szerz6 altal modositva.

1.2. Az in vitro fertilizacios kezelés
In vitro fertilizacié sordn a megtermékenyités a szervezeten Kivil, laboratoriumi korilmények kozott
torténik. Az IVF kezelés egy tobblépcsds folyamat, melynek részleteit az aldbbi fejezetben rdviden

ismertetem.

1.2.1. Petefészek stimulacio és petesejtnyerés
A szervezeten Kkiviili megtermékenyitést minden esetben megel6zi egy személyre szabott mddon,
hormoninjekciokkal kivaltott petefészek stimulacid. Az eljaras célja, hogy az adott n6i ciklus soran egynél
tobb tiisz6 induljon fejlédésnek [17].

A stimul&cio6 végén human korion-gonadotropin hormon (hCG) keril beadésra. Az ovulécié indukcidjara
akkor kerulhet sor, ha az ultrahangvizsgalat soran legalabb egy 16-18 mm atmér6ji, ill. tovabbi két-harom
15-16 mm atmér6ji tiisz6 lathatd, valamint, ha a szérum 0sztrogén-szintje elérte a tiisz6nkénti 200-300

pg/ml-es értéket [17].

Az ovulacio indukcidjat koveté 36 oran beliil tiiszopunkciéra Kkeriil sor, ami a hiivelyen keresztil,

ultrahang-ellendrzés mellett végzett tiiszéfolyadék-leszivast jelenti [17].



A petesejtnyerés soran leszivott tiiszéfolyadék az embrioldgiai laboratériumba kertil, ahol a kezelést végzo
szakemberek megkezdik a petesejtek kereséset. A nyert petesejteket tiszta tapoldatba helyezik, igy kertilnek
az inkubatorba, ahol 4-6 6ran at tarto eléérlelésiik kovetkezik [2].

1.2.2. Az onddminta el6készitése

A petesejtnyeréssel parhuzamosan a par férfi tagja altal adott ondominta feldolgozasra keriil. Az el6készités

tipusa a minta mindségétol fligg.

Amennyiben a minta a WHO (World Health Organization) ajanlasainak megfeleld
(spermiumkoncentraciora, motilitasra és morfologiéara vonatkozo) értékekkel rendelkezik, Un. fellsztatasos
technika (swim up) alkalmazhat6 [18, 19]. Rosszabb minéségii minta esetén a siirliség gradiens (alapu)
centrifugalas technikajat alkalmazzék [18, 19].

Extrém esetekben azoospermia (az ondomintdban nincs jelen spermium) ill. necrozoospermia (az
ondomintdban jelen levé valamennyi spermium elhalt) figyelhet6 meg. Mivel az ondominta egyik esetben
sem tartalmaz életképes himivarsejtet, ezért a par férfi tagjan herebiopsziat végeznek. Az igy kapott
hereszovet egyik része kivizsgalasra, mig masik része mélyfagyasztasra kertl. A fenn emlitett esetekben a

megtermekenyités a hereszévetmintabdl nyert spermiummal torténik [20].

1.2.3. Az in vitro megtermékenyités modszerei
In vitro fertilizacid sordn a megtermékenyités a szervezeten Kivil, laboratoriumi korilmények kozott

torténik.

Amennyiben az onddminta tébb mint egymillié progressziven mozgd himivarsejtet tartalmaz, illetve a
feldolgozott spermaminta motilitdsa legalabb 75-80%, hagyomanyos in vitro fertilizacids kezelés
végezhetd. Ebben az esetben a petesejtek megtermékenyitése a himivarsejtek morfologiajatol, valamint a
nd életkoratol fiiggéen 100 000 - 500 000 db/ml spermiumkoncentracioju fertilizaciés médiummal kerdl
elvégzésre. A petesejtek és himivarsejtek egytt inkubalasa a petesejtnyerés utan 6 oraval veszi kezdetét,
és kb. 16-18 6rén at tart. [20].

Amennyiben az onddminta feldolgozasa utdn kevés szdmu, nem megfeleld6 mozgasu spermium all
rendelkezésre, a megtermékenyités sordn intracitoplazmatikus spermiuminjektalast (Intracytoplasmic

Sperm Injection, ICSI) alkalmaznak (video a folyamatrol). Az eljarast a 2. dbra mutatja be.

Szamos tanulmany szamolt be arr6l, hogy az endometridzis alacsonyabb petesejtszammal tarsulhat [21,
22], igy ezekben az esetekben is javasolt lehet az ICSI eljaras alkalmazésa, azonban az utébbi néhany
évben tobb irodalmi adat is megjelent azzal kapcsolatban, hogy az endometridzisos esetekben az ICSI

eljaras nem nyujt kedvez6 eredményességet a megtermékenyités tekintetében. Vannak betegségek (ilyen


https://www.youtube.com/watch?v=2SHYytZCFxU

az endometriozis is), melyek csokkentik a petesejtek életképességét, igy azok az ICSI eljaréassal jard
mechanikai (szard) hatast nem viselik jol, esetlikben az ICSI eljards hatékonysaga rosszabb, mint a
hagyomanyos IVF eljarase [23].

2. dbra. Az intracitoplazmatikus spermiuminjektalas. A képen a zona pellucida (x) altal korllvett
petesejt és annak citoplazmaja lathato (A ), melybe Uvegpipetta (*) segitségével el6zbleg
mozgésképtelenné tett spermiumot (=) injektalnak. A petesejt alatt jelen van egy sarki test is (). A
balrol benyulo ti (m) a petesejtet rogziti [20]. (A kép az SE Asszisztalt Reprodukcids Osztalyanak

embrioldgiai laboratériumaban késziilt.)

1.2.4. Embriotenyésztés, korai embriofejlodés folyamata

Az embriok tenyésztése inkubatorban valosul meg. (A vizsgalatban hasznalt inkubatorrol bdvebben a A

time-lapse technika e/ényei cimii fejezetben irok.)

A megtermékenyités utani 7. 6ra kdrnyékére a normal megtermékenytilésii embriok esetében két elémag
(anyai és apai pronucleus) jelenik meg. Ezek a fertilizaciot kovet6 25-26 6ran belill eltiinnek. Az elémagok
megjelenése jelzi a sikeres megtermékenytilést. Mindezek utan, az embriofejlédés masodik napjanak elején,
a 24-27. 6ra kornyékén kezdetét veszi az els6 [24, 25], majd a 37-38. 6ra kornyékén a masodik sejtosztodas
[24].



A masodik és harmadik napon az embri6 eléri a 4 majd 8 sejtes allapotat. A mar meglévé sejtek 0sztddasa
tovabb folytatddik, mely révén az embridt alkot6 blasztomérék szama folyamatosan gyarapodik. A sejtek
egy id6é utan tomoriilni, kompaktalodni kezdenek, majd a 4. nap elején az embrio szedercsira (morula)

allapotba kerul [26].

Az 5. napra a morula kdzepén barazdalodasi Ureg (blastocoel) alakul ki, ami az embrié méretének
novekedésével jar, ezaltal az azt koriilvevd peteburkot megfesziti, elvékonyitja. Az igy létrejott
blasztocisztan belll kialakul két jellegzetes sejtvonal, az embriocsomo sejtjei (ICM) és a trofektoderma
(TE) sejtek, melyeket citoplazmahidak kdthetnek 6ssze. Blasztociszta allapotban az embrié névekedni
kezd, ennek kovetkeztében az elvékonyodd peteburok (zona pellucida) atszakad. Nem sokkal ezutan a
barazdalddasi treg mérete lecsdkken, az expandalt blasztociszta elkezd kibdjni az atszakitott peteburokbdl

(3. &bra). A folyamat az embri6 tovabbi ndvekedését és a méh endometriumaba valé beagyazodasat teszi
lehet6vé [24].

3. dbra. A korai embriéfejlodés folyamata. a) Erett (a mei6zis masodik fészakaszaban 1év) petesejt
(). Emellett jol Iathatd egy sarkitest (*) a perivitellinaris térben, ill. a petesejtet koriilvev peteburok. b)
A megtermékenyiilést jelz6 két eldomag megjelenése (). €) Zigota () az elémagok eltiinése utan. d) Az
embrio az elsd sejtosztodas utan, kétsejtes (@) allapotban. e) Az embrio 4 sejtes allapota. f) Az embrié 8

sejtes &llapota. g) Morula (*) allapot. h) A peteburkot elhagyo, ,,kikel6” blasztociszta (). EIkilon(lt

embridcsomo (*) és trofektoderma (x) sejtcsoportokkal rendelkezik, melyek citoplazmahidakkal (A)
kapcsolodhatnak egymashoz. (A képek az SE Asszisztalt Reprodukcids Osztalyanak embrioldgiai
laboratoriuméban késziiltek.)



1.2.5. Az embriobelltetés és a mélyfagyasztas

Az embriok belltetése a megtermékenyiilés utani 2-5. napon torténik. [27].

Az IVF kezelésben résztvevo parok életképes, beiiltetésre nem keriilt embrioit mélyfagyasztas (vitrifikacio)
révén meg lehet Orizni. A modszer elénye, hogy a bioldgiai minta olyan gyorsan hil le, hogy az abban jelen
levé viznek nincs ideje jégkristalyokat képezni, igy az nem okozhat kart a minta - esetlinkben az embrio —
struktdrajaban [28].

1.3. A time-lapse technika elonyei

Az IVF kezelések soran azok az embriok keriilnek beiiltetésre, melyeket fejlédési és morfologiai
tulajdonsagaik alapjan a kezelést végzd szakemberek a legéletképesebbnek itélnek meg. Az embriok
mindsitését hagyomanyosan, napi egy alkalommal torténé mikroszkopos vizsgalattal végzik, ami csak

részleges informéciot ad az embrid fejlodésérol.

Ujabban egyre tobb embriolégiai laboratoriumban nyilik lehetéség az embriok fejlodésének megfigyelésére
time-lapse felvételek értékelésével. A time-lapse technikat (TLT-t) alkalmazé rendszerekben az embrid
tenyésztését lehetévé tevd inkubator beépitett mikroszkoppal és kameraval rendelkezik, melyek

kapcsolatban allnak egy kiils6 szamitogéppel [29].

A TLT amellett, hogy alland6 tenyésztési kdrilményeket teremt, az embriok folyamatos megfigyelésére és
egy olyan késziilékben valosul meg, ami adott id6kozonként képi felvételeket készit a mintardl. A képek
alapjan osszeallo filmfelvétel utolag barmikor visszanézhet6 és elemezheté (TLT-vel készllt vided az

embriofejlédésrél). Emellett a TLT képelemz6 software-rel is tarsithatd, amely képes az elkészilt felvételek

alapjan becslést adni pl. az embridofejlédés bizonyos mozzanataira, az embriok morfokinetikai

paramétereire [30].

Szédmos kozlemény beszamolt arrél, hogy a TLT alkalmazésa ndvelheti az IVF kezelések eredményessegét,
azaz hatékonyabb embrid-szelekciot tesz lehetévé, mivel altala az embriofejlédés dinamikus paramétereirdl
(pl. két sejtosztodas kozott eltelt id6) is informaciokat gytjthetiink [31, 32]. A sejtosztodasok idébeli
mintazata és mas morfologiai jellemzok (pl. sejtméret) meghatarozhatjak az embri6 beagyazodasi esélyeit,
igy azért fontos mindezekrol adatot gytijteniink, hogy a kezelések soran a lehetd legéletképesebb embriok

kertljenek belltetésre [33, 34].


https://youtu.be/xm9VAaC-Il0
https://youtu.be/xm9VAaC-Il0

2. Célkituzések

Célunk volt, hogy megvizsgaljuk, az endometridzis hatassal van-e:

e amegtermékenyulés sikerességére;

e az embriok fejlédésének iitemére;

e az embriok morfologiai jellemzdire;

e ahdlyagcsira stadium elérésének valdsziniiségére;
e aholyagesirdk mindségére;

e abeagyazOdas sikerességeére.

3. Anyag és modszer

3.1. A vizsgalt csoportok definialasa

Egy IVF kezelésnek egyszerre tobb javallata is lehet. A vizsgalatban szerepld egyik csoport (Endo+)
kezeléseinek indikacidi kozott minden esetben jelen volt az endometriézis, de emellett mas medddséget
okozd betegséggel is érintettek lehettek a csoportba tartozé parok. A tanulmany masik (Endo-) csoportjaba
kizérdlag olyan parok kertilhettek, melyek esetében - az endometriozis kivételével - barmely més javallat

(akar tobb indikacio csoportos eléfordulasa) miatt tortént szervezeten kivili megtermékenyités.

A vizsgdlatban az endometriézis mellett megjelend IVF-javallatok a kovetkezok voltak:
sérgatestelégtelenség, anovulacio (peteérés elmaradésa), prolaktin-taltermel6dés, emelkedett FSH-érték,

androldgiai faktor, ismeretlen eredeti meddéség.

A vizsgalat soran parositott statisztikai probakat végeztem. Minden, Endo+ csoportba bevalasztott IVF
kezelés mellé egy olyan nem endometri6zisos (Endo-) betegnél végzett IVF kezelést valasztottam parként,
ahol a ndbeteg testtomeg-indexe (BMI)", a nyert petesejtek szdma és a bedltetett embriok szama

megegyezett, tovabba a ndi életkor is hasonlo volt, legfeljebb 5 év lehetett az eltérés.

* BMI-kategoriak: <18,8 kg/m? — sovany; 18,5-24,9 kg/m? — normal teststly; 25-29,9 kg/m? — tulsuly; >30
kg/m? — elhizott.

A vizsgéalatban szereplé in vitro fertilizacios kezeléseket a Semmelweis Egyetem Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinika Baross utcai részlegének Asszisztalt Reprodukcios Osztalyan végezték 2020
decembere és 2022 juniusa kozott. Mindkét csoportba 75, a fenti feltételeknek megfelelé IVF ciklust
vélasztottam be.
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3.2. A time-lapse technika alkalmazésa az embridbiralat soran

A megtermékenyités utdn az embridkat TLT-t alkalmazd embri6-inkubatorba helyezték (Vitrolife
EmbryoScope® Time-lapse System, Goteborg, Svédorszag). A tenyésztés ideje alatt (2-5 nap) a késziilék
meghatarozott idénként (10 percenként) felvételt készitett az embriokrol. Az igy kapott képek alapjan az
EmbryoViewer software (Vitrolife, Goteborg, Svédorszag) egy becslést adott az embridfejlodés jellegzetes

1épéseire vonatkozoan, melyek az embridfejlédés fontosabb morfokinetikai paramétereireit alkotjak.

Ezekre az adatokra és a sajat megitélésemre hagyatkozva értékeltem a tanulmanyba bevont valamennyi IVF

crer

3.3. A vizsgélt parameterek

A tanulmanyban szerepld vizsgalati paramétereket az 1. tablazatban tiintettem fel.

3.4. Embridbiralati szempontok

Fragmentacio6 becslése

Fragmentumnak nevezziik a sejtmembrannal hatarolt, de sejtmagot altaldban nem tartalmazo citoplazma

részleteket, melyek legtobbszor a sejtosztodas soran keletkeznek. A fragmentéciét a teljes citoplazma-

térfogat szazalékos aranyaban fejezzik ki [35]. Az embriok fragmentaltsaganak mértékét az alabbi
kategorizalas szerint biraltam: 0-10%; 10-20%; 20-50% ill. 50-100% (l. 4. és 5. &bra).

4. dbra. A kétsejtes embri6 fragmentaltsagi kategoriai. A fragmentumokra nyilak mutatnak. a) A
fragmentécié mértéke 0-10% kozotti, fragmentum nem lathaté a képen. b) A fragmentéacié mértéke 10-
20% kozotti, lathatunk néhany fragmentumot. c) A fragmentéacié mértéke 20-50% kozotti, az el6z6
képhez képest joval tobb fragmentum lathatd. d) A fragmentacié mértéke 50-100% koz6tti, a majdnem a
teljes embrié-térfogat fragmentalt. (A képek az SE Asszisztalt Reprodukcids Osztalyanak embrioldgiai

laboratériuméban késziltek.)
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5. bra. A négysejtes embrid fragmentaltsagi kategoriai. A fragmentumokra nyilak mutatnak. a) A
fragmentécié mértéke 0-10% kozotti, fragmentum nem lathaté a képen. b) A fragmentécié mértéke 10-
20% kozotti, lathatunk néhany fragmentumot. ¢) A fragmentacié mértéke 20-50% ko6zotti, az €16z6
képhez képest joval tobb fragmentum lathatd. d) A fragmentacié mértéke 50-100% kozotti, majdnem a
teljes embrié-térfogat fragmentéalt. (A képek az SE Asszisztalt Reprodukcios Osztalyanak embrioldgiai
laboratoriuméban késziltek.)

A belsd sejtcsomd mindsitése:

Az embri6t alkoté struktirak az embridcsomo sejtjeinek osztddasa révén jonnek létre [26] Minbsége az azt

alkotd sejtek szama és kompaktaltsaga alapjan keril becslésre [36] (6. abra).

6. abra. A belsé sejtcsomo (embriécsomd) mindségének kategorizalasa. Az embridcsomora nyilak

mutatnak. a) ,,A” minéségii embridcsomo. b) ,,B” mindségii embridcsomod. ¢) ,,C” mindségii
embriocsoma. (A képek az SE Asszisztalt Reprodukcios Osztalyanak embrioldgiai laboratériumaban
késziltek.)
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1. tdblazat: A vizsgalt morfokinetikai paraméterek és azok értelmezése. (A *-gal jeldlt fogalmakat lasd

az Embridbiralati szempontok fejezetben)

Morfokinetikai paraméter
tPNf

t2

t4

t8

tB

<20%fragm-2C

<20%fragm-4C

Definicid

a pronukleusz eltlinéséig eltelt id6

2 sejtes allapot eléréséhez szilkséges id6

4 sejtes allapot eléréséhez sziikséges 1d6

8 sejtes allapot eléréséhez sziikséges id6
holyagcsira allapot eléréséhez sziikséges ido

a kétsejtes allapotban becsilt fragmentacio mértéke
20%-nal alacsonyabb*

a negysejtes allapotban becsilt fragmentécid
mértéke 20%-nal alacsonyabb*

ICM (A) ,»A” mindsitésii belsd sejtcsomo*

TE (A) ,,A” min6sitésii trofektoderma*

Hdlyagcsira fejlédési arany azon embriok aranya, melyek a normaél
megtermékenyiilésti embridk koziil holyagesirakka
fejlodtek

azon embridk aranya a csoporton beliil, melyek
legalabb a hélyagcsira allapotot elérték, emellett A
vagy B mindsitést kaptak a bels6 sejtcsomojuk és a
trofektoderma mindségiik értékelésekor

azon embriok aranya, melyek a belltetés utan
sikeresen beagyazddtak

a klinikai terhességek és az embridbelltetéssel
végz6dott kezelések szdmanak hanyadosa; klinikai
terhesség abban az esetben all fenn, ha ultrahang
vizsgalat soran petezsdk lathat6; klinikai
terhességként tekintettem az egyes, kettes és
harmas fogamzasra (egy, ketté vagy harom embrid
beagyazédasa) és a méhen Kivili terhességre
(EUG).

Hélyagcsira mindéség

Beagyazodasi arany

Klinikai terhesség aranya

A trofektoderma mindsitése

A trofektoderma sejtek nem vesznek részt az embrionalis struktdrak Iétrejéttében, a méhlepény embrionalis
szoveteit hozzak létre, ill. fontos szereplk van az embrié beagyazédasa soran [26]. A trofektoderma
sejtréteget az azt alkotd sejtek szama, ill. a citoplazmajuk heterogenitasa alapjan kategorizaljak [36] (7.

abra).
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7. abra. A trofektoderma mindségének kategorizalasa. A trofektoderma sejtréteget csillag jeldli. a)

,»A” mindségii trofektoderma. b) ,,B” minéségii trofektoderma. c) ,,C” mindségli trofektoderma. (A képek

az SE Asszisztalt Reprodukcids Osztalyanak embrioldgiai laboratériuméban késziltek.)

3.5. Statisztikai szamitasok

A statisztikai analizist Statistica programmal és VassarStats (http://vassarstats.net/) online statisztikai
modullal végeztem. A normal eloszlasu, folytonos valtozok esetében t-prébat, mig a nem folytonos
valtozok esetében Chi-négyzet prdbat alkalmaztam. A teszteket p=0,05 szignifikancia szint mellett

végeztem. Az adatok atlagtstandard szoras formaban kerultek kifejezésre.

4. Eredmeények

A vizsgalatba 6sszesen 150 in vitro fertilizacios kezelést vontunk be, melyek koziil 75 az Endo+, 75 pedig
az Endo— csoportba tartozott. Az Endo+ csoport 243 normal megtermékenyuléssel bird (két elémaggal
rendelkezd) embriojanak fejlédését vetettem Ossze az Endo— csoport ciklusaibdl szdrmaz6 204 embrio

fejlodésével.

Az atlagéletkor (35,5+3,6 év vs. 35,8+3,6 év; p=0,576) és a BMI-atlag (22,8+3,8 kg/m? vs. 22,2+6,6 kg/m?;
p=0,549) hasonl6 volt az Endo+ és az Endo— csoportok esetében. Nem talaltam szignifikans kiilonbséget
sem a stimulacio atlagos hosszaban (11,6£1,9 vs. 11,3£1,6; p=0,298), sem az atlagos tiisz6- (7,6+3,6 vs.
7,2+3,6; p=0,480), és petesejtszamban (4,6+2,4 vs. 4,6+2,4; p=1,000) sem pedig az érett (a meidzis masodik
foszakaszaban 1évo) petesejtek (3,942,8 vs. 3,9+2,1; p=0,996) vagy a normal megtermékenyiilésii embriok
(3,2+1,9 vs. 2,7£1,6; p=0,070) szamaban (2. tablazat).

Amig az ICSI eljérés hatékonyséaga (66,7% vs. 67,1%; p=1,000) a vizsgalt csoportok esetében hasonlé volt,
addig a hagyomanyos IVF eljarédsé (76,0% vs. 63,3%; p=0,009) az Endo+ csoportban jelentdsen

14



magasabbnak bizonyult. Az IVF eljaras szerényebb sikerességébdl adodoan a megtermékenytilési arany

(73% vs. 65,4%; p=0,037) az Endo— csoportban szignifikdnsan alacsonyabb volt.

2. tAblazat: Az IVF kezelések dsszevetése a vizsgélt csoportokban.

Paraméterek Endo+ Endo- p
(N=75) (N=75)

Atlagéletkor (év)* 35,5+3,6 35,8+3,6 0,576

BMI-atlag (kg/m?) * 22,8438 22,246,6 0,549

Stimul&cié hossza (nap)* = 11,6+1,9 11,3+1,6 0,298

Tiisz6szam (db)* 7,6+3,6 7,2+3,6 0,480

Petesejtszam (db)* 4,624 4,612 4 1,000

MII petesejtszam (db)* 3,9+2.8 3,9+2.1 0,996

Normal 3,219 2,7+1,6 0,070

megtermeékenytilésii

embrié (db)*

ICSI eljaras 66,7 67,1 1,000

hatékonysaga (%)

IVF eljaras 76,0 63,3 0,009

hatékonyséaga (%)

Megtermékenyulési 73 65,4 0,037

arany (%)

Klinikai terhesség aranya = 40,0 28,6 0,154
(%)**
*atlag+szoras

A Kkapott adatok alapjan elmondhatd, hogy az embridfejlédés két- ill. négysejtes stadiumaban becsilt
fragmentaltsagi érték tekintetében az Endo— csoport embridi kozott szignifikansan nagyobb aranyban
fordult el6 kevésbé fragmentalt (20% alatti fragmentaltsagi értékkel rendelkez6) embrio. Az adatokat a 3.

tablazatban tiintettem fel (<20% fragm-2C; <20% fragm-4C).
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3. tblazat: Morfometriai paraméterek dsszevetése a vizsgélt csoportokban.

Morfometriai Endo+ Endo- p
paraméterek (N=75) (N=75)

tPNf (6ra)* 24,2435 25,046,5 0,141
t2 (6ra)* 27,1+4,1 27,9+7,1 0,141
t4 (6ra)* 38,3+6,6 39,348,6 0,196
t8 (6ra)* 60,8+13,2 59,2+12,1 0,221
tB (6ra)* 107,749,8 106,0£10,2 0,194
<20% fragm-2C (%) 81,3 89,8 0,013
<20% fragm-4C (%) 76,1 84,7 0,027
ICM (A) (%) 38,9 45,7 0,269
TE (A) (%) 27,8 40,0 0,036
Blasztociszta fejlédési | 74,6 57,5 <0,0001
arany (%)

Blasztociszta mindség (%) 67,1 73,3 0,271
Vitrifikalt embridk aranya = 35,4 22,1 0,002
(%)

Beagyazddasi arany (%) 34,5 23,8 0,127

*atlag+szOrés
Az embridfejlédés iiteme hasonld volt az Endo+ és az Endo— csoportok esetében (I. 8. dbra). Az egyes

fejlodési stadiumok eléréséhez sziikséges idok atlagat a 3. tablazatban tiintettem fel.

Az Endo- csoport embridi kozott jelentésen magasabb aranyban fordult elé ,,A” mindségi
trofektodermaval rendelkez6 embri6 (27,8% vs. 40,0%; p=0,036). Bar nem szignifikdns mértékben, de
ugyanezen csoport esetében az ,,A” mingsitésii belsé sejtcsomodval rendelkezé embridk aranya (38,9% vs.

45,7%; p=0,269) is magasabbnak bizonyult.

Az Endo+ csoport embridi magasabb aranyban érték el a holyagcsira fejlodési stadiumot (74,6% vs. 57,5%;
p<0,001), azonban az Endo- csoportba tartozok bar nem szignifikansan, de valamivel nagyobb eséllyel
(67,1% vs. 73,3%; p=0,271) fejlodtek jo mindségli embriokka.

Az Endo+ csoport embridinak magasabb hanyada (35,4% vs. 22,1%; p=0,002) kerilt vitrifikalasra az

Endo- csoporthoz képest.

A bedgyaz6das (34,5% vs. 23,8%; p=0,127) és a klinikai terhesség ardnyaban (40,0% vs. 28,6%; p=0,154)

nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a vizsgalt csoportok esetében.

A kapott eredményeket a 2. és a 3. tdblazatban tlintettem fel.
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A korai embriofejl6dés Gteme

120

107.7

100

80

60

40

A megtermékenyités ota eltelt id6 (h)

20

24.2 27.1

El6bmagok eltlinése 2 sejtes allapot 4 sejtes allapot 8 sejtes dllapot  Hdlyagcsira allapot

Az embridfejlédés egyes stadiumai

—&—Endo+ —<¢—Endo-

8. abra. Az embriotfejlodés iiteme a vizsgalt csoportokban. Az embriofejlodés egyes stadiumainak

ismertetését |. Embridtenyésztés, korai embriofejlidés fejezetben)

5. Megbeszeélés

A tanulmany soran azt vizsgaltam, hogy az endometriozis milyen hatassal lehet a korai embriofejlodésre.
A kapott eredmények, €s az azok értékelésével nyert kovetkeztetések hasznosak lehetnek a jovoben az IVF

kezelések eredményességének ndvelésében.

A normal megtermékenyiilésti embriok ardnya az Endo+ csoportban szignifikdnsan magasabb volt, ami
ellentmond néhany korabbi tanulmany eredményeivel [37, 38]. A vizsgalatunkban megjelend szignifikans
kilénbség hétterében az Endo— csoport esetében tapasztalt szerényebb IVF eljaras-hatékonysag allhat,

mivel az ICSI eljaras hatékonyséaga kdzel azonos volt a vizsgalt csoportok esetében.
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Az embridfejlédés iitemében nem mutatkozott szignifikans kiilonbség, mely meger6siti néhany korabbi
kdzlemény eredményét is [39, 40], azonban vannak tanulméanyok, melyek ellentmondanak ezzel a
megfigyeléssel [41, 42].

A kapott morfoldgiai adatok arra utalnak, hogy az Endo— csoport embri6i kevésbé voltak fragmentéltak,
illetve jobb mindségii belsd sejtcsomdval és trofektodermaval rendelkeztek. Ezek alapjan megallapithato,
hogy az Endo— csoportban morfologiai tekintetben jobb minéségii embriok fejlédtek az endometridzisos

csoporthoz képest.

Az Endo+ csoport embrioi magasabb aranyban érték el a blasztociszta fejlédési stadiumot, mellyel szemben
talalni ellentmondd eredményre juté tanulmanyt is [42]. A létrejott blasztocisztdk mindségében nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség a két csoport kdzott, azonban az Endo— csoportban valamivel magasabb
aranyban jottek Iétre ,,j6 mindségli” embridk, ami viszont megerdsiti néhany korabbi vizsgalat eredményét
[6, 43]. A vitrifikalt embriok aranya magasabb volt az Endo+ csoport esetében, melynek hatterében a

csoportra jellemz0 magasabb blasztociszta fejlodési arany allhat.

A beédgyazddasi arany a vizsgalt csoportok esetében hasonlé volt, ami aldtdmaszthat néhany korabbi
tanulmanyt [6, 38], azonban szintén talalni olyan beszamolét, ami ettdl eltéré eredményt kozol [43, 44]. A
két vizsgalati csoport a klinikai terhesség aranyat tekintve is hasonlo értékeket mutatott, ami megerdsiti

szamos korabbi tanulmény eredményeit [38, 45].

Megfigyeléseimet 0sszegezve elmondhatd, hogy az endometridzisos betegek embri6i hasonl6 ttemben,
azonban valamivel gyengébb mindségben fejlédtek az Endo— csoport embridihoz képest. A megjelend
kilénbségek ellenére, az IVF kezelés sikeressége hasonl6 volt a vizsgalt csoportok esetében, mivel a

bedgyazodasi és a klinikai terhesség aranyaban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség.

A morfokinetikai paraméterek részletes vizsgalatat lehetévé tevé time-lapse technika Gjszeriisége miatt
jelenleg még kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre a témaval kapcsolatban. A meglévo tanulmanyokban
az embriobiralati szempontok konzekvensnek tekinthetdk, azonban az egyes vizsgalatok tobbnyire egy
bizonyos betegséggel érintett csoport embridival vetik Ossze a vizsgalt csoport embridinak fejlédését (pl.

endometridzisos betegek embri6i vs. ismeretlen eredetli meddéségben szenved6k embridi).

A tanulményban alkalmazott pérositott proba hatranya, hogy az endometridzis nyert petesejtszamra
gyakorolt hatasat (1. Az endometridzis cimi fejezetben) nem tudtuk vizsgalni, hiszen ez az érték az altalunk
felllitott parositasi szempontrendszer elemei kozott szerepelt. A tovabbiakban érdemes lenne olyan

tanulmanyt végezni, melyben utdnajarhatndnk annak, milyen hatassal van az endometriézis a petesejtek
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szamara ¢és mindségére (igazolhato-e az irodalomban gyakran el6forduldé negativ hatas), egyuttal

tanulméanyozhatnank a petesejtek és embriok minésége kozti osszefiiggéseket.

6. Osszefoglalas

Endometridzis esetén a méhnyalkahartyat alkoté endometrium a méh tregén kivil is megjelenik.
A korkép jellemzden fajdalmas menstrudcioval, koros kismedencei fajdalommal ¢és akar
meddéséggel is tarsulhat.

Tanulmanyunk soran a betegség embriofejlddésre gyakorolt hatasat vizsgaltuk in vitro fertilizacios
kezelések soran. Endometriozisos betegek (Endo+) embridinak fejlodését vetettiik 6ssze egyéb
okbol meddé parok (Endo—) embridfejlodésével, time-lapse technika (TLT) segitsegével. A TLT
alland6 tenyésztési feltételeket biztosit, az embridfejlodésrél folyamatos megfigyelést és
dokumentaciot tesz lehetove.

A 150 vizsgalt ciklus 75 Endo+, 75 Endo- ardnyban oszlott el. A csoportok atlagéletkora, BMI
atlaga, atlagos petesejt- és beiiltetett embridinak szama hasonlé volt. Az ICSI eljaras eléfordulasa
(30,7% vs. 57,3%, p<0,01) az Endo—, a megtermékenydlési arany (73% vs. 65,4%, p=0,037) az
Endo+ csoportban volt magasabb.

A Kkét csoport embrioi hasonld ltemben fejlédtek, am az Endo— csoportban magasabb volt a
kevésbé fragmentalt (39,8% vs. 50,3%, p=0,03) és jobb trofektodermaval rendelkezd (27,8% vs.
40%, p=0,04) embridk aranya. Az Endo+ csoport embridi nagyobb eséllyel fejlodtek
blasztocisztakka (74,6% vs. 57,5%, p<0,01), azonban azok min&ségében, ill. a klinikai terhesség
aranyaban jelentds kiilonbség nem mutatkozott.

A kapott adatok arra utalnak, hogy az endometri6zisos betegek embridi hasonlé Utemben, de

valamivel gyengébb mindségben fejlédtek az egyéb okbol meddd parok embridihoz képest.
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