BEVEZETES

1978-ban a Nature cimi folyoirat tudatta a vilaggal, hogy megsziiletett az
els6 lombikbébi (Steptoe és Edwards, 1978) Anglidban. A szenzacios
bejelentés id6pontjat tekintik a vildgon az asszisztalt reprodukcios
beavatkozasok kezdetének, pedig ezt az eredményt évtizedekig tartd,
faradsagos kutatomunka és kisérletezés el6zte meg. Louis Brown
megsziiletése mégis az egyik legnagyobb eseménye volt a human,
szervezeten kiviili mesterséges megtermékenyités torténetének. Ezt kovették
Ausztraliaban, Melbourne-ben 1980 juniusaban, az USA-ban, Norfolkban
1981. decemberében megsziiletett lombikbébik.

A kezdete és elézményei azonban sokkal korabbra tehetok, amikor
Schenknek Bécsben sikeriilt megtermékenyitenie tengerimalac és nyul
petesejteket és ezek osztddasat is sikeriilt megfigyelnie.

1891-ben Heape sikeres embridtranszfert végzett nyulaknal, ahol is az
embridkat a petevezetd atmosasaval nyerte. Heape munkéssaga hivta fel a
kutatok figyelmét az embriok laboratoriumi tenyésztésének lehetoségére.
Korai embrio fejlédésének tanulmanyozasa szintén nagyban hozzajarult a
szakteriilet fejlodéséhez.

Az els6 human kisérletek tobb mint 60 év mulva torténtek. Rock és Menkin
emberi petesejteket inszeminaltak in vitrd és az embridk elsé osztdodasat is
meg tudtak figyelni kétsejtes allapotban. De Kretznek Ausztralidban mar
sikeriilt szervezeten kiviili mesterséges megtermékenyitéssel embernél
terhességet 1étehozni, de ez spontan vetéléssel végzodott.

Steptoe és Edwards gyiimolesdzé egyiittmikddése 1968-ban kezdddott
Londonban a Royal Society of Medicine tudomanyos iilésén, ahol Steptoe a
petefészek és tiisz6k laparoszkopos felvételeit mutatta meg. Ezt az eldadast

Robert Edwards fiziologus is meghallgatta, aki az eldadds utan

beszélgetésbe elegyedett az el6adoval. Felvetette azt, hogy ha Steptoe
laparoszkép segitségével petesejtet tudna nyerni, azt & megprobalna
megtermékenyiteni.

A vilagstatisztika szerint napjainkban tobb mint 200 000 az in vitro
fertilizacid segitségével megsziiletett gyermekek szama. Ma mar a vilag
legtobb orszagaban végeznek lombik bébi programot. Eurdpaban 18 orszag
statisztikaja alapjan 1997-ben tobb, mint 200 000 petesejtnyerés tortént,
amelynek eredményeként 26,1% klinikai terhességi arany jott 1étre IVF-el
€s 26,4% ICSI-vel. A ,take home baby” ardny IVF-re 20,9%, ICSI-re 21,5%
volt az ESHRE statisztikaja alapjan. Az atlagos ikerterhesség aranya 29,6%,
amelybdl 25,8% kettds iker, 3,6% pedig harmas iker, 0,2% a négyes iker
terhesség volt.

Az 6ssz. sziiletésszam kb. 2,5-3,5%-a az IVF eredménye.

Ezen adatok egyértelmien alatamasztjak, hogy a szervezeten kiviili
mesterséges megtermékenyités az egész vilagon elterjedt, rutinszerli orvosi
beavatkozassa valt. Az in vitro fertilizacié azonban nem tekinthetd kizarolag
orvosi beavatkozasnak, gyakorlatilag tobb tudomanyag bizonyos részeit
Osszesiti, igy a bioldgia, genetika, molekularis genetikaét.

Kezdetben az IVF csak a tubéaris eredetii medddség esetén volt
alkalmazhato.

Késobbiekben a beavatkozéas indikacios teriilete folyamatosan bdviilt.
Megprobaltak a modszert alkalmazni immunoldgiai, anovulacids eredetii
infertilitasnal és endometriosis externanal.

Példaul az ismeretlen eredetli medddségben szenveddé parok kezelésére
vezette be Asch a GIFT-et (Gameta Intrafallopian Transfer), amikor a
petesejteket és a spermiumokat egyidejlileg a petevezetd ampullaris részébe
juttatta laparoszkop segitségével, ami bizonyos esetekben az in vitro

fertilizacidé alternativdjat jelentheti. Ezt a moddszert a késébbiekben
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transzcervikalisan, hasi ultrahang ellenérzés mellett végezték. Devroey a
mar osztédd embridkat a petevezetObe juttatta laparoszkoppal (Zygote
Intrafallopian Transfer, ZIFT), aminek segitségével az embridk természetes
koriilmények kozott fejlodhettek. Jansen és munkatarsai mar laparoszkop
hasznalata nélkiil, transzcervikalisan juttattdk az embridkat a petevezetobe
katéterezéssel (Tubal Emryo Transfer, TET).

A kilencvenes évek kezdetétdl egyre tobb probalkozas tortént, hogy a
szervezeten kiviili mesterséges megtermékenyités modszerét kiterjesszék a
férfi eredetli infertilitas eseteire is. A kérdés fontossagat az huzza ala, hogy
az infertilis hazassagok és parkapcsolatok kozel felében a spermatogenezis,
spermium transzport tehetd felelssé a gyermektelenségért.

Amennyiben a spermiumok mindsége és mennyisége nem volt megfeleld,
illetve immunolodgiai pozitivitas esetén, a tradicionalis IVF sikertelen volt
vagy a férfi partner honapokig tart6 injekcios kezelésével.

Az igazi attorést az jelentette, amikor a spermiumot mikromanipulacioval
juttattak a petesejt kiilonbdzé részeibe  valtakozd eredményességgel.
Palermo és mtsai ismerték fel, hogy a spermiumot mozgasaban gatolni kell a
beavatkozas el6tt, ugy, hogy a farki részt boritd hartya sériilésével enzim
aktivacio érhetd el és az igy eldkészitett spermiumot kell a zona pellucidan
keresztiil bejuttatni a petesejt citoplazmajaba. Az eljardas modositasa atiitd
sikerrel jart. A vildgon széles korben elterjedt, j modszer neve ICSI
(Intracytoplasmic Sperm Injection). A modszer rendkiviili eredményessége
miatt napjainkban a szervezeten kiviili mesterséges megtermékenyités 60-
70%-a ICSI-vel torténik és 30-40%-a csak a tradicionalis IVF.
Késobbiekben a szovettenyésztés soran az embriologusok azt is

megfigyelték, hogy a fejlédé embrid szdmara a petevezetd folyadék

(Human Tubal Fluidum, HTFL) elonydsebb kornyezetet jelent, mint a
mesterségesen megalkotott taptalajok. 1978-t6l a kilencvenes évek elejéig az
embridkat a petesejt vételtdl szamitott el6szor két, majd harom napig
tenyésztették, maximum hat — nyolc sejtes allapotig. Természetes
koriilmények kozott az embrio, a petevezetoben vandorol és osztodik, majd
6t — hét napos korban keriill a méhiiregbe és implantalodik a méh
nyalkahartyajaba. Az IVF eredményeinek javitasa érdekében allando
torekvés a szakemberek szamara, hogy az embridkat 6t — hét napos korban,
blasztociszta stidiumban helyezzék a méhiiregbe.

A kokulturdk Bongso és munkatarsai, mig a szekvencialis taptalajok
alkalmazédsa a Gardner féle modszerrel, mar lehet6vé tette a blasztociszta
allapotban torténé embridtranszfert.

és a fejlodo tiiszOok leszivasat a petesejt aspiraciot a transzvaginalis ultrahang
technika, ezen gyors és egyszerli modszer kiszoritotta a laparoszkopias
petesejt nyerést.

Fontos elérelépést jelentett a petefészek stimulacid terilletén olyan j
gyogyszerek bevezetése, aminek segitségével tobb és jobb mindségii
petesejt allt rendelkezésre a szovettenyésztés céljaira. A GnRH analogok és
a tisztitott urin-FSH készitmények alkalmazasa, majd a rekombinans
géntechnologiaval eléallitott, igen nagy tisztasagu gydgyszerek megjelenése
a kontrollalt petefészek stimulaciot ¢és igy az IVF-programok

eredményességét fokozza.



CELKITUZESEK — KERDESFELVETES

A Szent Janos Korhazban, a Budai Medddségi és In Vitro Fertiliacios
Centrum 1992. augusztus 11-¢ ota folyamatosan mikdodik. A centrum
nemcsak in vitro fertilizacioval, hanem az infertilitds okainak
kivizsgalasaval és kezelésével foglalkozik a modern asszisztalt reprodukcios
technikak széles skaldjanak alkalmazasaval. Az elmult kilenc év alatt 3210
in vitro fertilizacios ciklusbol 970 klinikai terhesség jott 1étre (30,2%), ebbdl
706 esetben élvesziilés zajlott le (22%), melynek eredményeképpen 918
gyermek sziiletett meg (a tobbesterhességek 30%-s el6fordulasanak
gyakorisaga miatt).

Az értekezésben kidolgozott témak az asszisztalt reprodukcié embriologiai
oldalanak terén végzett mindennapos gyakorlati tevékenység soran

felvet6dott problémakbol adodtak, amelyek a kovetkezok voltak:

1. Bar az In Vitro Fertilizacids kezelések terhességi aranya elérheti
egy kezelési ciklus utan a 30%-s sikeraranyt és a 20-25%-s ,,take
home baby” aranyt, ennek ellenére a cumulativ terhességi arany
Otszori beavatkozas utan sem éri el a 70%-t. Ennek oka, a 35-40 év
feletti, relative magas ndi kor €s az ugynevezett ,,poor responderek”
magas aranya az [VF-s parok kozott, ami azt jelenti, hogy ezen
betegcsoportban kevés és valtakozd, - gyakran rossz mindségi
petesejt nyerhetd csak, ami csokkenti, vagy lehetetlenné teszi
terhesség elérésének esélyét.

2. A szovettenyésztés masodik, harmadik napjan végzett embrid
transzfer esetén a négy-nyolc sejtes embriok koziil kell kivalasztani

morfologiai kritériumok alapjan a behelyezésre keriiléket. Ebben az
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idoben még nem tudjuk megmondani, hogy melyek az igazan
életképes preembriok, amelyek a méhiiregben tovabb osztddnak és
beagyazodasra keriilhetnek, mivel ebben az id6északban az embridk
50%-a osztddasi blokk miatt nem folytatja a fejlodést.

3. Jol ismert tény, hogy természetes koriilmények kozott a

petevezetében megtermékenyiilt petesejtek, majd embridk 6t nap
vandorlas utan, mialatt folyamatosan osztédnak, a ciklus 20-21.
napjan ugynevezett blasztociszta allapotban keriilnek a méhiiregbe,
ahol idedlis esetben a beagyazodas torténik. Erre az idészakra az
endometrium felkésziilt az embrid befogadasara, ugynevezett
midlutealis fazisban van. A blasztociszta allapotnak a nyalkahartya
midlutealis fazisa felel meg, ekkor van szinkronban az embrid és
endometrium fejlettsége.
A masodik és harmadik napon végzett transzfernél a nyalkahartya
igazdbol még nem fejlett eléggé az embrid befogadasara, vagyis
aszinkronitds all fent az embrid és az endometrium fejlettségi
allapota kozott.

4. Jol ismert tény, hogy a petesejt aspiracié utan két, harom nappal a
méh kontrakcio készsége fokozott, tehat az ebben az iddszakban
végzett embrid behelyezésnél az embrié kilokddésének kockazata
fokozott. Késobb azonban ez a gorcskészség csokken és igy az
ugynevezett kés6i embrid transzfer esetén kevesebb kontrakcid

valtodik ki és ezaltal novekszik az implantaciod esélye.

Vizsgalataim folyaman ezen problémak megoldasanak céljabol, két alapvetd

kérdésre kerestem a valaszt.



A. Lézer asszisztalt hatchinggel fokozhato-e a terhességi sikerarany, a
magasabb ndi kor, a tobbszori sikertelen IVF-ET, emelkedett
bazalis FSH érték, vastag zona pellucida esetén ? Biztonsagosan
alkalmazhato-e a 1ézer asszisztalt hatching ? Milyen hatdssal van a
lézer asszisztalt hatching alkalmazasa az utédok egészségi
allapotara ?

B. Jelent-e elérelépést az ugynevezett 6t napos, blasztociszta transzfer
alkalmazédsa az in vitro fertilizdci6 mindennapi gyakorlataban ?
Milyen esetben ¢és milyen gyakorisdggal alkalmazhaté a
blasztociszta kultura ?

Noveli-e a blasztociszta tenyésztés az implantacios aranyt?

Mennyiben befolyasolja a modszer a terhességi aranyt ?

ANYAG ES MODSZER

LAH INDIKACIOJA

A LAH indikécios teriilete a kdvetkez6 volt: az életkor (tobb mint 35 év) és
/ vagy korabban végrehajtott, legalabb 3 sikertelen IVF-ET.
A Szent Janos Korhaz Budai Medddségi Centrumaban 1998. februar 28-an

inditottuk el non-contact 1ézerrel végzett, asszisztalt hatching programunkat.

SZOVETTENYESZTES és LAH

A pérokndl rutinszeri in vitro fertilizacidés programot végeztiink, amelyet
tradicionalis IVF, vagy ICSI kovetett. A petesejteket, zygotakat és

embriokat standard korilmények kozt kezeltiik. A megtermékenyitést
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kovetéen 18-24 ora elteltével értékeltiik a fertilizaciot. Ezutan a
megtermékenyiilt zigdtakat Petri csészébe (Falcon, 3001, USA) helyeztiik,
amelyben IVF (Medicult) vagy IVF-100 (Vitrolife) taptalaj 50 pl-s cseppjei
voltak, s ezt 500 pl asvanyi olajjal (Sigma) fedtiik le.

Az lézer hatchinget a masodik napon hajtottuk végre, amikor az embridk a
2-3-4-5-6 sejtes allapotban voltak. A 670 nm-es dioda és a kollimalt 1.48
pm-es lézersugarakat az invert mikroszkopba tiikorrendszeren keresztiil
jutott, amit a mikroszkép 10 pum atmérdji, kor alaku teriiletre koncentralt.
Altalaban igy az objektiv képsikjadban 47 mW teljesitmény érheté el. A
zona pellucidat 10-15 ms-os lézersugar hatasnak tettik ki. A lyuk
atméréjének mérete 5-10 pm kozott valtozott az id6t6l és a taptalaj
hémérsékletétdl fliggden.

Atlagosan 2, maximum 3 16vést hajtottunk végre. Mivel az embriokat nem
kell fixalni, ezért sem mikromanipulatorra sem pipettakra nincs sziikség.
Béarmilyen manapsag elterjedt szovettenyészto edény és taptalaj hasznalhato
a beavatkozas alatt. A zona pellucida atlyukasztasanak pontossaga és
reprodukalhatdsaga egy microméter pontossaggal végezhet6. A behatas
idotartama 40-90 millisecundumot vesz igénybe. Az embrid transfert 24
oraval késobb, a harmadik napon végeztiik el, az embridk mikroszkopos

ellenérzése utan.

MECHANIKUS HATCHING

Mechanikus hatching, mas néven parcialis zéna disszekcio. Ehhez a
modszerhez elengedhetetleniil fontos mikromanipulatorok hasznalata.
Miel6tt megkezdddne a beavatkozas le kell tisztitani teljesen az embriot a
korona sejtek6l. Az embriokat HEPES tartalmtl taptalajba, mikrocseppbe

helyezziik, majd az egészet lefedjik paraffin olajjal. A szovettenyésztd
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edényt a 37°C-ra termosztalt invert mikroszkop targyasztalra helyezziik. Az
embriot megfogjuk a tartd pipettaval, a vele ellentétes oldalon 1évd specidlis
PZD pipettaval, mely igen vékony és hegyes, atszrjuk a zona pellucidat egy
vagy Ot ora iranyabol indulva 2 pontban, gy, hogy a blasztomereket
mindenképpen elkeriiljik. A tarté pipetta fogasat megsziintetjiik és a PZD
pipettara felszart embridt 6vatosan a tartd pipetta also, vagy fels6 részéhez
suroljuk tobbszor. Mindaddig végezziik a beavatkozast, a felszart két pont

kozott, mig nem latszik a zona elvékonyodasa.

VIZSGALATI IRANYOK ES CSOPORT

LAH utani eredmények vizsgalata

A Szent Janos Koérhdz Budai Medddségi Centrumjaban 1998. februar 28. és
2000. szeptember 10. kozotti idészakban 1482 IVF program tortént, melybdl
655 esetben az in vitro fertilizaciot nem kovette asszisztalt hatching, 827
esetben viszont a program kiegésziilt 1ézer asszisztalt hatchinggel.
Megvizsgaltuk a klinikai terhességek aranyat az embrid transzferre.
Monitorizaltuk a transzferalt embriokra vonatkoztatott implantacios aranyt.
Megnéztikk a spontan abortuszok szamanak alakulasat, valamint az
élvesziiletési, ,,take home baby* aranyt.

A LAH csoport eredményeit tovabb bontottuk indikacidés alcsoportok
szerint. A beosztas a kdvetkezd: az 1. alcsoport: 3 vagy annal tobb sikertelen
IVF program utan 1évé paciensek, de 35 év alatti n6i kor, a 2. alcsoport: 35
év feletti nd életkor, 3. alcsoport: 35 év feletti ndi életkor és 3 vagy annal

tobb sikertelen IVF program.

Leézer (LAH) és mechanikus (AH) hatching eredményeinek sszehasonlitdasa

Ezen iddszakban tortént 1ézer asszisztalt hatching utan elért terhességek és
megsziiletett gyermekek aranyat 6sszehasonlitottuk egy korabbi idészakban
(1996. aprilis 1. és 1999. februar 27) végzett mechanikus hatching
eredményességével (114 eset).

Megvizsgaltuk a klinikai terhességek aranyat az embri6 transzferre és
petesejt levételre.

Monitorizaltuk a transzferalt embriokra vonatkoztatott implantacios aranyt.
Megnéztilk a spontan abortuszok szamanak alakuldsat, valamint az

¢élvesziiletési, ,,take home baby* aranyt.

Leézer hatching utan megsziiletett gyermekek nyomonkévetéses vizsgalata

A késobbiekben nemcsak a terhességi sikeraranyt vizsgaltuk a lézer
beavatkozas utan, hanem a megsziiletett gyermekek egészségi allapotat is
folyamatosan kovettiik. Ez a vizsgalat feldleli (1998. december 2. és 1999.
december 31. kozott) 96 sziilésbol szarmazd 134 gyermek utankovetéses
vizsgalatat is.

Megnéztiik, hogy hdnyszor tortént prenatalis kariotipus meghatirozas és
milyen eredménnyel. Feltartuk a csalddi anamnézist, vagy az ismert
kromoszdma aberracid hordozast dokumentaltuk. A perinatalis adatok koziil
feldolgoztuk a gesztacios kort, a sziilés mddjat, a sziiletési sulyt, a szex
aranyt, a minor és major rendellenességek meglétét, illetve hianyat és a
neonatalis problémakat. A vizsgalatot kiterjesztettiik a gyermekek egy éves
¢életkoraig. Osszehasonlitottuk a lézeres csoport fejlodési
rendellenességeinek ardnyat a normal concepcié soran létrejott

terhességekével.
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A terhességeket a 16. hétig a Budai Medddségi Centrum orvosai gondoztak.
A sziilések husz kiilonb6z6 korhdzban zajlottak le, de fele (48 eset) a Szent
Janos Korhazban tortént. Minden sziilésrdl a sziilészeti intézet altal kiadott
Majd harom, hat honapos és egy éves korban telefon interjut kértiink a
sziloktol a gyermekek fejlodésére és esetleges problémaira vonatkozoan.
Erre standard kérd6ivet alkalmaztunk.

A major malformacié megnevezésére azt a vilagszerte hasznalt definiciot
fogadtuk el, miszerint az ¢lettel Osszeegyeztethetetlen, miitéti korrekciot
igényld az eltérés.

A minor malformacié ezzel szemben az élettel 6sszeegyeztethetd eltérés.

EREDMENYEK

Leézer asszisztalt hatching végzése utani eredmeények vizsgalata

A vizsgalt iddszakban 1482 IVF ciklust végeztiink a Szent Janos Korhaz
Budai Medddségi Centrumjaban. Ebb6l 655 tortént 1ézer asszisztalt hatching
veégzése nélkil és 827pedig LAH-al kiegészitett programban.

243 terhesség jott létre (37%) a 655 esetbdl, ahol nem tortént lézer
asszisztalt hatching. 80 (32,9%) spontan abortusz zajlott le a Ilétrejott
terhességekbdl. Az implantaciés aranyt 19,9%-nak talaltuk. Sziilés 163
esetben tortént, a take home baby arany 24,9 %. Az atlagos néi életkor 33,1
év (21-35).

A LAH csoportban 263 terhesség jott 1étre, ami 31,8%. 96 terhesség
(36,5%) spontan abortusszal végzodott. A 167 sziilés 20,2 % take home
baby aranyt jelent. Az atlagos életkor a vizsgalt csoportban 33,3 év. A
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beiiltetett embriok atlagos szama 2,8. A beiiltetett embridkra vonatkoztatott
implantacios arany 15,2%.

Ugyanazt a megtermékenyiilési ardnyt talaltuk mind a nem-LAH, mind a
LAH csoportban (65% embrid/petesejt).

Az 1. alcsoportnal, ahol a LAH indikacidja 3, vagy annal tobb sikertelen
IVF, de 35 év alatti ndi kor volt, 489 IVF/ICSI — ET programot végeztiink,
ez az 0ssz. esetszam 59,1%-a (489/827). Atlagosan 7, 3 petesejtet aspiraltak,
melynek 66%-a termékenyiilt meg (PN2), ebbdl 66,2% ICSI moddszer
segitségével. Az atlagosan visszahelyezett embriok szama 2.8. Az
elézményben atlagosan 3,5 sikertelen IVF probalkozas szerepelt. A
beavatkozas soran 177 terhességet igazoltunk, ami 36,2% (177/263). 59
terhesség végz6dott abortussal (33,3% - 59/177). 24,1% élvesziilés tortént
(118/479). Az implantacios arany 16,7% (226/1356). Az atlagos életkor 29,7
(22-34).

Az 2. alcsoportnal, ahol a LAH indikacidja a 35 év feletti ndi kor volt, 248
IVF/ICSI -ET programot végeztiink, ez az Ossz esetszam 30,0%-a
(248/827). Atlagosan 5,8 petesejtet aspiraltak, melynek 66,7%-a
termékenyiilt meg (PN2), ebbdl 63,2% ICSI moédszer segitségével. Az
atlagosan visszahelyezett embriok szama 2,6. Az el6zményben atlagosan 0,9

sikertelen IVF probalkozas szerepelt.
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A beavatkozas soran 65 terhességet igazoltunk, ami 24,8% (65/248). 26
terhesség végzodott abortussal (40,0% - 26/65). 15,7% élvesziilés tortént
(39/248). Az implantacids arany 12,8% (85/665). Az atlagos életkor 38,0
(35-47).

Az 3. alcsoportnal, ahol a LAH indikacioja 3 vagy annal tobb sikertelen
IVF, és 35 év feletti n6i kor volt, 90 IVF/ICSI — ET programot végeztiink,
ez az 0ssz esetszam 10,9%-a (90/827). Atlagosan 6,5 petesejtet aspiraltak,
melynek 65,4%-a termékenyiilt meg (PN2), ebbdl 64,2% ICSI moddszer
segitségével. Az atlagosan visszahelyezett embridk szama 2.8. Az
elézményben atlagosan 4,3 sikertelen IVF probalkozas szerepelt. A
beavatkozas soran 21 terhességet igazoltunk, ami 23,3% (21/90). 11
terhesség végzOdott abortussal (52,4% - 11/21). 11,1% élvesziilés tortént
(10/90). Az implantacios arany 11,7% (31/265). Az atlagos életkor 38,8 (35-
46).

Lézer és mechanikus hatching eredményeinek 6sszehasonlitisa

A 114 esetben végzett mechanikus hatching eredményeként 29 terhesség jott
1étre, amely 25,4% volt. Ebb6l 10 spontan abortussal (34,5%), 19 pedig
sziiléssel végzddott. Tehdt a take home baby arany 16,6% (19/114). Az
atlagos ¢életkor a vizsgalt csoportban 31,1 év. A beiiltetett embriok atlagos
szama 3,1. A beiiltetett embriokra vonatkoztatott implantacios arany 11,6%.
Szemben a LAH csoporttal ahol 263 terhesség jott 1étre, ami 31,8%. Ebbol
96 terhesség (36,5%) spontan abortusszal végzodott. A 167 sziilés 20,2%
take home baby aranyt felel meg.

Az atlagos életkor a vizsgalt csoportban 33,3 év. A beiiltetett embridk
atlagos szdma 2,8. A beiiltetett embridkra vonatkoztatott implantacios arany

15,2%.
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LAH utan sziiletett elsé 134 gyermek nyomonkovetéses vizsgalata

Tanulméanyunkban 134 gyermeket vizsgaljuk meg, akik 96 sziilésbdl
szarmaznak. Nem végeztlink elozetes kromoszoma szlirést a pacienseknél az
IVF program megkezdése elott, de rakérdeztiink mar ismert genetikai
problémakra, pozitiv csaladi hattérre vagy a sziildk altal hordozott, ismert
kromoszoma aberraciora.

76 esetben tortént amniocenteis a prenatalis kariotipus meghatarozasara, ami
79,1% az Osszes terhesség fliggvényében és  56,7% a megsziiletett
gyermekek szamara vetitve.

A 96 sziilés 384 inditott ciklus (25%) soran jott létre. A 384 inditott
ciklusbol 119 esetben regisztraltunk terhességet (30.9%). 23 terhesség
veégzddott spontan abortusszal (19.3%).

117 esetben végeztiik a 1ézer asszisztalt hatchinget olyan esetben ahol a néi
kor magasabb volt, mint 35 év (117/384, 30.5%). A terhességi arany ezen
indikéacioju csoportnal 21.4% (25/117) volt, a terhességi veszteség pedig
12% (3/25). 22 élvesziilés zajlott le a 117 esetbdl (18,8%). Az implantacids
arany 10,6%. Az atlagos ndi életkor 37,0 (35-44).

183 olyan pécienst tartalmazott mintank, ahol minimum 3 sikertelen embrid
transzfer tortént az el6zményben, ami a teljes beteganyag 47,7%-t (183/384)
tette ki.

A terhességi sikerarany itt 42,6% (78/183), a spontan vetélési arany 21,8%
(17/78) volt. 33,3%-ban jott 1étre élvesziilés (61/183). Az implantacids
arany 21,1%. Az atlagos ndi életkor 32,1 év (25-35).

A 384 esetbdl 84 volt olyan akinél mind a két eldbbi indikacid (35 év feletti
kor, és haromnal tobb sikertelen embri6 transzfer) megtalalhatdé volt. A

terhességi arany itt 19%-s (16/84), a terhességi veszteség pedig 18,7%

14



(3/16). 13-szor tortént élvesziilés a 84 ciklusbol (15,5%). Az implantacios
aranyt 9,2%-nak talaltuk. Az atlagos ndi életkor pedig 38,5 év (36-44).

Az elvégzett ciklusokban az embrid transzfer arany 98.5% (384 / 390).
Prenatalis kariotipus meghatarozas 56,7%-ban (76 / 134 - 56.7%) tortént az
Ujsziilottek szamara vonatkoztatva. Két struktlralis kromoszoma eltérést
(2.6%) talaltunk a 76 kariotipus meghatarozasbol, de mindkét esetben ez
megtalalhato volt legalabb a sziilok egyikénél.

Mindkét esetben kiegyensulyozott transzlokaciot talaltunk klinikai
jelentdség nélkiil.

2 major kongenitalis malformacié (2,08%, 2/96) fordult elé anyagunkban,
ami mitéti korrekcidt igényelt az els6 nyomonkovetés eredményeként.

Az els6 esetben specialis fejlodési rendellenesség volt (Fallot- tetralogia
gyermek meghalt a perinatalis periodusban.

A masodik esetben (ventricularis septum defectus), melyet miitéttel
megoldottak, a gyermek jol fejlodik.

Az utankovetés masodik periddusaban még egy major malformacio deriilt ki
(urether stenosis unilateralis cum hydronephrosis). A miitéti korrekcid
sikerrel jart, hathonapos koraban a gyermek egészségesnek bizonyult.
Osszesitve tehdt a major malformacios arany 3.1% (3 / 96).

A vizsgalati periodusban a Szent Janos Korhaz Sziilészeti Osztalyan 863
sziilésbdl 894 gyermek jott vilagra. 28 major malformaciot (27/863 — 3,1%)
regisztraltak, ami megegyezik a mi vizsgalati anyagunkban talalt arannyal.
Anyagunkban 5 minor malformaciét regisztraltunk (5,2% - 5/96), amelyek a
kovetkezOk voltak: Unilateralis pes equinovalgus, pitvari septum defectus (2
eset), cryptorchismus, congenitalis anyajegy. Kilenc egyéb minor
malformacié deriilt ki a telefonon végzett kérdések alapjan (Pyelum
duplicatum, csip6ficam, Torticollis (2 eset), pitvari septum defectus (2 eset),

nyitott Botall vezeték (3 eset) és ventricularis septum defectus.
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61 egyes (63,5%), 32 iker (33,3%) és 3 trigemini (3,12%) terhesség volt a
96 sziilésbol. Harom esetben monozygotikus iker (3/35 - 8,6%) sziiletett.

A limitalt szdmu gyermek vizsgalata azt mutatja, hogy nem magasabb a
kongenitalis malformacié eléfordulasi aranya a 1ézer asszisztalt hatching
végzése utan. A kozeljovoben azonban szeretnénk nagyobb beteganyagon is

elvégezni a vizsgalatokat.

MEGBESZELES

Jo par tanulmany beszamol az asszisztalt hatching eltéré modszerinek
hasznalatanak hatékonysagardl a pacienseknek kiilonb6zd csoportjaiban.
Fdleg a rossz prognozisu, emelkedett kort, a stimulacié soran nagyobb
mennyiségli FSH készitményt kapott, az eldzményekben sikertelen
implantaciéval jart programok uténi, illetve vastag zona pellucidaval
rendelkezé paciensek esetén. Asszisztalt hatching javasolt kokultura és
fagyasztas utan felengedett embriok transzfere elott.

Az altalunk vizsgalt csoportban a megsziiletett 134 gyermekbdl 3 esetben
(2,2%) fordult el6 major malformacié lézer asszisztalt hatching végzése
utdn. Az in vitro kultirdban nevelt embriok tokjanak meghasitasa nem
mutatott lathatd karosodast a lézer beavatkozas kovetkeztében. Ezért a
hatching kétségteleniil alkalmas lehet az IVF-ET eredményének javitasara.
Az el6z6 eredmények azt mutatjak, hogy azon ndék esetében, ahol rossz
megtapadasi eséllyel rendelkez6 embriok képzddnek segithet a ZP pellucida
megnyitasa kevéssel a transzfer eldtt végezve. Ugyanebben az idoszakban
sziiletett 894 hagyomanyos teherbeesést kovetden a major malformacid

aranya (3,0%) volt korhazunkban. Ebbdl az kovetkezik, hogy sem a
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malformaci6é aranyaban, sem a kromoszoma aberracio tekintetében nem
talaltunk eltérést a két csoport kozott. Ugy gondoljuk, hogy a non-contact
moddszerrel alkalmazott didda lézer hasznalata nem veszélyes az utédok
szempontjabol. A moddszer biztonsagos, gazdasagos, kényelmes technika
Osszehasonlitva az emberi asszisztalt reprodukcids technikdkban ismert
asszisztalt hatching modszerekkel.

A metodus biztonsagat alatamasztjak a meghasitott toki embriokbol fejlodo
egészséges utddok léte.

Tobb okbdl is javaslom a LAH alkalmazasat. Mechanikus hatching esetén
az embri6 a beavatkozas kivitelezése miatt joval hosszabb ideig van kitéve a
nem optimalis koriilményeknek és a hatching eljaras potencialisan noveli az
embrio sériilésének lehetdségét.

Ugyanakkor a lézer asszisztalt hatchig végzése minimalizalja az id6t, amit
az embrid az inkubatoron kiviil tolt el, hiszen a 1ézer operacios rendszer az
embri6 érintésének elkeriilésével dolgozik, nem kell mikromanipulacios
eszkdz hasznalata a beavatkozés kivitelezéséhez, ami dnmagaban hordozza
az embriosériilés lehetdségét. A keletkezett lyuk mérete elég nagy ahhoz,
hogy a tokbol torténd kiszabadulas a megfeleld idében megtorténjen, de
nem olyan nagy, hogy blasztomer veszteséghez vezessen az embrio
transzfer soran.

A DNS (fény elnyelése 300 nm) sériilése mindenképpen elkeriilends. Az
1480 nm hulldmhosszon mikodé didoda lézer ezért idedlisnak mondhato,
hiszen hullimhossza joval meghaladja a DNS elnyelési hullamhosszat, a viz
nem abszorbedlja, viszont jol abszorbealjak a ZP glikoproteinjei.

Végezetil a modszer igen preciz ZP megnyitast tesz lehet6vé, ami

tokéletesen kontrolalhatd, reprodukalhato.
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Az IVF technikajanak fejlédése ellenére, még mindig alacsony implantcios
arany a jellemz6é, ami foként a korral és a tobbszori sikertelen

probalkozassal van kapcsolatban.

BLASZTOCISZTA KULTURA

ANYAG ES MODSZER

A Szent Janos Korhaz Budai Medddségi Centrumaban 1999. februar ota
Magyarorszagon elséként alkalmaztunk szekvencialis taptalajt az embridk

5-6 napig torténd tenyésztéséhez, blasztociszta stadiumig.

Péciens szelekcio blasztociszta tenyésztésre

A ciklus harmadik napjan mért bazalis FSH értéke 15 IU/L alatt legyen
A n6i kor nem lehet tobb mint 45 év

Normalis méhiireggel rendelkezo pacienseknél

Megfelel6 mindségii sperma paraméter [IVF-re, vagy ICSI-re

Ne legyen kontraindikacidja a terhességnek

Minimum 10 db 12 mm-nél nagyobb tiisz6 a hCG adas napjan

A stimulacidra jol valaszol6 paciens

Fiatal ndi életkor

Megfelel6 szamu zygoéta, (min. 4 db.)

A harmadik napon megfelel6 fejlettségli és mindségli embriok

A paciensek atlagéletkora 31,4 év volt (22-42).
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A petesejtek megtemékenyitése az esetek 35%-ban inszeminacioval, 65%-
ban ICSI mddszerrel végeztiik.
A petesejt leszivasa a hCG injekciot kovetdéen 35 oOraval tortént,

transzvaginalis ultrahangvezérelt folliculuspunkcioval.

Szovettenyésztés

A petesejteket a felkeresés utdn Nunclon (négylyuku) steril, nem toxikus,
nem pirogén szovettenyésztd edénybe, 1 ml IVF médiumba (Vitrolife,
Svédorszag) helyeztiik, melyet egy éjszakan at equilibraltunk 37°C-on, 5%
CO, koncentracion.

A petesejtek megtermékenyitése vagy petesejtenként 100000 jol mozgod
spermiummal (tradicionalis IVF), vagy ICSI modszerrel tortént.

A petesejtek megtermékenytilését 15-18 oraval az inszemindcié utan
ellendriztiik, invert mikroszkop segitségével (Nikon).

A petesejt vételtdl a megtermékenyiilés elbiralasaig a szovettenyésztés IVF
(Vitrolife) taptalajban tortént, 50 pl-s cseppekben, csoport kutiraban
(maximum négy zigodta/csepp), 500 ul olajjal (Ovoil, Vitrolife) lefedve,
37°C-0s 5-6% CO, tartalmazd termosztatban, 6001-s Petri csészében
(Falcon).

A két pronukleusszal rendelkez6 zigotakat tenyésztettiik csak tovabb G 1.2
(Gardner féle) taptalaj (Vitrolife) 50 pl-s cseppjében, csoport kultaraban,
500 ul olajjal fedve, 6001-s Petri csészében (Falcon). Az athelyezésnél két
mosocseppet hasznaltunk, miel6tt a zigotakat a kultarcseppbe helyeztiik.

Az embrid fejlédés vizsgalatanak kovetkezd idOpontja a petesejt vételt
kovetd harmadik nap reggele volt (tehat a hagyomanyos metdodusokban

alkalmazott 24 oras ellendrzések helyett itt elegendd a 48 oras is). Ekkor a

19

megfeleld fejlettségli és mindségli embriok (legalabb 6-8 sejtes stadium)
tenyésztését G 2.2 (Vitrolife) taptalajban folytattuk, 50ul-s cseppekben, két
mosocseppel, csoport kultirdban, olaj feliilrétegzéssel. A G 2.2 taptalajt
minimum 6 6ran at equilibraltuk 37°C-on, 5% CO, koncentracioban.

A petesejtvételt koveté 6todik napon a blasztocisztakat a Gardner féle
rendszer szerint értékeltiik, invert mikroszkoppal és 2-3 blasztocisztat
embrio transzferre kivalasztottunk.

A Dblasztocisztak szelekciojanak alapja az inner cell mass megléte és
elkiiloniiltsége volt, valamint az, hogy a trophectoderm sejtek

mennyisége sok és kicsi legyen, valamint folyamatos elhelyezkedéstiek.
Amennyiben  kiterjedt blasztociszta  fejlédott, ezt mindenképpen
bevalasztottuk a transzferalhatd blasztocisztak kozé, elsdbbséggel.

A legidealisabb blasztociszta, melynek legnagyobb a megtapadasi
valészinisége a kovetkezd ismérvekkel rendelkezik: egyosztatu,
nagymértékben liregesedett vagy kiterjedt blasztociszta az 6todik napra, ahol
jol elkiilonitheté az ICM, szorosan felfekvd trophectoderm (TE) réteg
lathato, sarlo alaka sejtekkel, vékony a zona pellucida, magas a teljes sejt
szam (TCN) ha attekintjiik a blasztociszta dsszes sikjat a felszintdl a teljes
mélységig.

A blasztocisztak transzfere G 2.2 taptalajbol tortént.

A transzferalt blasztocisztaknal nem alkalmaztuk a teljes zona lebontast.

Az embri6 transzfereket Frydman, vagy TDT katéterrel végeztiik.

A petesejt vételt kovetd 14. napon szérum beta hCG vizsgalattal gy6zddtiink
meg a terhesség létrejottérdl. Transvaginalis ultrahang vizsgalatot a

petesejtvétel utani 21. napon végezték.
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EREDMENYEK

Az 593 IVF ciklus sordn 0Osszesen 4959 petesejtet (atlagosan 8,4)
aspiraltunk, melyek koziil 4215 wvolt érett (MIL.) allapotban (85%).

A megtermékenyliilési arany az MII. petesejtekre vonatkoztatva 76% lett
(3191). Triploid megtermékenyiilés 1%-ban fordult eld.

Morula, blasztociszta allapotig az osztodasi arany 58,7% volt.

Az 574 embrid transzfer soran Osszesen 1263 Dblasztocisztat iltettiink
vissza (4tlagosan: 2,2).

76 esetben az embrid transzfert a zigotak alacsony szama miatt a negyedik
napon végeztiik (13,2%). 25 klinikai terhesség utan
(32,9%), 17 sziilés tortént (22,4%).

472 esetben tortént az embrid transzfer az 6tddik napon (82,2%). 189
terhesség jott 1étre (40,0%). Ezt 132 esetben kovette sziilés (28%).

26 esetben pedig a hatodik napon (4,5%), 11 klinikai terhességet
regisztraltunk (42,3%) melybdl 3 végzodott sziiléssel (11,5%).

19 esetben egyaltalan nem fejlédott morula illetve blasztociszta
(3,2%), ezért embrio transzfert nem végeztiink.

Az 574 esetbdl 225 alkalommal jott 1étre klinikai terhesség (39,2%).
Szivmiikddés 277 magzat esetében volt ultrahanggal lathato.

Az esetek 32,4%-a végz4dott spontan abortusszal (73/225).

Az esetek 7,6%-ban morula stadiumban torténé embrio transzfert végeztiink
(44 eset), mely 5 terhességet (11,4%) eredményezett.

A létrejott terhességek koziil 110 egyes (72,4%), 40 kettes (26,3%) és 2
harmas (1,3%) terhesség jott 1étre.

Az implantacios ratat 22,6%-nak talaltuk.
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MEGBESZELES

Ismert tény, hogy a korai embrid fejlodési statuszanak megfelelé kdrnyezet
a petevezetd, nem pedig a méh, amely a befogadd szerepre éretlen és nem
biztositia a megfeleld tapanyag sziikségletet. A méhbe természetes
koriilmények kdzott az embrid csak a kompaktalodas utan jut be. Bavister
patkany kisérletei egyértelmiien bizonyitottak a korai embri6 illetve morula
vagy blasztociszta méhbe vald helyezése utan elért terhességi eredmények
Az 6t napos tenyésztés soran azon embriok amelyeknek fejléddési potencialja
alacsony kivalaszthatok és kizarhatok Bolton és Dawson szerint, hiszen az
embrionalis genom aktivalédasa megkezdddik illetve  néhany
kromoszomalisan abnormalis embri6é nem fejlédik tovabb.

Szekvencialis szérum mentes taptalaj haszndlata nem az egyetlen ut arra,
hogy a zygodtakat blasztociszta allapotig neveljiik nagy hatékonysaggal.
Elkeriilheté a szérum albuminnal, esetleg allati sejtvonallal bevitt infekciok
lehetésége. Az igy létrejott blasztocisztaknak magasabb az implantacios
aranya, mint a korai embrioknak, igy emelhetd az IVF sikeressége. A
magasabb implantaciés arany miatt csokkenthetd az embrid transzferre

keriil6 embriok szama, igy csokken a harmas és tobbes terhességek aranya.

GYAKORLATI KOVETKEZTETESEK

LEZER ASSZISZTALT HATCHING
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Az asszisztalt hatching nem emeli a terhességi és implantacios aranyt, ha a
paciens 38 év alatti és az els6 I[VF programjarél van szo.

De a LAH emeli a terhességi és implantacios sikeraranyt tobbszori
sikertelen IVF utan.

A LAH elénye nem tisztazott még teljesen, az emelkedett anyai kor, a
vastag zona pellucida és a fagyasztas utan felengedett embridk esetén.

A lézer asszisztalt hatching leegyszertsiti, felgyorsitja, és biztonsagosabba
teszi a blasztomer biopszia végzését.

Lézer asszisztalt hatching végzése utdn nem talaltunk alacsonyabb embri6
tovabbfejlddési aranyt a Szent Janos Korhaz Budai Meddéségi Centrumanak
anyagaban.

A 1ézer asszisztalt hatching végzésekor elkeriiljik a fizikai érintését az
embrionak, nem tesszilk ki toxikus hatasnak. Az eljaras konnyen
kivitelezhet6, idokiméld, nagy hatékonysagli és konnyen reprodukalhatd
modszer.

A LAH koltségkiméld, nem sziikséges hozza hosszi évek embriologiai
gyakorlata.

A megsziletett gyermekek egyediilalldo utanvizsgalata egyértelmiien

bizonyitja a LAH moédszer veszélytelenségét, biztonsagat.

BLASZTOCISZTA KULTURA
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A Gardner féle szérum mentes szekvencialis taptalajjal biztonsagosan lehet
¢életképes embridkat 1étrehozni, amennyiben megfeleld kdrnyezetet tudunk
biztositani az embri6 fejlodéséhez.

A hosszl tenyésztési id6 alatt jobban lehet szelektalni az embrid transzferre
kerild6 embriokat, mivel a genetikailag hibas embriok talélése
valosziniitlenebb.

Természetes koriilmények kozott az osztodo és fejlodd embrid az 6tddik
napon (vagyis a ciklus 20. napjan) jut a méhiiregbe, amikor is a méh
nyalkahartyajanak fejlettsége és a blasztociszta fejlettsége szinkron
allapotban van. Igy ha az 6todik napon blasztociszta allapotban juttatjuk az
embriot a méhiiregbe, sokkal jobb eredményeket varhatunk, mintha két,
harom napos embriot juttatnak oda, amikor is a méh nyalkahartya
allapotanak és az embri6 fejlettségének aszinkronitasa all fent.

Blasztociszta transzfer esetén nagyobb valdsziniiséggel elkeriilhetd az
abnormalis sziil6i genom 6roklése ICSI utan.

A Dblasztociszta egyszerli mikroszkopos vizsgalatdval megfigyelhetd
jellemzok alapjan kivalogathaté az életképesebb embrid.

Toébb id6 all rendelkezésre a preimplantacidos genetikai vizsgalat
kivitelezésére.

A fagyasztas — felengedés utan tobb id6 marad az embrid
tovabbfejlodésének ellendrzésére.

A blasztociszta kultura modszere csokkenti az idd intervallumot az embrio
tovabbfejlodés és a nyalkahartyaba vald implantacio ideje kozott, és ezaltal

csOkken a nem kivanatos faktorok hatdsa az embrio-sziil6 relacioban.

A TEMAHOZ KAPCSOLODO TUDOMANYOS TEVEKENYSEG
JEGYZEKE
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