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Η σημασία της υδροσάλπιγγας στην υποβοηθούμενη αναπαραγωγή

Ιωάννης Ν. Μπόντης

Καθηγητής Μαιευτικής – Γυναικολογίας,
Διευθυντής της Α΄ Μαιευτικής & Γυναικολογικής Κλινικής, 

Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης 

Η εξωσωματική γονιμοποίηση εφαρμόζεται για την αντιμετώπιση γυναικών με σαλπιγγικό παράγοντα και ειδικότερα σε υδροσάλπιγγες. Βρέθηκε όμως, ότι σε σοβαρού βαθμού απόφραξη του κωδωνικού στομίου της σάλπιγγας το ποσοστό κυήσεων μειώνεται σημαντικά, γεγονός που δεν συμβαίνει σε άλλου είδους παθήσεις των σαλπίγγων, διαφόρου αιτιολογίας.


Ο Sims και συν. (1993) ανέφερε ελαττωμένο ποσοστό κλινικών κυήσεων και αυξημένο ποσοστό αποβολών σε γυναίκες με υδροσάλπιγγες, συγκρινόμενο με εκείνο άλλου τύπου παθήσεων των σαλπίγγων. 

Ο Strandell και οι συν. 1994, βρήκε ότι γυναίκες με ετερόπλευρη ή αμφοτερόπλευρη υδροσάλπιγγα είχαν σημαντικά χαμηλότερο ποσοστό κυήσεων από ότι γυναίκες με αλλοιώσεις των σαλπίγγων χωρίς όμως απόφραξη του τελικού τους τμήματος. Το ποσοστό κυήσεων ήταν 13% σε γυναίκες με υδροσάλπιγγες, ενώ σε γυναίκες με ελαφρού βαθμού βλάβη των σαλπίγγων το ποσοστό ανήρχετο στο 26%. Οι συγγραφείς υπέθεσαν ότι η σαλπιγγεκτομή ή η σαλπιγγοστομία πιθανώς να αύξαναν το ποσοστό κυήσεων. 


Ο Andersen και οι συν. (1994) διέγνωσαν υπερηχογραφικά υδροσάλπιγγες και βρήκαν ποσοστό κυήσεων 22% με IVF, συγκρινόμενο σε 36% με παθήσεις των σαλπίγγων άλλης αιτιολογίας. Το ποσοστό αποβολών ήταν 70% σε υδροσάλπιγγες και 36% στην άλλη ομάδα. 


Ο Vandrome και οι συν. (1995) επιβεβαίωσαν τα ευρήματα των προηγούμενων συγγραφέων με ποσοστό κυήσεων 10% στην ομάδα των γυναικών με υδροσάλπιγγες και 23% στην άλλη ομάδα. 


O Vejtrorp και οι συν. το 1995 σε μια πολυκεντρική μελέτη στη Δανία, μελέτησαν 104 γυναίκες με υδροσάλπιγγες και 125 με άλλες παθολογικές καταστάσεις και απέδειξαν ότι το ποσοστό κυήσεων ήταν σημαντικά ελαττωμένο στην ομάδα των υδροσαλπίγγων (6% με 23% αντίστοιχα). Επίσης παρατήρησαν ότι η καθυστέρηση της εφαρμογής της IVF σε γυναίκες με υδροσάλπιγγα ελάττωνε την πιθανότητα συλλήψεως. 


Ο Fleming και οι συν. το 1996 σε μία αναδρομική μελέτη 79 γυναικών με υδροσάλπιγγες φλεγμονώδους αιτιολογίας απέδειξαν ότι η επιτυχία της IVF επηρεάζεται σημαντικά σε αυτές τις γυναίκες. Οι συγγραφείς πρότειναν σαλπιγγεκτομή ή σαλπιγγοστομία για βελτίωση των αποτελεσμάτων της IVF.


Μια πρόσφατη μελέτη από τον Katz και τους συνεργάτες του το 1966 σε 846 γυναίκες με πάθηση των σαλπίγγων το ποσοστό κυήσεων ήταν 17% στις υδροσάλπιγγες συγκρινόμενο με 37% στις άλλες παθήσεις των σαλπίγγων. Η μελέτη αυτή περιλαμβάνει 1.766 κύκλους και θεωρείται η μεγαλύτερη αναδρομική μελέτη η οποία αποδεικνύει την ελάττωση του ποσοστού εμφύτευσης και κύησης στην παρουσία υδροσάλπιγγας.    


Ο Freeman και οι συν. το 1996 συμφωνούν με τα προηγούμενα αποτελέσματα των άλλων ερευνητών με αντίστοιχα ποσοστά 15% σε υδροσάλπιγγες και 29% σε παθήσεις άλλης αιτιολογίας. Οι συγγραφείς υποστηρίζουν ότι οι υδροσάλπιγγες δεν επηρεάζουν μόνο το ποσοστό εμφύτευσης αλλά και την ποιότητα των ωαρίων.


Η παρουσία υδροσάλπιγγας επηρεάζει το ποσοστό εμφύτευσης του γονιμοποιημένου ωαρίου και σε μη διεγερμένους κύκλους (Akman, 1996). 


Η υδροσάλπιγγα επίσης προδιαθέτει για ανάπτυξη έκτοπης κύησης σε IVF. Άλλωστε η πρώτη ανθρώπινη κύηση το 1977 από τον Edwards και τον Steptoe ήταν σαλπιγγική έκτοπη κύηση. Ο Zouvres και συν. το 1991 σε 891 κύκλους σε γυναίκες με απόφραξη των σαλπίγγων ανέφεραν ποσοστό έκτοπης κύησης 12%. Για το λόγο αυτό πρότειναν κλείσιμο του μητριαίου τμήματος της σάλπιγγας με διατομή, clip ή καυτηρίαση με CO2 λέιζερ ή διαθερμία. 


Ο Sharana και οι συνεργάτες του (1966) μελέτησαν 63 ασθενείς με υδροσάλπιγγες και 60 χωρίς, ανευρίσκοντας τις ασθενείς με θετικούς τίτλους αντισωμάτων των χλαμυδίων. Η χορήγηση αντιβιοτικών σε ασθενείς με υδροσάλπιγγες και θετικούς τίτλους πριν την εξωσωματική γονιμοποίηση δεν τροποποίησε το αποτέλεσμα.


Συμπερασματικά, η IVF σε ασθενείς με υδροσάλπιγγες εμφανίζει χαμηλότερο ποσοστό κυήσεων (10%), αυξημένο κίνδυνο έκτοπης κύησης, μεγαλύτερο ποσοστό φλεγμονών μετά την αναρρόφηση του σαλπιγγικού υγρού υπερηχογραφικά, όπως και αυξημένο ποσοστό αποβολών.   

Παράγοντες οι οποίοι επηρεάζουν την εμφύτευση σε υδροσάλπιγγες


Υπάρχουν ποικίλοι παράγοντες που επηρεάζουν το ποσοστό εμφύτευσης του γονιμοποιημένου ωαρίου μετά την εξωσωματική γονιμοποίηση. Ένας σημαντικός παράγων, αδιευκρίνιστος ακόμη, είναι το περιβάλλον της κοιλότητος της μήτρας και ο μηχανισμός με τον οποίο το υγρό της υδροσάλπιγγας διαταράσσει την υποδεκτικότητα του ενδομητρίου. 


Οι προτεινόμενοι μηχανισμοί με τους οποίους η παρουσία υδροσάλπιγγας μπορεί να υπεισέρχεται στην ελάττωση της επιτυχίας εμφύτευσης είναι: α) η παλινδρόμηση του υδροσαλπιγγικού υγρού στη κοιλότητα της μήτρας (Mansour και συν. 1991), β) η ανεπανόρθωτη καταστροφή του ενδομητρίου, συγχρόνως με την οξεία φάση της φλεγμονής της σάλπιγγος (Strandel, 1994), γ) η απελευθέρωση από την ενδομητρική κοιλότητα κυτοκινών, προσταγλανδινών, λευκοτριενών και άλλων φλεγμονωδών στοιχείων κατευθείαν στο ενδομήτριο ή δια μέσου της αιματικής και λεμφικής κυκλοφορίας (Orvieto, 1994), δ) η διαταραχή της Ιντεγκρίνης (Lessey, 1994), ε) η καθυστερημένη ανταπόκριση στην αύξηση παραγωγής της α-57-Kda Heat-Stock πρωτείνης, η οποία οδηγεί σε αποβολές (Witkin, 1994), ζ) η χρόνια ενδομητρίτιδα, προκαλούμενη κυρίως από χλαμύδια. 41% των ενδομητρικών βιοψιών από ασυμπτωματικές γυναίκες με πιθανό κίνδυνο φλεγμονής από χλαμύδια ήταν θετικές (Jones, 1986). 


Πιστεύεται ότι το υγρό της υδροσάλπιγγας μεταφέρεται κατευθείαν στην ενδομητρική κοιλότητα επηρεάζοντας με την τοξικότητά του το ενδομήτριο και το έμβρυο. Πιθανολογείται  ότι το υγρό των παθολογικών σαλπίγγων περιέχει μικροοργανισμούς, υπολείμματα κατεστραμμένων κυττάρων, λεμφοκύτταρα και άλλες τοξικές ουσίες, η δε ροή του εντός της μήτρας έχει καταστροφικό αποτέλεσμα στο ενδομήτριο και στο γονιμοποιημένο ωάριο. 


Ο Hill και οι συν. το 1986  απέδειξαν ότι οι υδροσάλπιγγες διατείνονται κατά την διέγερση των ωοθηκών στην υποβοηθούμενη αναπαραγωγή αυξάνοντας τις εκκρίσεις των σαλπίγγων. 


Ο Aboulghar (1990) παρατήρησε ελαττωμένη ωοθηκική ανταπόκριση σε διέγερση των ωοθηκών με γοναδοτροπίνες, ενώ η παρακέντηση των υδροσαλπίγγων πριν την εξωσωματική γονιμοποίηση είχε καλύτερη απάντηση των ωοθηκών στη διέγερση.


Ο Devoto και οι συνεργάτες του (1994) προσδιόρισαν τις συγκεντρώσεις των υποδοχέων οιστραδιόλης και πρωτεϊνών στις υδροσάλπιγγες. Στην ενδιαφέρουσα αυτή μελέτη απεδείχθη ότι υπάρχει  σημαντική ελάττωση των υποδοχέων Ε2 και P nuclear and cytosolic σε υδροσάλπιγγες με καταστροφή του σαλπιγγικού βλεννογόνου. 


Η υδροσάλπιγγα πιθανώς να είναι αποτέλεσμα φλεγμονής από χλαμύδια. Με τον προσδιορισμό αντισωμάτων της ανοσογλομπουλίνης G (1gG) είναι δυνατόν να αναγνωρισθεί προηγούμενη φλεγμονή από χλαμύδια σε μεγαλύτερο ποσοστό  γυναικών με βλάβες των σαλπίγγων, παρά σε ασθενείς με στειρότητα άλλης αιτιολογίας. Ο Rowland (1985) παρατήρησε ότι προηγηθείσα φλεγμονή με χλαμύδια ελαττώνει το ποσοστό επιτυχίας της IVF μέχρι 50%. Ακόμη παρατηρήθηκε ότι γυναίκες με ιστορικό φλεγμονής από χλαμύδια είχαν υψηλό ποσοστό αποβολών μετά την εξωσωματική γονιμοποίηση. Ο Licciardi (1992) σε σύνολο 145 γυναικών οι οποίες υποβλήθηκαν σε IVF βρήκε 20% ποσοστό αποβολών. Το 70% των γυναικών αυτών είχε 1gG αντισώματα έναντι των χλαμυδίων, συγκρινόμενο με μόνο 23% των γυναικών με επιτυχή κύηση μετά IVF/ET. 

Οι Shenk και οι συνεργάτες (1996) υποστηρίζουν ότι υπάρχει άμεση σχέση τοξικότητας του περιεχομένου της υδροσάλπιγγας με το έμβρυο. Οι συγγραφείς παρατήρησαν εκφυλισμένα στην ανάπτυξη τους έμβρυα σε ποσοστό 68%. 

Τελευταία βρέθηκε ότι υπάρχει σχέση υποδεκτικότητας του ενδομητρίου με την έκλυση ιντεγκρινών, και παθολογική παραγωγή αυτών σε ασθενείς με ελαττωμένη υποδεκτικότητα  του ενδομητρίου. 

Ο Lessey και οι συνεργάτες (1994) μέτρησαν την β-integrin με ανοσοϊστοχημικές μεθόδους από βιοψίες ενδομητρίου σε γυναίκες με υδροσάλπιγγες και βρήκαν σημαντικά χαμηλά επίπεδα β-integrin σε αντίθεση με τις γυναίκες οι οποίες δεν είχαν υδροσάλπιγγες. Ακόμη απέδειξαν ότι σε γυναίκες οι οποίες υποβλήθηκαν σε χειρουργική αποκατάσταση των σαλπίγγων οι ιντεγκρίνες επανήλθαν στα φυσιολογικά επίπεδα. 

Χειρουργική αποκατάσταση της υδροσάλπιγγας πριν την εξωσωματική γονιμοποίηση 


Εφ’όσον η παρουσία υδροσάλπιγγας αποτελεί την κυριότερη αιτία διαταραχής του περιβάλλοντος της ενδομητρικής κοιλότητος εμποδίζοντας την εμφύτευση του εμβρύου, είναι γενικά παραδεκτό ότι η σαλπιγγοστομία, η σαλπιγγεκτομή ή η απολίνωση του μητριαίου τμήματος της σάλπιγγας επαναφέρει στα συνήθη τα ποσοστά συλλήψεων μετά την εξωσωματική γονιμοποίηση. 


Μια από τις πρώτες εργασίες οι οποίες απέδειξε ότι η χειρουργική αποκατάσταση των σαλπίγγων βελτιώνει το ποσοστό κυήσεων ήταν του Vandromme και των συνεργατών του το 1995 οι οποίοι συνέκριναν τρεις ομάδες γυναικών με υδροσάλπιγγες, με σαλπιγγεκτομές και με φυσιολογικές σάλπιγγες. Τα ποσοστά κυήσεων ήταν αντίστοιχα 10%, 22% και 31%. 


Ο Kassbji και οι συνεργάτες (1994) συνέκριναν 118 ασθενείς με υδροσάλπιγγες και 157 ασθενείς, οι οποίες υποβλήθηκαν σε σαλπιγγεκτομή και IVF και βρήκαν ποσοστό κυήσεων 18% στην πρώτη ομάδα και 31% στην δεύτερη. 


Ο Levy και οι συνεργάτες (1996) σε αναδρομική μελέτη συνέκριναν τρεις διαφορετικές χειρουργικές παρεμβάσεις σε ασθενείς με υδροσάλπιγγες. Η ομάδα των γυναικών στην οποία δεν έγινε καμία χειρουργική επέμβαση είχε ποσοστό κύησης 8,5%. Η ομάδα με σαλπιγγοστομία 17%, με σαλπιγγεκτομή 28% και απολίνωση 26%. 


Η πρώτη προοπτική μελέτη η οποία του απέδειξε ότι η εξαίρεση των υδροσαλπίγγων βελτιώνει τα ποσοστά κυήσεων ήταν από τον Shelton και τους συνεργάτες του το 1966. Μετά την σαλπιγγεκτομή το ποσοστό συλλήψεων ανήρχετο στο 25%. 


Επίσης ο Murray και οι συνεργάτες (1966) ανέφεραν ποσοστό κυήσεων 16% σε 25 γυναίκες με υδροσάλπιγγες και 37% σε 107 γυναίκες χωρίς υδροσάλπιγγες. 

Στη δική μας μελέτη, η οποία συνεχίζεται,βρέθηκε ότι σε 80 ασθενείς με υδροσάλπιγγα ΙΙΙ και IV σταδίου το ποσοστό κλινικής κυήσεως ήταν 10%, ενώ σε 17 ασθενείς με σοβαρού βαθμού πυελοπεριτονίτιδα και υδροσάλπιγγες (frozen pelvis) 8%. 26 ασθενείς με υδροσάλπιγγες οι οποίες είχαν τουλάχιστον μία αποτυχημένη προσπάθεια IVF και υποβλήθηκαν σε σαλπιγγεκτομή το ποσοστό κυήσεων ήταν 18%. 45 γυναίκες με υδροσάλπιγγες Ι και ΙΙ σταδίου οι οποίες υποβλήθηκαν σε σαλπιγγοστομία με λαπαροσκοπική χειρουργική, τα δε ποσοστά κυήσεων ήταν 17% ενώ 22 ασθενείς με υδροσάλπιγγες οι οποίες υποβλήθηκαν σε τομή του τελικού τμήματος του ισθμού της σάλπιγγας με τη βοήθεια ακτίνων Λέιζερ CO2 τo ποσοστό κυήσεων ήταν 15% .

Δεν είναι πλήρως  εξακριβωμένο, εάν η σαλπιγγεκτομή έχει καταστρεπτικό αποτέλεσμα στην αιμάτωση και την νεύρωση της ωοθήκης οι οποίες ως γνωστόν είναι σημαντικές παράμετροι για την ωοθυλακιογέννεση, την παραγωγή των ορμονών όπως και την ποιότητα και τον αριθμό των ωαρίων. 

Άλλα μειονεκτήματα της σαλπιγγεκτομής είναι η εμφάνιση λειτουργικών κύστεων της ωοθήκης και βέβαια η αδυναμία εφαρμογής χειρουργικής αποκατάστασης της σάλπιγγας, μετά επανειλημμένες αποτυχημένες προσπάθειες  εξωσωματικής γονιμοποίησης. 

Οι Verhulst και οι συνεργάτες του (1986) υποστηρίζουν ότι η αμφοτερόπλευρη σαλπιγγεκτομή δεν επηρεάζει την ωοθηκική διέγερση σε IVF-ET. Οι ανωτέρω συγγραφείς δεν βρήκαν στατιστικώς σημαντική διαφορά όσον αφορά το χρονικό διάστημα διέγερσης, τα προωρρηκτικά επίπεδα της οιστραδιόλης, και τον αριθμό των ωαρίων μεταξύ των δύο ομάδων. Καθοριστικό σημείο είναι όταν αποφασισθεί σαλπιγγεκτομή με οποιαδήποτε τεχνική να διενεργείται η τομή όσο το δυνατόν πλησιέστερα στην σάλπιγγα, για την μικρότερη καταστροφή της αιμάτωσης της ωοθήκης. Τονίζεται ιδιαίτερα η προσπάθεια διατήρησης της αιμάτωσης των αναστομωτικών αγγείων μεταξύ της ωοθήκης και της σάλπιγγας. 

Ωρισμένοι συγγραφείς προτείνουν την παρακέντηση της υδροσάλπιγγας και την αναρρόφηση του υγρού της πριν από την παραλαβή των ωαρίων με σχετικά καλά αποτελέσματα. Είναι όμως εμφανής ο κίνδυνος μετέπειτα φλεγμονής, όπως επίσης παρατηρήθηκε και αυξημένο ποσοστό αποβολών λόγω της επανασυσσώρευσης του υγρού της υδροσάλπιγγας μετά την παρακέντηση. (Murray και συν. 1998)

Η συχνότης εμφάνισης έκτοπης κύησης μετά σαλπιγγεκτομή σε γυναίκες που υποβλήθηκαν σε IVF ανέρχεται στο 4%, σύμφωνα με τη μελέτη του Dubuisson (1996). Η πιθανή ερμηνεία της επιπλοκής αυτής είναι η αποτυχία εξαίρεσης του μητριαίου τμήματος της σάλπιγγας. 

Ο Andersen και οι συν. (1994) παρατήρησαν υψηλό ποσοστό αποβολών (70%) σε ασθενείς με υδροσάλπιγγες μετά IVF, ενώ σε γυναίκες χωρίς υδροσάλπιγγες το ποσοστό ανέρχονταν  στο 36%. 

Η σαλπιγγοσκόπηση αποτελεί ένα σημαντικό διαγνωστικό μέσο για την εκτίμηση της κατάστασης του βλεννογόνου της σάλπιγγας και επιτρέπει τον ακριβή καθορισμό της παθολογικής κατάστασης του επιθηλίου της. (Vasquez 1995, Brosens 1996).

O καθορισμός του τύπου της υδροσάλπιγγας βάσει των κριτηρίων τα οποία θεσπίσθηκαν από την διεθνή ομοσπονδία γυναικολόγων, βοηθάει σημαντικά τον χειρουργό να αποφασίσει και στη συνέχεια να προτείνει στην ασθενή την επανορθωτική χειρουργική της υδροσάλπιγγας ή την εξωσωματική γονιμοποίηση. 

Οι Putteman και Brosens σε μια αντιπαράθεση το 1996, συμφώνησαν τελικώς, ότι δεν πρέπει να διενεργείται σαλπιγγεκτομή πριν να διαγνωσθεί με ακρίβεια η ύπαρξη σοβαρής παθολογίας της σάλπιγγας και ιδιαίτερα του βλεννογόνου της, ή κάποια ειδική χρόνια φλεγμονή της σάλπιγγας. Προτείνουν δε απαραίτητα την σαλπιγγοσκόπηση πριν την χειρουργική επέμβαση για την ακριβή εκτίμηση της καταστάσεως του επιθηλίου της σάλπιγγας και εάν δεν υπάρχει σοβαρού βαθμού βλάβη, η αντιμετώπιση θα πρέπει να είναι η σαλπιγγοστομία. 

Η δική μας στρατηγική στις ασθενείς με υδροσάλπιγγες είναι κατ’αρχήν η εκτίμηση και των άλλων αιτιών στειρότητας όπως η ηλικία, η λειτουργία της ωο-θήκης και ο ανδρικός παράγων. Στη συνέχεια διενεργείται λαπαροσκόπηση και σαλπιγγοσκόπηση. Εάν υπάρχει υδροσάλπιγγα Ι ή ΙΙ σταδίου στον ίδιο χρόνο επιχειρείται σαλπιγγοστομία και αναμονή συνήθως μέχρι 16-18 μήνες. Εάν είναι υδροσάλπιγγα ΙΙΙ ή IV σταδίου διενεργείται σαλπιγγεκτομή ή τομή της σάλπιγγας όσο γίνεται πλησιέστερα στη μήτρα με ακτίνες Λέιζερ CO2 ή με διαθερμία  και κατόπιν εξωσωματική γονιμοποίηση. Δυστυχώς δεν υπάρχουν δημοσιευμένες μελέτες που να ελέγχουν τις σάλπιγγες με σαλπιγγοσκόπηση πριν την σαλπιγγεκτομή και τα επακόλουθα αποτελέσματα της εξωσωματικής γονιμοποίησης Απαιτούνται προοπτικές τυχαιοποιημένες μελέτες που να αποδεικνύουν τη βελτίωση των αποτελεσμάτων της εξωσωματικής γονιμοποίησης μετά την σαλπιγγεκτομή ή τις άλλες χειρουργικές τεχνικές, σε ασθενείς με υδροσάλπιγγες. 

Συμπέρασμα 


Η ύπαρξη υδροσάλπιγγας σε ασθενείς με πρόβλημα στειρότητας οδηγεί σε χαμηλά ποσοστά εμφύτευσης, χαμηλά ποσοστά κλινικών κυήσεων, υψηλά ποσοστά αποβολών και υψηλά ποσοστά έκτοπων κυήσεων.  


Ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο οι σοβαρές παθολογικές αλλοιώσεις ιδιαίτερα του βλεννογόνου και του εμπεριεχομένου υγρού της υδροσάλπιγγας επηρεάζουν την εμφύτευση και την ανάπτυξη του εμβρύου, δεν είναι ακόμη επακριβώς γνωστός. Η εμβρυοτοξική δράση του υγρού της υδροσάλπιγγας ενοχοποιείται  από τους περισσότερους ερευνητές για τα απογοητευτικά αποτελέσματα συλλήψεων. 


Προτείνεται χειρουργική αποκατάσταση της υδροσάλπιγγας (σαλπιγγοστομία), στα στάδια Ι και ΙΙ και σαλπιγγεκτομή σε σοβαρού βαθμού υδροσάλπιγγα και ακολούθως εξωσωματική γονιμοποίηση. 


Απαιτείται περισσότερη γνώση της παθοφυσιολογίας της σάλπιγγας και του μηχανισμού μεταφοράς των γαμετών στην μητριαία κοιλότητα, όπως επίσης και προοπτικές μελέτες οι οποίες να συγκρίνουν τα αποτελέσματα κυήσεων με τις διάφορες χειρουργικές τεχνικές και την εξωσωματική γονιμοποίηση, σε ασθενείς με απόφραξη του τελικού τμήματος της σάλπιγγας. 

Καθοριστικοί παράγοντες στην έκβαση της

 εξωσωματικής γονιμοποίησης

Ν.Κ.Νικολέττος

Αναπληρωτής Καθηγητής Φυσιολογίας Αναπαραγωγής-Εξωσωματικής

Γονιμοποίησης, Ιατρική Σχολή Αλεξανδρούπολης, Δημοκρίτειο Πανεπιστήμιο Θράκης

     Η βελτίωση των αποτελεσμάτων της εξωσωματικής γονιμοποίησης υπήρξε μία σταθερή επιδίωξη από τότε που πρωτοεφαρμόσθηκε αυτή η μέθοδος. Κάποιοι παράγοντες που δρουν ανασταλτικά στην επιτυχή έκβαση μιάς προσπάθειας εξωσωματικής γονιμοποίησης είναι εκτός ελέγχου από το κέντρο, όπως η ηλικία της γυναίκας που προσέρχεται σε ένα πρόγραμμα εξωσωματικής γονιμοποίησης. Αυτές οι γυναίκες είναι κατά μέσο όρο πέντε χρόνια μεγαλύτερες από αυτές που συλλαμβάνουν χωρίς βοήθεια. Παρακάτω θα αναφερθούμε σε ορισμένους παράγοντες οι οποίοι επιδρούν θετικά ή αρνητικά στην επιτυχία της κάθε προσπάθειας εξωσωματικής γονιμοποίησης.

Η ΗΛΙΚΙΑ

    Η προχωρημένη ηλικία της γυναίκας είναι η κύρια αιτία χαμηλής γονιμότητας στη γυναίκα. Η ηλικία των ασθενών αποκτά αυξημένη σημασία στο τέλος της δεκαετίας των 30, όπου τα ποσοστά εμφυτεύσεων ελαττώνονται και οι ακυρώσεις των κύκλων λόγω κακής ανταπόκρισης αυξάνονται. Αυτή η ελλατούμενη γονιμότητα οφείλεται κυρίως στη μικρότερη πιθανότητα εμφύτευσης παρά στον υψηλότερο αριθμό πρώιμων αποβολών. Τα ποσοστά εγκυμοσύνης ελαττώνονται δραματικά μετά την ηλικία των 40. Τα λίγα ωάρια που παραλαμβάνονται από γυναίκες που έχουν περάσει για τα καλά τα 40 μπορεί να περιέχουν γενετικές και άλλες διαταραχές που χειροτερεύουν την εξέλιξή τους. 

    Η δωρεά ωαρίων μπορεί να χρησιμεύσει σαν ένα μοντέλο μελέτης της σχετικής σημασίας παραγόντων που συνδέονται με τη μήτρα και τις ωοθήκες. Έτσι, από τα ποσοστά επιτυχίας που επιτυγχάνονται σε γυναίκες με δωρεά ωαρίων προκύπτει το συμπέρασμα ότι η ποιότητα των ωαρίων και όχι παράγοντες που έχουν σχέση με τη μήτρα, είναι η πιο κρίσιμη παράμετρος που καθορίζει την ικανότητα των εμβρύων για εμφύτευση. Φαίνεται λοιπόν ότι η μήτρα δεν γερνάει όπως η ωοθήκη με την εμφάνιση της εμμηνόπαυσης καθώς διατηρεί πλήρως την ικανότητα να υποστηρίζει εμφύτευση για πολλά ακόμη χρόνια μετά την εμμηνόπαυση. Πάντως με την πάροδο της ηλικίας ακόμη και η υποδεκτικότητα του ενδομητρίου ελαττώνεται.

    Γυναίκες πάνω από 35 δεν είναι υποχρεωτικά φτωχές απαντήτριες, και η ανταπόκριση τους στην ωοθηκική διέγερση μπορεί να είναι η ίδια με αυτή νεωτέρων γυναικών. Μπορεί επίσης να χρειαστούν την ίδια δόση γοναδοτροπινών, και να έχουν τον ίδο αριθμό ωοθυλακίων , ωαρίων και εμβρύων.

    Η γονιμότητα σε γυναίκες < 44 ετών είναι υψηλότερη εάν έχουν βασικά επίπεδα FSH < 25  IU/1. Τα ποσοστά κυήσεως είναι 5.2% ανά κύκλο IVF, καθώς συγκρίνονται με 0% στις γυναίκες με > 25 IU/1FSH και σε αυτές που είναι > 44 ετών.

    Στις τεχνικές υποβοηθούμενης αναπαραγωγής υπάρχει ένα 24% έως 30% ποσοστό κλινικών αποβολών, και αυτό το ποσοστό είναι μεγαλύτερο στο πρώτο τρίμηνο και σε πιο ηλικιωμένες ασθενείς. Η προχωρημένη μητρική ηλικία είναι πιθανός ο κύριος προδιαθεσικός παράγων που εμπλέκεται σε όλες τις αποβολές.

    Υπάρχουν λοιπόν φανεροί περιορισμοί στην επίτευξη εγκυμοσύνης σε γυναίκες που προσεγγίζουν ή ξεπερνούν τα 40. Έτσι, μερικοί προτείνουν την τοποθέτηση περισσοτέρων εμβρύων στις μεγαλύτερες γυναίκες, επειδή πολύ λίγες θα έχουν πολύδυμες εγκυμοσύνες. Άλλες πάλι μονάδες συστήνουν τη δωρεά ωαρίων σε γυναίκες με χαμηλή γονιμότητα, συχνά σε συνδυασμό με κύκλους ορμονικής υποκατάστασης, για την εντυπωσιακή αύξηση της γονιμότητας σε αυτές τις  ασθενείς.

ΠΟΙΟΤΗΤΑ ΤΟΥ ΕΝΔΟΜΗΤΡΙΟΥ

    Το υπερηχογράφημα βοηθώντας στη μελέτη των μεταβολών του ενδομητρίου αποκτά μεγάλη αξία στον υπολογισμό της πιθανότητας για εμφύτευση. Δύο παράμετροι είναι χρήσιμοι: το πάχος και η υφή – ηχογένεια του ενδομητρίου. Παρουσία ενδομητρίου με διαφορετική ηχογένεια (δηλ. μία ηχογενής εξωτερική περιφερική ζώνη που περιβάλλει μία κεντρική χαμηλής ηχογένειας ζώνη), χαρακτηρίζει το ενδομήτριο εκείνο που σχετίζεται με σημαντικά καλύτερα ποσοστά εγκυμοσύνης. Εγκυμοσύνη είναι σπάνια εάν το πάχος του ενδομητρίου είναι 

< 7 mm στην παραγωγική φάση, < 11mm στο μέσο της ωχρινικής φάσης. Πάχος ενδομητρίου >9mm σχετίζεται με τον αριθμό των ωοθυλακίων, και η πιθανότητα για κύηση μπορεί να είναι πολύ υψηλή (δηλ. 37% ανά κύκλο) εάν η hCG χορηγηθεί όταν το πάχος του ενδομητρίου είναι > των 9mm και < των 14mm.

ΩΟΘΗΚΙΚΗ ΔΙΕΓΕΡΣΗ

    Τα πρωτόκολλα διέγερσης των ωοθηκών στο σύνολο τους επηρεάζουν σε γενικές γραμμές την υποδεκτικότητα του ενδομητρίου, λόγω της υπερβολικής αύξησης των στεροειδών ορμονών που προκαλούν. Έτσι, τα ποσοστά εμφύτευσης μπορεί να εξαρτώνται από το επιλεγέν πρωτόκολλο διέγερσης. Από πολλές μελέτες έχει διαπιστωθεί με τη χρήση του παρατεταμένου πρωτοκόλλου διέγερσης μεγαλύτερο ποσοστό κυήσεων και ζωντανών νεογνών σε σύγκριση με άλλα πρωτόκολλα διέγερσης, καθώς και χαμηλότερο ποσοστό αποβολών.

    Παρ’ όλα αυτά, υπάρχουν IVF κέντρα που δεν αναφέρουν διαφορές μεταξύ βραχέως και παρατεταμένου πρωτοκόλλου όσο αφορά τον αριθμό των κύκλων που ακυρώνονται, τον αριθμό των ωαρίων, τα ποσοστά γονιμοποίησης και διαίρεσης και τα ποσοστά κυήσεων.

ΠΟΙΟΤΗΤΑ ΤΩΝ ΕΜΒΡΥΩΝ

    Η  ποιότητα των εμβρύων πιθανόν εξαρτάται από την ωριμότητα των ωαρίων, την επιτυχία της γονιμοποίησης και τις συνθήκες καλλιέργειας. Μορφολογικά ακέραια έμβρυα θεωρείται ότι έχουν μία καλή ευκαιρία να συνεχίσουν να αναπτύσσονται και η εμβρυομεταφορά εμβρύων αρίστης ποιότητας συνοδεύεται από υψηλότερα ποσοστά εγκυμοσύνης.

    Σχετικά με τα μορφολογικά κριτήρια, οι διαφορές στο σχήμα και το μέγεθος των βλαστομεριδίων και τα κυτταροπλασματικά απύρηνα στοιχεία (fragments) παίζουν τον πιο σημαντικό ρόλο στην πρόβλεψη για περαιτέρω εξέλιξη των εμβρύων. Πέραν των μορφολογικών  χαρακτηριστικών, η εκτίμηση των εμβρύων στηρίζεται και στην ταχύτητα εξέλιξής τους. Διαπιστώθηκε ότι τόσο τα έμβρυα που εξελίσσονται βραδύτερα όσο και τα έμβρυα που εξελίσσονται ταχύτερα καταλήγουν σε λιγότερες εγκυμοσύνες σε σύγκριση με αυτά που φθάνουν στο στάδιο των 4 κυττάρων εντός 40 ωρών από τη γονιμοποίηση. Για την ώρα η μορφολογία των εμβρύων παραμένει ο πιο χρήσιμος, πρακτικός και αξιόπιστος δείκτης της ποιότητάς των.

ΑΡΙΘΜΟΣ  ΜΕΤΑΦΕΡΟΜΕΝΩΝ  ΕΜΒΡΥΩΝ

    Ο  αριθμός των μεταφερομένων εμβρύων είναι ένας σημαντικός παράγοντας που επηρεάζει την εμφύτευση μετά από εξωσωματική γονιμοποίηση. Τα ποσοστά εγκυμοσύνης αυξάνουν σταθερά όσο περισσότερα έμβρυα μεταφέρονται. Αυτό συνοδεύεται με αυξημένη συχνότητα πολύδυμων κυήσεων, που μπορεί να φθάσουν σε ποσοστό > 30%. Τα ποσοστά εμφύτευσης μπορεί να είναι πολύ υψηλά, και 45% των ασθενών ή και περισσότερες μπορεί να μείνουν έγκυες μετά τη μεταφορά 3 εμβρύων, ή εάν 2 ή 3 φρέσκα έμβρυα επιλεγούν για εμβρυομεταφορά από ένα μεγαλύτερο αριθμό εμβρύων. Η μεταφορά 2 μάλλον, παρά 3 εμβρύων όταν είναι διαθέσιμα αρκετά έμβρυα μπορεί να μην ελαττώνει τα ποσοστά εμφύτευσης σε μερικές ασθενείς, αλλά από την άλλη τα ποσοστά εμφύτευσης πέφτουν δραματικά εάν είναι διαθέσιμα 2 μόνο έμβρυα.

ΕΜΒΡΥΟΜΕΤΑΦΟΡΑ

    Η ικανότητα του γυναικολόγου στο πέρασμα του καθετήρα μέσα στη μήτρα χωρίς να προκαλεί τραυματισμό της μήτρας στο έσω τραχηλικό στόμιο ή να προκαλεί αιμορραγία αποτελεί μεγάλο πλεονέκτημα για κάθε μονάδα. Η αποτελεσματικότητα και η ταχύτητα κατά τη διαδικασία της εμβρυομεταφοράς εξασφαλίζουν την ελάχιστη μεταβολή στην ωσμωτικότητα ή στο pH του καλλιεργητικού υλικού εντός του καθετήρα. Κακή τεχνική εμβρυομεταφοράς είναι σχεδόν πάντα υπεύθυνη για ελάττωση των ποσοστών εγκυμοσύνης.

ΥΠΟΣΤΗΡΙΞΗ  ΤΗΣ  ΩΧΡΙΝΙΚΗΣ  ΦΑΣΗΣ

    Μια ανεπαρκής ωχρινική λειτουργία μπορεί να ελαττώσει τις πιθανότητες επίτευξης εγκυμοσύνης. Υποστήριξη της εκκριτικής φάσης με προγεστερόνη ή hCG χρησιμοποιείται ευρέως επειδή η διάρκεια της ωχρινικής φάσης συχνά μειώνεται μετά από ωοθηκική διέγερση, ιδιαίτερα μετά από χρήση γοναδοτροπινών. Υποστήριξη της ωχρινικής φάσης χρειάζεται επίσης μετά από χρήση GnRH-αγωνιστών, επειδή έχει βρεθεί ότι οι GnRH-αγωνιστές επιδεινώνουν την λειτουργία του ωχρού σωματίου. Υπάρχουν όμως κάποιοι ερευνητές που υποστηρίζουν ότι δεν χρειάζεται καθόλου υποστήριξη της ωχρινικής φάσης μετά από οποιοδήποτε πρωτόκολλο ωοθηκικής διέγερσης.

    Πολλές μελέτες δείχνουν ότι η υποστήριξη της ωχρινικής φάσης με τη χορήγηση HCG βελτιώνει τα ποσοστά εγκυμοσύνης και μειώνει τα ποσοστά αποβολών.

ΚΡΥΟΣΥΝΤΗΡΗΣΗ

    Η μεταφορά φρέσκων και κρυοσυντηρημένων εμβρύων σε διαδοχικούς κύκλους αυξάνει τα ποσοστά κύησης μετά από ένα μόνο κύκλο ωοθηκικής διέγερσης. Τα αθροιστικά ποσοστά κύησης με φρέσκα και κρυοσυντηρημένα έμβρυα φθάνουν το 60% ή και περισσότερο σε ασθενείς που διαθέτουν 10 ή περισσότερα ωάρια και οδηγούν σε ένα ποσοστό γεννήσεων υψηλότερο κατά 8% σε σύγκριση με μεταφορά φρέσκων εμβρύων μόνο. Γυναίκες που μένουν έγκυες με φρέσκα έμβρυα τείνουν να μείνουν έγκυες και με τα κρυοσυντηρημένα τους έμβρυα.

ΑΡΙΘΜΟΣ  ΠΡΟΣΠΑΘΕΙΩΝ  IVF
    Μία βαθμιαία ελάττωση στην επίτευξη εγκυμοσύνης μετά από διαδοχικούς κύκλους εξωσωματικής έχει αποδειχθεί στις περισσότερες αναφορές. Το ποσοστό κλινικής εγκυμοσύνης σε διαδοχικούς κύκλους σε μία μελέτη έπεσε από το 22.5% ανά εμβρυομεταφορά, ή 19% ανά κύκλο, στο 13.5% και 11.9% αντίστοιχα, μετά από 4 εμβρυομεταφορές. Αυτά τα δεδομένα όμως έρχονται σε οξεία αντιπαράθεση με τα ευρήματα άλλων μελετών που αναφέρουν μία πολύ μικρή μείωση στο ποσοστό κυήσεων μετά από διαδοχικούς κύκλους. Διαπιστώνεται πάντως από τις περισσότερες μελέτες ότι η πιθανότητα επίτευξης εγκυμοσύνης ελαττώνεται μετά από ένα αριθμό ανεπιτυχών κύκλων, υποδεικνύοντας ενδεχομένως την παρουσία ουδού στη σύλληψη.

ΥΔΡΟΣΑΛΠΙΓΓΑ

    Σε ασθενείς με υδροσάλπιγγες τα αποτελέσματα της IVF επηρεάζονται από την παλινδρόμηση του υγρού της υδροσάλπιγγας μέσα στη μητρική κοιλότητα. Η εμφύτευση επηρεάζεται λόγω της τοξικής δράσης του υγρού της υδροσάλπιγγας και τα ποσοστά κλινικής εγκυμοσύνης ελαττώνονται στο 19% από 32% στις μάρτυρες.  Έτσι σε αυτές τις ασθενείς πριν από την έναρξη της IVF  πρέπει να προηγείται σαλπιγγεκτομή ή απολίνωση σαλπίγγων . 

ΕΝΔΟΜΗΤΡΙΩΣΗ

    Η Εξωσωματική γονιμοποίηση είναι μία αποτελεσματική θεραπεία για την ανακούφιση της υπογονιμότητας που οφείλεται στην ενδομητρίωση και φαίνεται ότι είναι η κατάλληλη μέθοδος σε ασθενείς σε σημαντική βλάβη των σαλπίγγων ή διαταραγμένη ανατομία πυέλου που εμποδίζουν την ομαλή κινητικότητα των ωαρίων, αλλά και των εμβρύων στους ωαγωγούς. Προβλήματα που έχουν σχέση με την επίδραση της ενδομητρίωσης στο αποτέλεσμα της εξωσωματικής περιλαμβάνουν δυσκολίες στην παρακολούθηση της ωοθυλακιογένεσης, φτωχή ανταπόκριση στη διέγερση, ελάττωση του αριθμού των ωαρίων μετά από ωοληψία, ελαττωμένα ποσοστά γονιμοποίησης και ελαττωμένα ποσοστά εμβρυϊκής διαίρεσης.

    Αυτά τα προβλήματα πιο πολύ απαντώνται σε γυναίκες με ενδομητρίωση προχωρημένου σταδίου. Αν και οι περισσότεροι ερευνητές αναφέρουν ότι η εξωσωματική γονιμοποίηση σε γυναίκες με μετρίου και σοβαρού βαθμού ενδομητρίωση οδηγεί σε φτωχά ποσοστά κλινικών κυήσεων και μεγαλύτερα ποσοστά αποβολών, υπάρχουν άλλοι που δεν έχουν βρει συσχέτιση μεταξύ έκβασης εγκυμοσύνης και σοβαρότητας της ενδομητρίωσης.

ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΟΙ  ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ  ΚΑΙ  ΕΜΦΥΤΕΥΣΗ

    Όπως φαίνεται από άμεσες και έμμεσες ενδείξεις, μητρικοί ανοσολογικοί παράγοντες μπορεί να επηρεάσουν την εμφύτευση των εμβρύων. Άμεσες ενδείξεις προέρχονται από προσπάθειες να μειωθεί η ανοσολογική ανταπόκριση σε γυναίκες με αποτυχία εμφύτευσης. Χορήγηση ενδοφλεβίως ανοσοσφαιρινών σε αυτές τις γυναίκες ανεβάζει τα ποσοστά κυήσεως, με την προϋπόθεση ότι περισσότερα από τα μισά ωάρια τους θα γονιμοποιηθούν και θα υπάρχουν 3 έμβρυα για εμβρυομεταφορά.

    Αντισώματα που αντιδρούν με ειδικά συστατικά της μήτρας μπορεί επίσης να επηρεάσουν την εμφύτευση. Αυτά περιλαμβάνουν αυτό-αντισώματα εναντίον των φωσφολιπιδίων που είναι παρόντα στο 10% των γυναικών, και που ανέρχονται στο 50% των ασθενών με καθ’ έξη αποβολές.

    Η παροδική ή μόνιμη έκφραση αρκετών αντιφωσφολιποειδικών αντισωμάτων μπορεί να επηρεάσει την εμφύτευση σε πολλές από τις οροθετικές γυναίκες. Η ηπαρίνη και η ασπιρίνη μπορεί να είναι βοηθητικοί παράγοντες. Έχουν αναφερθεί ποσοστά εγκυμοσύνης σε ορο-αρνητικές γυναίκες 27%, συγκρινόμενα με 16% σε ορο-θετικές  γυναίκες χωρίς θεραπεία και 49% σε ορο-θετικές γυναίκες που πήραν θεραπεία με ηπαρίνη και ασπιρίνη.

ΤΟ  ΚΑΠΝΙΣΜΑ

    Το κάπνισμα επηρεάζει το αποτέλεσμα της εξωσωματικής γονιμοποίησης. Γυναίκες που καπνίζουν και υποβάλλονται σε πρόγραμμα εξωσωματικής γονιμοποίησης μπορεί να χρειαστούν μεγαλύτερη δόση γοναδοτροπινών για διέγερση ενώ έχουν χαμηλότερα ποσοστά γονιμοποίησης και εγκυμοσύνης και παρουσιάζουν αυξημένο ποσοστό αποβολών. Κάποιοι ερευνητές αμφισβητούν αρκετά από τα αναφερθέντα ευρήματα. Δεν βρήκαν συσχέτιση μεταξύ καπνίσματος και ανώμαλης μορφολογίας σπερματοζωαρίων, του φτωχού μεταβολισμού των οιστρογόνων, του αριθμού των εμβρύων ή του ποσοστού αποβολών. Σίγουρα χρειάζονται και άλλες μελέτες για να ξεκαθαριστεί πλήρως η επίδραση του καπνού σε ζευγάρια που υποβάλλονται σε προγράμματα υποβοηθούμενης αναπαραγωγής.

ΨΥΧΟΛΟΓΙΚΟΙ  ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ

    Η υπογονιμότης θεωρείται μία ισχυρή πηγή άγχους για τα περισσότερα, αν όχι όλα, τα ζευγάρια που δεν μπορούν να συλλάβουν. Όταν το ζευγάρι έχει αποτύχει στη διαδικασία της εξωσωματικής και επαναλαμβάνει τις προσπάθειες αρκετές φορές είναι φυσικό να απογοητεύεται και να κυριεύεται από άγχος, φόβο, λύπη, θυμό. Φαίνεται ότι το ψυχολογικό stress, είναι ένας παράγων που μπορεί να επηρεάσει μερικές φορές καθοριστικά την έκβαση της εξωσωματικής.

ΑΛΛΟΙ  ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ  ΠΟΥ  ΕΠΗΡΕΑΖΟΥΝ  ΤΗΝ  ΕΜΦΥΤΕΥΣΗ

ΜΕΤΑ  ΑΠΟ  IVF
    Κάποιες ομάδες γυναικών έχουν χαμηλή γονιμότητα από υποβοηθούμενη ή μη σύλληψη, ανεξάρτητα από την ηλικία. Τα χαρακτηριστικά τους περιλαμβάνουν υψηλά επίπεδα FSH, υψηλή αναλογία FSH/LH νωρίς στην ωοθυλακική φάση, υψηλά τονικά επίπεδα LH καθ’ όλη την ωολυλακική φάση, ελλατούμενα επίπεδα οιστραδιόλης μετά από μία αρχική αύξηση κατά τη διάρκεια της διέγερσης, αντίσταση τν ωοθηκών στη διέγερση, ορμονικές διαταραχές συμπεριλαμβανομένης της ανεπάρκειας της ωχρινικής φάσης. Έχει βρεθεί ότι η επίτευξη εγκυμοσύνης σε ένα πρόγραμμα εξωσωματικής γονιμοποίησης εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την αντίδραση της γυναίκας στη φαρμακευτική θεραπεία. Η επιτυχία της εξωσωματικής γονιμοποίησης εξαρτάται επίσης από την αιτιολογία της υπογονιμότητας. Έτσι τα μεγαλύτερα ποσοστά επιτυχίας έχουν βρεθεί σε περιπτώσεις όπου ο αιτιολογικός παράγοντας ήταν ο σαλπιγγικός παράγοντας.

    Κύστες σχηματίζονται στο 15-50% των ασθενών μετά από διάφορες μορφές διέγερσης, και ίσως στο ~ των ασθενών που χορηγείται GnRH-a. Συνήθως δεν είναι βλαβερές και μπορεί να μην διαταράξουν τη διέγερση των ωοθυλακίων, την ωοληψία ή την εγκυμοσύνη, αν και η IVF μπορεί να βελτιωθεί από την αναρρόφηση τους νωρίς κατά την ωοθυλακική φάση.

    Τέλος, θεραπευτικές παρεμβάσεις στο έμβρυο μπορεί να αυξήσουν την πιθανότητα για εμφύτευση. Οι ασθενείς που πιο πολύ μπορεί να βοηθηθούν από την υποβοηθούμενη εκκόλαψη είναι αυτές που τα έμβρυα τους έχουν διαφανή ζώνη που εμφανίζει σαφή πάχυνση (>15 μm), είναι μεγαλύτερες από 38 ετών και αυτές που έχουν αυξημένα επίπεδα FSH. Σε αυτές τις περιπτώσεις μπορεί να διπλασιαστεί το ποσοστό εμφύτευσης από 11% σε 23%.

ΠΟΙΟΤΗΤΑ  ΠΑΡΕΧΟΜΕΝΩΝ  ΥΠΗΡΕΣΙΩΝ  ΑΠΟ  ΤΑ  ΚΕΝΤΡΑ

ΕΞΩΣΩΜΑΤΙΚΗΣ

    Δεδομένα από, τις Ηνωμένες Πολιτείες, το Ηνωμένο Βασίλειο και αλλού δείχνουν μία γενικότερη βελτίωση στα ποσοστά εγκυμοσύνης με την αύξηση της εμπειρίας των διαφόρων κέντρων στην υποβοηθούμενη σύλληψη. Στο Ηνωμένο Βασίλειο, η πιθανότητα σύλληψης έχει βρεθεί ότι είναι μεγαλύτερη σε μεγαλύτερες μονάδες εξωσωματικής με >400 ασθενείς ανά έτος, (15% ανά κύκλο, 18.4% ανά συλλεγέν ωάριο και 22.8% ανά εμβρυομεταφορά), παρά σε μονάδες εξωσωματικής γονιμοποίησης με < 100 ασθενείς (8.4%, 10.4% και 12.7% αντίστοιχα). Στις ΗΠΑ αναφέρεται ότι οι πιθανότητες εγκυμοσύνης είναι καλύτερες με τις τεχνικές υποβοηθούμενης αναπαραγωγής όταν οι μονάδες διεξάγουν πάνω από 25 κύκλους θεραπείας ανά έτος.

    Τέλος, οι άσηπτες συνθήκες του εργαστηρίου και ειδικότερα του περιβάλλοντος που γίνεται η επεξεργασία των ωαρίων και των σπερματοζωαρίων είναι πολύ σημαντικές ώστε να αποφευχθεί μόλυνση των καλλιεργητικών υλικών και των καλλιεργούμενων κυττάρων. Σε περίπτωση που συμβεί μία μόλυνση (η οποία μπορεί να μην γίνει αντιληπτή εξ αρχής) ουσιαστικά τίθεται σε κίνδυνο όλη η προσπάθεια, που τις περισσότερες φορές καταλήγει σε αποτυχία.

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑTA
    Η επιτυχία μίας προσπάθειας εξωσωματικής γονιμοποίησης καθορίζεται από πλήθος παραγόντων που δρουν ευεργητικά ή ανασταλτικά. Από αυτούς, η ποιότητα των μεταφερόμενων εμβρύων και η ικανότητα των να εμφυτευθούν είναι καθοριστικής σημασίας και μαζί με την υποδεκτικότητα του ενδομητρίου αποτελούν τους πιο βασικούς παράγοντες για την εμφύτευση, χωρίς βέβαια να παραγνωρίζεται η συμβολή και των υπολοίπων αναφερθέντων παραγόντων.
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Λαπαροσκοπική αντιμετώπιση ενδομητρίωσης

Γεώργιος Α.Πάντος

Λέκτορας Μαιευτικής/Γυναικολογίας Α.Π.Θ.

Η ενδομητρίωση αποτελεί την κύρια αιτία υπογονιμότητας σε 6-10% στα υπογόνιμα ζευγάρια, ενώ είναι γνωστό ότι σε 25-50% από τις γυναίκες με πρόβλημα υπογονιμότητας συνυπάρχει ενδομητρίωση. Σύμφωνα εξάλλου με τα στοιχεία της Εταιρείας Μεθόδων Υποβοηθούμενης Αναπαραγωγής (Society for Assisted Reproductive Technologies) (1995), η ενδομητρίωση αποτελεί την κύρια αιτία υπογονιμότητας σε 16% από τις γυναίκες που υποβάλλονται σε διάφορες μεθόδους υποβοηθούμενης αναπαραγωγής.

Η θεραπευτική προσέγγιση της ενδομητρίωσης περιλαμβάνει την χειρουργική αντιμετώπιση, τη χορήγηση διαφόρων φαρμακευτικών ουσιών και τέλος διάφορες μεθόδους υποβοηθούμενης αναπαραγωγής. Σκοπός της χειρουργικής προσέγγισης με λαπαροτομία ή λαπαροσκοπικά είναι η καταστροφή ή εκτομή των ενεργών ενδομητριωσικών εστιών και η αποκατάσταση των ανατομικών σχέσεων με λύση των συμφύσεων.

Η λαπαροσκοπική προσέγγιση της ενδομητρίωσης περιλαμβάνει την:

1. Ενδομητρίωση του περιτοναίου

2. Ωοθηκική ενδομητρίωση.

3. Ενδομητρίωση του ορθοκολπικού διαφράγματος.

1. ΕΝΔΟΜΗΤΡΙΩΣΗ ΤΟΥ ΠΕΡΙΤΟΝΑΙΟΥ

Η ενδομητρίωση του περιτοναίου αποτελεί μία επιπολής βλάβη με μεταβαλλόμενη εμφάνιση στα αρχικά στάδια. Αρχικά οι «ερυθρές βλάβες» χαρακτηρίζονται από κυκλική ΜΜΡ-1 έκφραση και στεροειδοεξαρτώμενη αιμορραγία, ομοιάζουσες ως εκ τούτου με το ενδομήτριο. Συμφύσεις αναπτύσσονται συχνά επιφανειακά υποδηλωτικές επακόλουθης φλεγμονής. Σε πλέον προχωρημένα στάδια οι βλάβες είναι λιγώτερο ορμονοεξαρτώμενες και έχουν μια σκοτεινή, μελαχρωστική εμφάνιση (black lesions) ή υπόλευκη βλάβη με ίνωση (white lesions).

Η ενδομητρίωση του περιτοναίου αντιμετωπίζεται με αφαίρεση ή καταστροφή των εστιών με ηλεκτροκαυτηρίαση ή laser. Ουσιαστικό ρόλο για την πλήρη θεραπεία έχει ο διαχωρισμός φυσιολογικού ιστού από ενδομητριωσικές βλάβες, ο οποίος σε απλές περιπτώσεις επιτυγχάνεται με επισκόπηση, ενώ όπου υπάρχει ίνωση με διαχωρισμό των ιστών (υδροδιαχωρισμός ή ψαλίδι). Τα ποσοστά κύησης μετά καταστροφή των εστιών ενδομητρίωσης με laser CO2 περιγράφονται στον πίνακα Ι.

2. ΩΟΘΗΚΙΚΗ ΕΝΔΟΜΗΤΡΙΩΣΗ

Η τυπική κύστη ενδομητρίωσης, αν και ταξινομείται ως εν τω βάθει ενδομητρίωση, είναι μία ψευδοκύστη που σχηματίζεται από εγκολεασμό του φλοιού της ωοθήκης και συχνά προσκολλάται στον ωοθηκικό βόθρο. Σε νέες γυναίκες με ενεργό ενδομητρίωση η κύστη επενδύεται από ερυθρό ιστό με ιδιαίτερα αυξημένη αγγείωση, ο οποίος παρουσιάζει τα χαρακτηριστικά του επιπολής ενδομητρίου.

Η λαπαροσκοπική αντιμετώπιση της ωοθηκικής ενδομητρίωσης θα πρέπει να διέπεται από τις ακόλουθες αρχές:

α. Ελαχιστοποίηση τραυματισμού ωοθήκης και διατήρηση υγιούς ωοθη-κικού ιστού.

β. Ελαχιστοποίηση μετεγχειρητικών συμφύσεων.

γ. Αφαίρεση όλου του παθολογικού ιστού.

δ. Αποκλεισμό πιθανής κακοήθειας.

Σε περιπτώσεις κύστης ενδομητρίωσης μεγέθους μικρότερου των 5 εκ., οι χειρουργικοί χρόνοι της λαπαροσκοπικής προσέγγισης περιλαμβάνουν τη σύλληψη της ωοθήκης, τη διάνοιξη αυτής από το αντιμεσεντερικό χείλος, την παρασκευή και αφαίρεση της κάψας, έλεγχο της αιμόστασης και τέλος συμπλησίαση των τραυματικών χειλέων. Αντίθετα, σε περιπτώσεις κύστης μεγέθους μεγαλύτερου των 5 εκ. αρχικά διενεργείται αναρρόφηση του περιεχομένου της κύστης, διάνοιξη της ωοθήκης, παρασκευή και αφαίρεση της κύστης και τέλος συμπλησίαση των τραυματικών χειλέων. Οι Donnez και συν. (1993), περιέγραψαν μία προσέγγιση η οποία συνίσταται σε αναρρόφηση του περιεχομένου της κύστης με λαπαροσκόπηση, έκπλυση της κύστης, χορήγηση GnRHa επί 3 μήνες και τέλος λαπαροσκόπηση και εξάχνωση με laser CO2 της κάψας της κύστης.

Τα αποτελέσματα της λαπαροσκοπικής χειρουργικής σε ωοθηκική ενδομητρίωση περιγράφονται στον πίνακα Ι.

Θα πρέπει να αναφερθεί ότι η αναρρόφηση ενδομητριωσικής κύστης κατά την ωοληψία δεν αποτελεί τη δέουσα προσέγγιση, σε κάποιες δε περιπτώσεις συνοδεύεται από σοβαρές επιπλοκές όπως επιμόλυνση.

3. ΕΝΔΟΜΗΤΡΙΩΣΗ ΤΟΥ ΟΡΘΟΚΟΛΠΙΚΟΥ ΔΙΑΦΡΑΓΜΑΤΟΣ

Ο Cullen περιέγραψε τη μορφή αυτή ενδομητρίωσης το 1920, διακρίνεται δε από την επιφανειακή λόγω της παρουσίας αδενομυωτικής βλάβης, η οποία είναι φαινοτυπικά όμοια με το ενδομητρίωμα. Κατά κανόνα η βλάβη αυτή είναι εν τω βάθει και μόνο μία μικρή περιοχή είναι ορατή κατά τη διάρκεια της λαπαροσκόπησης. Η ενδομητρίωση του ορθοκολπικού διαφράγματος δεν έχει την ορμονική απόκριση της επιπολής ενδομητρίωσης αλλά χαρακτηρίζεται από διήθηση των λεμφοκυττάρων Τ και υπερπλασία των λείων μυϊκών ινών.Ο χρόνιος πυελικός πόνος είναι το συχνότερο σύμπτωμα όπως και η δυσπαρευία, εντοπίζεται δε στον οπίσθιο κολπικό θόλο. Η κλινική εξέταση και η μαγνητική τομογραφία θέτουν τη διάγνωση, ενώ κατά κανόνα η ορθοσκόπηση και η ενδοφλέβια πυελογραφία είναι απαραίτητες για την ακριβή έκταση της νόσου. Στην περίπτωση συμμετοχής του ορθού η ανάλογη προεγχειρητική προετοιμασία είναι απαραίτητη, ενώ λόγω της εξαιρετικής δυσκολίας της επέμβασης θα πρέπει να διενεργείται μόνο από κατάλληλα εκπαιδευμένο γυναικολόγο.

Οι χειρουργικοί χρόνοι της λαπαροσκοπικής προσέγγισης περιλαμβάνουν την παρασκευή των ιερομητρικών συνδέσμων την εγκάρσια τομή στον τράχηλο άνωθεν του προσκολλημένου εντέρου, την παρασκευή του ορθοκολπικού διαφράγματος και εκτομή των ιερομητρικών συνδέσμων στο ύψος του τραχήλου. Στη συνέχεια κινητοποιείται το ορθό και εκτέμνεται en block η προσβληθείσα περιοχή.

Τα ποσοστά κύησης μετά λαπαροσκοπική αντιμετώπιση ενδομητρίωσης του ορθοκολπικού διαφράγματος περιγράφονται στον πίνακα ΙΙ.

Πίνακας Ι. Ποσοστά κύησης μετά λαπαροσκοπική προσέγγιση με laser CO2 

	Συγγραφείς
	Στάδιο Ι
	Στάδιο ΙΙ
	Στάδιο ΙΙΙ
	Στάδιο Iv

	Kelly & Roberts, 1983
	3/3
	3/7
	-
	-

	Martin, 1986
	25/56
	22/45
	9/14
	-

	Donnez, 1987
	26/42
	11/21
	317
	-

	Sutton & Hill, 1990
	15/16
	17/25
	11/13
	2/2

	Fayer και συν, 1988
	23/38
	33/44
	-
	-

	Nezhat και συν, 1989
	29/39
	60/86
	45/67
	35/51

	Paulson και συν, 1992
	109/40
	60/88
	-
	-

	Σύνολο
	293/451 (65%)
	242/386 (63%)
	94/151 (62%)
	39/60 (85%)


Πίνακας ΙΙ.
Ποσοστά κύησης (life-table analysis) μετά χειρουργική αντιμετώπιση ενδο-μητρίωσης ορθοκολπικού διαφράγματος. Adamson G, Hurd S, RodriguezS D et al,1992.

	Κυήσεις
	Λαπαροσκόπηση
	Λαπαροτομία

	1 έτος
	29,6  14,4
	0  0,0

	2 έτη
	29,6  14,4
	23,7  12,2


p = 0,084
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The Prevention and Treatment of Severe Ovarian Hyperstimulation Syndrome: novel strategies

Professor J. G. Grudzinskas

St Bartholomew’s and the Royal London School of Medicine and Dentistry

As an almost exclusively iatrogenic disease of infertile women which rarely presents after spontaneous ovulation and conception, Ovarian Hyperstimulation Syndrome (OHSS), the serious life-threatening result of attempts at ovulation induction or controlled ovarian hyperstimulation appears to have enjoyed “epidemic status” mercifully for only a brief time.  Currently with the exception of treatment cycle cancellation, the most effective strategy to prevent OHSS seems to be the withholding of FSH injections (coasting) whilst down regulation continues.  In “coasting” follicular development is monitored by serial daily serum oestradiol measurement and FSH maybe withheld for up to eleven days whilst waiting for a fall in serum oestradiol levels to below 10,000 pico ml/l before the hCG trigger is administered.  The inevitable result of withholding FSH is the decreased harvest of oocytes but fertilisation, implantation and clinical pregnancy rates in such patients are high, pregnancy being achieved in women in whom coasting has occurred for up to 11 days.  Modifications of the strategy of coasting such as withholding FSH sooner may also lead to a lower occurrence of severe OHSS without compromising pregnancy rates.  It is not yet clear how valuable the use of LHRH antagonists are in patients at risk of OHSS and some preliminary data will be presented.  The use of the antagonist agonist protocol for controlled ovarian stimulation and the final maturation of oocytes may lead to a decrease in the occurrence of early-onset severe OHSS.  If late-onset severe OHSS develops then the treatment strategies have largely remained unchanged, that is, to provide pain relief, reduce the risk of thromboembolism, avoidance of the use of hCG for luteal phase support, maintenance of intravascular volume with the use of intravenous albumin, dextran or hydroxyethyl starch and regular drainage of ascites or pleural effusions for symptomatic relief.

Ten years of ovum donation: outcome of >5000 cycles

1Amparo Ruiz, 1,2José Remohí, 1,2,3Antonio Pellicer,

1Instituto Valenciano de Infertilidad; 2Dept. Obstetricia y Ginecología, Universidad de Valencia; 3Hospital Universitario Dr. Peset, Valencia, España.

Oocyte donation (OD) was initially introduced to treat ovarian failure (1). But in few years their indications have been increased, including implantation failures after assisted reproduction techniques (ART), low responders, severe endometriosis, patients with genetic diseases or carriers of chromosomal abnormalities, recurrent miscarriage, as well as post menopausal women (2). On top of the controversy due to some of their indications, it is well known that OD is the ART with best outcome.  This technique has been useful as well, to learn some relevant lessons in reproductive medicine. 

In this sense, OD has demonstrated that the majority of implantation failures, are due to embryo quality of a given couple, in fact, changing their oocytes in an OD cycle, these patients became pregnant (2). We learned also, that in women with recurrent miscarriage of unknown aetiology, an oocyte factor must be involved, because OD was an efficient treatment in these couples (3). Later on, with the preimplantational genetic diagnosis (PGD), we saw that 70% of the embryos shows chromosomal alterations in these patients (4). Other example was the enigmatic influence of endometriosis on implantation. With OD we were able to demonstrate that endometriosis doesn’t affect implantation and its influence on sterility must be due to other factors as bad oocyte quality (5).

The Spanish Assisted Reproduction Law of 1988, and other posterior legal dispositions, gave certain characteristics to our program that has been developed it during more than 10 years with some interesting peculiarities. Firstly we are aloud to obtain donor oocytes and to perform the embryo transfer 2-6 days later, it means that we may do fresh transfer. The only condition is to make a VIH determination during the OD cycle. We use a very sensitive commercial test, which can detect antigens and antibodies at the moment. On the other hand, there are not evidences of HIV location in the oocyte. Truly, more than 2000 babies have born from our OD program, and there is not any communication of HIV contamination. Only one donor was rejected because of a positive test, indicating that a good selection criteria is crucial to avoid further problems.

Since OD has to be anonymous in Spain, synchronisation between donor and recipient is done maintaining the patients with a genuine Estradiol Valerianate treatment, which maintains the endometrium in proliferative phase, staying in “stand by” until one adequate donor is ready for the ovum pick up (6). This way, every time we have a donor ready for the ovum donation, there is an appropriate recipient in the waiting list.

In the beginning of OD program, we made the embryo transfer always on day 2, but more recently we introduced the co-culture system which aloud us to maintain the embryos during 6 days, until blastocyst stage (7).

We were the first group reporting OD outcome in 1997 (2). In these paper we reported a pregnancy rate per embryo transfer of 50%. Furthermore, the outcome of this technique in term of  “take home baby” after 4 attempts is close to 90% (2). 
The co-culture system with epithelial endometrial cells, has given a big impulse . Table 1 shows that the implantation capacity of these blastocysts, increase the pregnancy probability of a single cycle, up to 60 %.

Although some parents shows their preoccupation for a future in which many children’s questions remain without response or inadequate, it has been to consider two phenomenon: there is sufficient experience with sperm donation to confirm that it has been not a social shock and, the way to see ART in general by the society is changing in the sense that this way of reproduction will be considered as totally normal in the very next future.

Table 1: Oocyte donation outcome with blastocyst stage embryo transfer. Results in Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI) between July 2000 and July 2001

	Cycles (n)



	127

	Age (x)


	39.3 ( 5.3

	Cycles with transfer (n)

	117

	Previous attempts (x)


	2.3 ( 0.8

	Blastocyst rate (%)

 
	56.9

	Blastocysts transferred (x)

	2.2 ( 0.4

	Clinical Pregnancies (n)

	76

	Pregnancy rate per Tr. (%)

	65.0

	Implantation rate (%)

	35.4
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Possible Influences of Anaesthetics on Oocyte Quality

Dr. Andrea Ros
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Transvaginal oocyte retrieval, under ultrasonographic guidance, has become the method of choice for ovum retrieval worldwide.

The treatment is regarded as a painful procedure without anaesthesia. An important reason is the high stress level of the mother-to-be because of the long history of infertility and the high emotional input in this method. In addition, repeated attempts are mostly needed to achieve a live birth.

On the other hand there are some hints that anaesthetic agents, that can be found in a measurable concentration in the oocyte, might influence their further development 

The recommended anaesthesia approach for transvaginal oocyte retrieval consists of a sedative-hypnotic drug in combination with an opioid.

The purpose of this lecture is to check the commonly used anaesthetic agents as propofol, remifentanyl ,alfentanyl and local anaesthetics, used for paracervical blockade, on possible side effects of the oocyte quality .

The aim is to find the ideal anaesthesia , which should provide adaequate and safe analgesia and only minimal diffusion into the follicular fluid.

ΣYNΔPOMO ΠOΛYKYΣTIKΩN ΩOΘHKΩN

(NEΩTEPA ΔEΔOMENA)

Mηνάς Mαστρομηνάς
«EMBPYOΓENEΣIΣ», Mονάδα Yποβοηθούμενης Aναπαραγωγής-Aθήνα
Eισαγωγή

Το σύνδρομο των πολυκυστικών ωοθηκών, περιγράφηκε για πρώτη φορά από τους Stein και Leventhal το 1935.  

Το σύνδρομο αυτό από μια συχνή γυναικολογική πάθηση, σήμερα αναγνωρίζεται σαν μια πολυσυστηματική ενδοκρινοπάθεια. (Homburg, 1996). Πρόκειται για την συχνότερα ενδοκρινολογική διαταραχή της γυναίκας και ευθύνεται για την πλειοψηφία των περιπτώσεων υπερτρίχωσης, διαταραχών του κύκλου και ολιγοανωορρηξίας. Είναι επίσης μια ελάχιστα διευκρινισμένη ενδοκρινολογική οντότητα με πολύπλοκη παθοφυσιολογία που έχει μέχρι σήμερα προκαλέσει σημαντική επιστημονική διαμάχη.

Διάγνωση

H διάγνωση του συνδρόμου γίνεται κυρίως υπερηχογραφικά, με την παρουσία στις ωοθήκες περισσότερων από δέκα ωοθυλακίων <10mm, διατεταγμένων στην περιφέρεια με συνύπαρξη αυξημένου ωοθηκικού στρώματος (Adams 1985,  Fox 1991). H συνύπαρξη μιας βιοχημικής ή κλινικής παραμέτρου αν και ενδυναμώνει την διάγνωση δεν θεωρείται απαραίτητη.

Συχνότητα εμφάνισης

 Η συχνότητα εμφάνισης σύμφωνα με διάφορες μελέτες, κυμαίνεται από 16-33% με κυρίαρχη συμπτωματολογία την υπερτρίχωση και την ολιγοαμηνόρροια. 

Κλινική εικόνα

Το σύνδρομο των πολυκυστικών ωοθηκών είναι μια ετερογενής οντότητα με μεγάλη γκάμα κλινικών συμπτωμάτων. Στην πλειονότητα των περιπτώσεων οι γυναίκες παρουσιάζουν μόνο μια ή δύο κλινικές εκδηλώσεις του συνδρόμου. Δεν έχει διευκρινιστεί γιατί κάποιες γυναίκες εμφανίζουν μόνο ανωορρηξία χωρίς υπερανδρογοναιμία ενώ κάποιες άλλες παρουσιάζουν συμπτώματα υπερανδρογοναιμίας αλλά με διατήρηση της ωορρηξίας (Balen, 1995).

α. Διαταραχές κύκλου 

Το σύνδρομο των πολυκυστικών ωοθηκών χαρακτηρίζεται από ολιγοαμηνόρροια, αμηνόρροια και από παρατεταμένες, γενικότερα ανωμαλίες κύκλου. Περίπου το 90% των γυναικών με ολιγοαμηνόρροια έχουν PCO στον υπέρηχο. Η πλειοψηφία των γυναικών με ανωορρηκτική υπογονιμότητα πάσχουν απο PCO.

β. Yπερτρίχωση, ακμή και αλωπεκία

Tο 92% των γυναικών με υπερτρίχωση προσώπου και σώματος έχουν PCO στον υπέρηχο (Adams, 1986). Επίσης τα 3/4 των γυναικών που παρουσιάζουν ακμή έχουν PCO στον υπέρηχο (Eden, 1991). 

γ. Καθ’ έξιν αποβολές

Oι πολυκυστικές ωοθήκες, έχουν συσχετιστεί με καθ’ έξιν αποβολές μετά από Eξωσωματική Γονιμοποίηση (Clifford and Regan, 1996). Σαν αίτιο έχει ενοχοποιηθεί η υπερέκκριση LH.

δ. Συμπτωματολογία από τον μεταβολισμό

Tο σύνδρομο των πολυκυστικών ωοθηκών συνοδεύεται από παχυσαρκία σε ποσοστό από 30-50% και ινσουλινοαντοχή. Υπάρχουν δεδομένα που υποστηρίζουν ότι γυναίκες με PCO έχουν αυξημένο κίνδυνο να αναπτύξουν σακχαρώδη διαβήτη τύπου II και έμφραγμα του μυοκαρδίου (Ehrmann, 1994).

Aιτιολογία

Η αιτιολογία του PCO, παραμένει αδιευκρίνιστη αν και ενοχοποιούνται γενετικοί παράγοντες. Για παράδειγμα, σε ένα μεγάλο ποσοστό πάσχουν από PCO οι μητέρες και συγγενικά πρόσωπα των ασθενών αυτών. Υπάρχουν επίσης ενδείξεις για αυτοσωματική μετάδοση των υπεύθυνων γενετικών αλληλουχιών. Είνα πολύ πιθανό ότι μια σειρά από γονίδια μπορεί να προδιαθέτει την ωοθήκη σε ινσουλινική διέγερση για παραγωγή ανδρογόνων με παράλληλη αναστολή της ωοθυλακικής ωρίμανσης (Nestler, 1997).

Παθοφυσιολογία

 Η παθοφυσιολογια του συνδρόμου παραμένει εν πολλοίς αδιευκρίνιστη. Παρ’ όλα αυτά είναι γνωστό ότι η αυξημένη παραγωγή ωοθηκικών ανδρογόνων οφείλεται σε διαταραχή του ενζύμου κυτόχρωμα P450, το οποίο καταλύει τις 17-υδροξυλάσες; ένα σημαντικό βήμα στην βιοσύνθεση των ανδρογόνων (Barnes, 1989).  

Αυξημένα επίσης επίπεδα LH, προκαλούν αύξηση της ανδροστενεδιόνης λόγω αύξησης της δραστηριότητας του κυτοχρώματος P450. Επίσης έχει παρατηρηθεί αύξηση των επιπέδων IGF-1 σε γυναίκες με PCO η οποία ευθύνεται για την ινσουλινοαντοχή και την αυξημένη παραγωγή ανδρογόνων.

Θεραπεία

Η θεραπεία του συνδρόμου εξαρτάται από το κλινικό πρόβλημα που προεξάρχει, δηλαδή των ανωορρηξία ή την υπερτρίχωση.

Η κύρια θεραπεία για την υπερτρίχωση είναι οι διάφορες τεχνικές αποτρίχωσης. Η σπιρονολακτόνη, η κυπροτερόνη και, τώρα τελευταία, η φλουτανίνη έχουν από τα παρελθόν χρησιμοποιηθεί για την αντιμετώπιση της υπερανδρογονεμίας, συμπεριλαμβανομένης και της ακμής. Τα αντιανδρογόνα χρησιμοποιούνται μαζί με αντισυλληπτικά ούτως ώστε να αποκατασταθεί και ο κύκλος της ασθενούς. 

Η θεραπεία της ανωορρηξίας, αντιμετωπίζεται κλασικά με την χρήση κιτρικής κλομιφένης με ποσοστά επιτυχίας περίπου 70%. Σε ασθενείς που είναι ανθεκτικές στην κιτρική κλομιφένη, χορηγούνται γοναδοτροπίνες. Η εισαγωγή των αναλόγων GnRH σε συνδυασμό με τις γοναδοτροπίνες, βελτίωσε τα ποσοστά επιτυχίας αλλά αύξησε το ποσοστό της υπερδιέγερσης των ωοθηκών σε περίπου 5%. (Hugues, 1999). Επίσης η λαπαρασκοπική διαθερμία των ωοθηκών σε PCO ασθενείς ανθεκτικές στην κλομιφένη φαίνεται να προσφέρει ποσοστά κυήσεων >40% (Vegetti, 1998).
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Since the introduction of IVF, substantial improvement has been developed in ovulation induction, oocyte retrieval, fertilisation capability and embryonic development. However, the end point which is to improve implantation and pregnancy rates after transferring 3-4 embryos, remains below physiological expectations. It has been estimated that clinical implantation in the human is efficient in no more than 30% of cases (1) considering that only one embryo is present in natural cycles, which gives us a 30% implantation rate. 

A frequent pitfall found in the literature is the consideration that implantation is the result of good embryonic quality. Although this is completely true, it is not the only truth because maternal endometrium is at least of equal relevance. In IVF, the main problem is an altered endometrial factor, because of abnormally high ovarian steroid levels as a consequence of gonadotrophin treatment. In ovum donation, the endometrial factor could also be improved by individualizing the implantation window in each patient. In both techniques the embryonic factor could be clearly improved by transferring embryos at the blastocyst stage which have been co-cultured in conditions that improved their ability to implant. In this presentation we will analyze our experience with these strategies to optimize human implantation in patients undergoing assisted reproductive technologies focusing on improving endometrial receptivity in IVF and ovum donation patients 

In vitro Fertilization

Uterine receptivity is deteriorated during controlled ovarian hyperstimulation (COH) used for IVF. This is not surprising considering that the aim of ovulation induction drugs is to recruit more oocytes, and as a consequence supraphysiological levels of steroid hormones are produced. High estradiol (E2) levels, which are known to be interceptive (2), and altered E2/P  ratios, are also associated with the impairment of endometrial receptivity (3). These clinical observations are reinforced by the morphological changes detected in the secretory endometrium from COH patients by histology (4) and scanning electron microscopy (SEM) (5), and also by the biochemical patterns found in the endometrial fluid in COH patients compared to HRT patients (6).

Based on the above mentioned considerations we designed a series of studies aimed at developing clinical strategies to improve endometrial receptivity while using COH to produce multiple embryos in IVF. We chose as model high responder patients in whom ovarian response is abnormally high and, as a consequence, endometrial receptivity is even worse.

We have previously defined the concept of high response based on a regression analysis of the proportion of unfertilised oocytes and the number of oocytes retrieved per patient (7). According to our data, we considered high response as the retrieval of ≥15 follicles after ovarian stimulation (8). We have demonstrated that high serum E2 levels (>3,000 pg/ml) on the day of hCG administration in these patients, regardless of the number of oocytes retrieved and serum P levels, are detrimental to uterine receptivity without affecting embryo quality (9). In fact, pregnancy and implantation rates in recipients of embryos derived from high responders are similar to normal responders (9). Furthermore, we documented an increase in serum E2 and P levels during the preimplantation period in high responders compared to normal responder patients. E2 and P ratio was significantly different between normal and high responders during the pre-implantation period. Pregnancy and implantation rates decreased as serum E2 levels increased on days 4 to 6 after oocyte retrieval (preimplantation period), suggesting that this abnormal endocrine milieu could be responsible for an impaired implantation (10).

Based on all this evidence we proposed one possible strategy. The concept is to reduce the ovarian response in these patients (and therefore the E2 levels) by eliciting recruitment and maturation of a relatively small number of follicles, by mimicking the dynamics of the FSH in natural cycles (11). The step-down principle developed by Fauser et al (12) allows us to stimulate follicles to full maturation using a decremental dose regimen while reducing the number of functionally active mature follicles. Moreover, LH was not administered. The objective of this strategy was to produce a small “FSH window”. Initially, we have to reach the FSH threshold, then gonadotrophin doses should be reduced to obtain FSH levels that dip below the FSH threshold.

In patients having failed at least one IVF attempt with 3 to 4 good quality embryos transferred and E2  levels > 3000 pg/ml at the day of hCG, the comparison between the step-down regimen and standard protocol in the following cycle revealed that E2 levels at the day of hCG were significantly lower in the step-down regimen compared to the standard (1,919±477 versus 5,271±613 pg/ml; p=0.001), as well as throughout the preimplantation period. As expected, the number of oocytes collected was lower in the step-down regimen compared to the standard protocol (18.1±2.1 versus 23.1±1.6; p=0.001). Nevertheless, similar fertilisation rates were obtained (74.2% versus 76.1%) and the number of good quality embryos transferred was also similar (3.3 ± 0.2 versus 3.4± 0.2). However, implantation and pregnancy rates were significantly improved in patients undergoing the step-down regimen compared to those stimulated with the standard protocol (29.3% and 64.2% versus 8.5% and 24.2% respectively; p=0.02 and p=0.0002 respectively). These clinical results indicate again that in high responders to COH, endometrial receptivity can be improved by lowering abnormally high E2 levels mimicking physiological conditions (13). The major problem within the step-down protocol is to determine the individual FSH threshold in clinical practice. For this reason, five cycles (17.2%) were cancelled because the FSH threshold was not reached and follicle development was arrested, as demonstrated by an abrupt E2 drop.

The possible mechanism/s responsible for our clinical observation remains unknown. But the implication of an altered regulation of steroid receptors in human endometrium can be expected because in COH cycles a significant reduction in the nuclear receptors for P and E2 in both the glands and stroma has been demonstrated (14).

These clinical data confirm that high E2 levels are detrimental to embryonic implantation and indicate that in high responders to COH, endometrial receptivity can be improved by lowering abnormally high E2 levels (13).

Oocyte donation

Ovum donation is a program in which patients receive oocytes donated by young women. As a consequence ovum recipients are not stimulated with gonadotrophins, and the endometrial factor is better that in IVF patients. Nonetheless, implantation could be improved by optimizing the timing of embryo transfer taking into consideration the individualized period of pinopodes apparition, development and regression detected by scanning electronic microscopy (SEM). The objective is to achieve a better individual synchronization between embryo and endometrium at the moment of embryo transfer. To this end, we have designed a controlled and prospective study in order to evaluate the clinical value of this endometrial marker in patients of our oocyte donation program. Patients with ovarian function were desensitised with leuprolide acetate (LA,  0,2 ml/day) in the secretory phase of the previous cycle (2).  Hormonal replacement started on day 1 of the cycle with administration of E2- valerate (EV, Progynova, Schering Spain, Madrid) 2 mg/day on days 1 to 8; 4 mg/day from days 9 to 11; and 6 mg/day from days 12 onwards. Natural micronized progesterone 800 mg/day was administered vaginally from day 15 onwards  and LA was discontinued. During this mock cycle, two endometrial biopsies were taken on days P6 and P8, and analyzed by histology and SEM. The most receptive day of the cycle corresponds to the pinopodes completely developed. A transfer HRT cycle followed where synchronization with the donor was arranged so that the predicted most receptive day coincides with embryonic age day 6.

     A total of 19 cycles was studied, in six of which day-two embryos were transferred at the proposed day of embryo transfer according to SEM. Although preliminary due to the scarce number of patients studied, this approach may be useful to tune up endometrial receptivity in patients undergoing oocyte donation (15).

We are convinced that, at the endometrial site, the future will be to obtain a receptive endometrium similar to a natural cycle while performing COH to obtain oocytes. Currently, we are working on several research projects targeting the improvement of endometrial receptivity within gonadotrophin stimulation. First, to analyze the molecular mechanisms regulating phosphatase-enzyme/s involved in plasma membrane transformation, facilitating therefore their manipulation (activation or inhibition) in stimulated cycles. Second, to investigate the effect of a selective aromatase inhibitor administered after oocyte retrieval, the aim of which is to decrease E2 levels during the peri-implantation period.
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ANOΣOΛOΓIA THΣ YΠOΓONIMOTHTAΣ: NEEΣ AΠOΨEIΣ
Mιχάλης A. Δανιηλίδης

Aναπληρωτής Kαθηγητής Παθολογίας – Aνοσολογίας

Tομέας Παθολογίας, Iατρικού Tμήματος Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης
H θεμελίωση της Aνοσολογίας της Aναπαραγωγής θεωρείται ότι πραγματοποιήθηκε στις αρχές της δεκαετίας του ’70, με τις δημοσιεύσεις του βραβευμένου με Nobel Iατρικής, Kαθηγητή Aνοσολογίας Sir Peter Medawar, ο οποίος περιέγραψε το κύημα, στα θηλαστικά, ως «επιτυχή μεταμόσχευση» (happy homograft).
Oι εξαιρετικές  πρόοδοι οι οποίες σημειώθηκαν στο χώρο της Aνοσολογίας και ιδιαίτερα της Mοριακής Bιολογίας, της Aνοσογενετικής, της Aνοσοϊστοχημείας και της Γενετικής, κατά τις τελευταίες δύο δεκαετίες, έχουν επηρεάσει σημαντικά τις σύγχρονες απόψεις για την αιτιοπαθογένεια των αυτομάτων επαναλαμβανομένων εκτρώσεων, των μη βιωσίμων κυήσεων αλλά και ευρύτερα της υπογονιμότητας1,2,3. Oι νεότερες αυτές απόψεις, συνδέονται σε μεγάλο βαθμό με την απόκτηση καινούργιων γνώσεων σχετικά με την ανοσορύθμιση και την ανοσιακή απάντηση4, το δίκτυο των κυτταροκινών5,6 και τις λειτουργίες των μορίων του Mείζονος Συμπλέγματος Iστοσυμβατότητας του ανθρώπου (Human Leukocyte Antigens, HLA)7,8, ιδιαίτερα των τάξης II (DRB1*, DQA1*, DQB1*).

Στον τομέα της ανοσορύθμισης, η διάκριση των δύο λειτουργικών υποομάδων των T-βοηθητικών λεμφοκυττάρων (TH1 και TH2 ανοσοαπαντήσεις, σχήμα 1) και η παραγωγή, αντίστοιχα, συγκεκριμένης ομάδος τύπου I ή τύπου II κυτταροκινών, φαίνεται ότι διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην κατανόηση αλλά και στην αντιμετώπιση πολυάριθμων νοσημάτων και συνδρόμων, όχι μόνο στον ευρύτερο χώρο της Aνοσολογίας αλλά και σε άλλες ιατρικές ειδικότητες5,6. 

Mε βάση τις παραπάνω νεότερες γνώσεις, "στροφή" (switching) της ανοσιακής απάντησης προς παραγωγή μη φλεγμονωδών, TH2 τύπου κυτταροκινών και ιδιαίτερα IL–10 και IL–4, σχετίζεται με ενεργοποίηση των B-λεμφοκυττάρων, παραγωγή αντισωμάτων κυρίως IgG2 και IgE τάξης, σχετική μείωση της T–κυτταρικής ενεργοποίησης και ευνοϊκή εξέλιξη της φυσιολογικής κύησης και γενικότερα της αναπαραγωγικής διαδικασίας. Aντιθέτως, η TH1 τύπου ανοσοαπάντηση, κυρίως σε τοπικό επίπεδο και ιδιαίτερα στον πλακούντα, σχετίζεται με τη δημιουργία φλεγμονωδών απαντήσεων (παραγωγή IL–2 και IFN–γ) έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του κυτταρικού σκέλους της ανοσιακής απάντησης και σχετίζεται συχνά με αυτόματες εκτρώσεις, μη βιώσιμες κυήσεις, επαναλαμβανόμενες ανεπιτυχείς συνεδρίες εξωσωματικής γονιμοποίησης και γενικότερα, με αναπαραγωγική δυσχέρεια28. 
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Σχήμα 1. Σχηματική παράσταση των ανοσοαπαντήσεων των T-βοηθητικών λεμφοκυττάρων τύπου 1 (TH1) και τύπου 2 (TH2) και συσχετίσεις των με την αναπαραγωγή (APC=αντιγονοπαρουσιαστικό κύτταρο, NK-φυσικό κυτταροκτόνο, CD4+=T-βοηθητικό λεμφοκύτταρο).

Ένα σημαντικό τομέα μελέτης και εφαρμογών των παραπάνω ευρημάτων της σύγχρονης ανοσολογικής έρευνας αποτελεί και η κύηση, κατά την οποία το ανοσιακό σύστημα της γυναίκας καλείται να αναγνωρίσει και να "προστατέψει" για μεγάλο χρονικό διάστημα έναν άλλον οργανισμό με διαφορετική, –ή ενδεχομένως και προσόμοια– ιστική δομή και επομένως ποικίλουσα ανοσογονικότητα. Eίναι, κατά συνέπεια, ευνόητο ότι η κλινική ή ακόμη και υποκλινική αυτοανοσία αποτελεί εξ ορισμού σημαντικό εμπόδιο στην αναπαραγωγική διαδικασία. Πρέπει να υπογραμμισθεί ότι, με βάση τα ευρήματα προσφάτων μελετών, φαίνεται ότι σε ορισμένα αυτοάνοσα νοσήματα έχει καταγραφεί συνύπαρξη αμφοτέρων των ανοσοαπαντήσεων, με υπεροχή, κατά κανόνα, των κυτταροτοξικών απαντήσεων TH1-τύπου.

Tεκμηριωμένες αποδείξεις αυτοανοσίας στο χώρο της αναπαραγωγής, έχουν μέχρι σήμερα περιγραφεί μόνο για ένα μικρό αριθμό νοσημάτων. Σημαντική ένδειξη αποτελεί η διαπλακουντική -μέσω αντισωμάτων- μετάδοση νοσήματος από τη μητέρα στο παιδί, όπως έχει περιγραφεί για τη νόσο Graves, τη βαριά μυασθένεια (myasthenia gravis), και τον κοινό πέμφιγα10,11,12. 

Tα αντιγόνα του Mείζονος Συμπλέγματος Iστοσυμβατότητας του ανθρώπου (HLA), εκφράζονται στην επιφάνεια των κυττάρων ως γλυκοπρωτεϊνες και όπως είναι γνωστό διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στην ειδική ανοσιακή απάντηση του ανθρώπου1,4.

Mελέτες της τελευταίας εικοσαετίας έχουν δείξει ότι ένα από τα χαρακτηριστικά των αυτοανόσων νοσημάτων, είναι τόσο η συσχέτιση ειδικών HLA τάξης II γονιδίων με την προδιάθεση για τη νόσο, όσο και η αυξημένη ευπάθεια του γυναικείου φύλου. Kατά τη διάρκεια της κύησης και του τοκετού, η έκθεση της μητέρας στα εμβρυικά HLA είναι δεδομένη και κατά συνέπεια η συνύπαρξη κύησης, αυτοανοσίας και διαταραγμένης, ενδεχομένως, λειτουργίας των HLA μορίων, αποτελούν μια πολύ ενδιαφέρουσα "τριάδα", η οποία δεν έχει ακόμη μελετηθεί επαρκώς.
Eμφάνιση αυτοανοσίας κατά την κύηση: αντίδραση μοσχεύματος κατά ξενιστού;

H αναλογία προσβολής των γυναικών σε σχέση με τους άνδρες, ξεπερνάει το 13:1 για το σκληρόδερμα, το 9:1 για το Συστηματικό Eρυθηματώδη Λύκο, αλλά και τη θυρεοειδίτιδα  Hasimoto, το σύνδρομο Sjögren κ.λπ.13
Ένα από τα σημαντικότερα ερωτήματα είναι το κατά πόσο, και με ποιούς μηχανισμούς, η κύηση είναι δυνατό να αποτελέσει παράγοντα κινδύνου για την εκδήλωση –ή την επιδείνωση, εφόσον προϋπάρχει,– αυτοανόσου νοσήματος. Tο σκληρόδερμα, για παράδειγμα, παρουσιάζει εντυπωσιακή κλινική ομοιότητα με τη χρόνια αντίδραση μοσχεύματος κατά ξενιστή (Graft versus host disease, GVHD) η οποία  παρατηρείται σε ορισμένους ασθενείς ύστερα από μεταμόσχευση μυελού οστών14. Παράλληλα, ένα σχετικά απροσδόκητο εύρημα, η ανεύρεση προγονικών μορφών κυττάρων (CD3+ CD38+, λεμφοκύτταρα, κ.ά.) του εμβρύου στην κυκλοφορία της μητέρας, ακόμη και 27 χρόνια μετά την κύηση15,16 έδωσε αφορμή στη διατύπωση της άποψης ότι το σκληρόδερμα, τουλάχιστον σε ορισμένες μορφές, αποτελεί  μια μορφή GVHD.

Aνάλογη υπόθεση έχει διατυπωθεί με βάση τη διαπίστωση ότι και μητρικά κύτταρα είναι δυνατό να εισέλθουν στην κυκλοφορία του εμβρύου17. 

O χρόνος της κλινικής εμφάνισης του νοσήματος, ενδέχεται να καθυστερήσει για μεγάλο διάστημα ή ακόμα και να μη συμβεί καθόλου, ενώ θεωρείται βέβαιο ότι υπάρχουν πολυάριθμες επιδράσεις και άλλων παραγόντων.

Eάν, πράγματι, η  HLA συμβατότης μεταξύ μητέρας και εμβρύου αποτελεί παράγοντα κινδύνου για την επαγωγή σκληροδέρματος– ή άλλης μορφής αυτοανοσίας– τότε θα έπρεπε να υπάρχει αυξημένη συχνότητα της νόσου σε "κλειστές" κοινότητες και σε πληθυσμούς με μικρή HLA ποικιλομορφία, όπως είναι ορισμένες ομάδες εντοπίων πληθυσμών των HΠA. Mε βάση αυτή τη συλλογιστική, η διαπίστωση πολύ αυξημένης συχνότητας σκληροδέρματος σε εντόπιους Aμερικανούς (Choctaw Native Americans)18 έχει αποκτήσει μεγάλο ενδιαφέρον.

Eξαιρετικό μοντέλο μελέτης του ρόλου της αυτοανοσίας κατά την κύηση αποτέλεσε η ρευματοειδής αρθρίτις, η κλινική συμπτωματολογία της οποίας, όπως είναι γνωστό, σε ορισμένες περιπτώσεις βελτιώνεται ενώ σε άλλες επιδεινώνεται.

H πρώτη περιγραφή βελτίωσης των συμπτωμάτων της PA κατά την κύηση περιγράφηκε το 1938 από τον Dr. P.J. Hench ο οποίος ανέφερε σημαντική ανακούφιση των αρθρικών εκδηλώσεων στις περισσότερες γυναίκες. 

Σε νεότερη μελέτη 17 ασθενών με βελτίωση, από ομάδα 18 εγκύων,21 όπου χρησιμοποιήθηκε ειδικό ερωτηματολόγιο και η παρακολούθηση περιλάμβανε και το εξάμηνο προ της σύλληψης, καθώς και το τρίμηνο μετά τον τοκετό, αναφέρεται ότι ο χρόνος ύφεσης για τις 17 γυναίκες αφορούσε στο τέλος του 1ου τριμήνου (76%).

Eμβρυομητρική ασυμβατότης: Ύφεση της αυτοανοσίας;

Στα μέσα της δεκαετίας του ’90, οι Nelson και συνεργάτες διατύπωσαν την υπόθεση ότι η εμβρυομητρική ασυμβατότης ως προς τα HLA τάξης II συνδέεται ενδεχομένως με την κύηση και με την εμφανιζόμενη κατά την κύηση ύφεση της PA21,22.

H μελέτη περιελάμβανε 41 ασθενείς, οι οποίες πληρούσαν τα κριτήρια για την PA36 και με 57 εγκυμοσύνες. Tα HLA– DRB1, DQA1 και DQB1 στις ασθενείς και τους συζύγους προσδιορίσθηκαν με μοριακές τεχνικές, ενώ στα νεογέννητα από αίμα του ομφάλιου λώρου, το οποίο ελήφθη κατά τον τοκετό.

Oι 34 κυήσεις με ύφεση ή βελτίωση συγκρίθηκαν με τις 12 κατά τις οποίες η ασθένεια ήταν ενεργός (46 εγκυμοσύνες από 41 γυναίκες). 

H ασυμβατότητα για τα HLA τάξης I (A, B, & C) δεν ήταν σημαντική σε ασθενείς με ύφεση της PA κατά την κύηση, ενώ αντίθετα, εμβρυομητρική ασυμβατότης ως προς τα HLA–DR και DQ βρέθηκε σημαντικά συχνότερη σε κυήσεις με ύφεση της νόσου (76%) συγκριτικά με τις κυήσεις με ενεργό PA (25%) (p:0.003, Πίνακας 1). Tα αποτελέσματα αναδρομικής μελέτης, με τυποποίηση οικογενειών, επιβεβαίωσαν τα παραπάνω, αυξάνοντας τα στατιστικά μεγέθη.

Πίνακας 1

Aσυμβατότης HLA Iης και IIης τάξης μεταξύ μητέρας και εμβρύου σε σχέση 

με την πορεία της ρευματοειδούς αρθρίτιδος (ύφεση/βελτίωση ή ενεργότης)
	Tάξη HLA και τεχνικές
	Ύφεση

ή βελτίωση

(ν=34)
	Eπιδείνωση

(ν=12)
	Στατιστικά μεγέθη

	(Tυποποίηση DNA)
	
	
	

	HLA–DRB1* ασυμβατότης
	31/34 (94%)
	8/12 (67%)
	p: 0,28

	HLA–DQA1* ασυμβατότης
	27/34 (75%)
	3/12 (25%)
	p: 0,002

	HLA–DQB1* ασυμβατότης
	28/34 (82%)
	6/12 (50%)
	p: 0,05


(Από Βιβλιογραφία Nο 22)
Aπό την αξιολόγηση της συμβατότητας στα HLA τάξης II στις παραπάνω μελέτες φαίνεται ότι: (1) σημαντικότερη ύφεση ή βελτίωση της PA κατά την κύηση σχετίζεται με την εμβρυομητρική ασυμβατότητα ως προς το DQA1 και (2) ότι μόνο η DRB1 ασυμβατότητα δεν είναι αρκετή για να προκαλέσει  βελτίωση. Στις περισσότερες κυήσεις με βελτίωση της PA, παρατηρήθηκε ετεροζυγωτία του εμβρύου ως προς το DRB1, DQA1, DQB1.

Aντισώματα στα HLA τάξης II έχει δειχθεί από παλαιότερα ότι βελτιώνουν αυτοάνοσα νοσήματα σε πειραματικά μοντέλα μυασθένειας gravis, σκλήρυνση κατά πλάκας, κ.λπ.23,24. Σε ανθρώπους, η χορήγηση γ–σφαιρίνης (IgG) από ανθρώπινους πλακούντες έχει προκαλέσει βελτίωση της PA25. 

Πολύ ενδιαφέρουσα φαίνεται η άποψη ότι η φυσιολογική εγκυμοσύνη στον άνθρωπο χαρακτηρίζεται από αύξηση των TH2 κυτταροκινών οι οποίες, ενδεχομένως, είναι ευεργετικές σε ασθενείς με PA26. Πρέπει να υπογραμμιστεί ότι μελέτες σε γυναίκες με αυτόματες επαναλαμβανόμενες εκτρώσεις, έχουν καταδείξει σημαντική απουσία -ζώντων- τέκνων με HLA-DQA συμβατότητα με τη μητέρα28. Έτσι διατυπώθηκε πρόσφατα η άποψη ότι η βελτίωση της αυτοανοσίας κατά την κύηση συμβαίνει στα πλαίσια μιας γενικότερης ανοσοτροποποίησης, η οποία συμβαίνει με σκοπό τη δημιουργία ανοχής έναντι του εμβρύου.

Συμπερασματικά, φαίνεται ότι η συμβατότης μητέρας–εμβρύου ως προς ορισμένα αντιγόνα του Mείζονος Συμπλέγματος Iστοσυμβατότητος, είναι δυνατόν να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο όχι μόνο για την αναπαραγωγική διαδικασία και τη γονιμότητα αλλά και για την κλινική επιδείνωση ή βελτίωση ήδη υπάρχοντος αυτοανόσου νοσήματος.

Kατά συνέπεια, η ανάγκη για συντονισμένη πολυκεντρική μελέτη είναι μεγαλύτερη από ποτέ.
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Γυναίκες  με μια ωοθήκη: έχουν μειωμένες πιθανότητες σε πρόγραμμα εξωσωματικής γονιμοποίησης;

Βύρων Ασημακόπουλος

Εργ. Φυσιολογίας, Ιατρική Σχολή Δ.Π.Θ., Αλεξανδρούπολη

Μια σειρά από αιτίες, όπως πυελική φλεγμονή, σοβαρή ενδομητρίωση, έκτοπη εγκυμοσύνη μπορούν να οδηγήσουν σε αφαίρεση της μιας ωοθήκης. 

Οι γυναίκες με μια ωοθήκη αποτελούν μια ομάδα που παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον στην εξωσωματική γονιμοποίηση. Αρκετοί ερευνητές προσπάθησαν να απαντήσουν εάν και κατά πόσον αυτές οι γυναίκες έχουν μειωμένες πιθανότητες εγκυμοσύνης μετά από εξωσωματική γονιμοποίηση, σε σύγκριση με τις γυναίκες που έχουν αμφότερες τις ωοθήκες. Οι περισσότερες από αυτές τις μελέτες αφορούν σε κύκλους κλασσικής εξωσωματικής γονιμοποίησης, ενώ ορισμένες αφορούν σε κύκλους μικρογονιμοποίησης. Τα αποτελέσματα αυτών των μελετών είναι συχνά αντικρουόμενα.

Η παρούσα ανασκόπηση ασχολείται με τα κάτωθι επιμέρους θέματα:

1. Την απόκριση των γυναικών με μια ωοθήκη στην ωοθυλακική διέγερση.

2. Τις πιθανότητες εμφύτευσης και εγκυμοσύνης.

3. Την έκβαση των κύκλων εξωσωματικής γονιμοποίησης σε γυναίκες με μια ωοθήκη, σε συνάρτηση με τη θέση της ωοθήκης.

4. Την έκβαση των κύκλων εξωσωματικής σε γυναίκες με μια ωοθήκη σε σχέση με το είδος του πρωτοκόλλου διέγερσης.

Women with one ovary: do they have a lower reproductive potency in IVF?

Byron Asimakopoulos

Lab. of Physiology, Faculty of Medicine, Democritus University of Thrace, Alexandroupolis

Pelvic inflammatory disease, endometriosis and ectopic pregnancy are some of the causes that may lead to a unilateral oophorectomy. 

Women with one ovary compose a group of special interest in IVF. Several researchers have tried to answer whether these women have lower pregnancy rates in IVF compared to women with both ovaries. Most of the available studies include single ovary women following conventional in vitro fertilisation programs, with various stimulation protocols. Only a few studies include single ovary women following ICSI/ET programs. The reported results are usually conflicting.

The present review deals with the following aspects of this subject:

1. The response of single ovary women to external stimulation.

2. The implantation and pregnancy rates of single ovary women.

3. The correlation of the IVF outcome of single ovary women with the location of the ovary.
4. The IVF outcome in relation with the type of the stimulation protocol.
PREIMPLANTATION ANEUPLOIDY SCREENING IN ADVANCED MATERNAL AGE
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Introduction

The proportion of patients that can be considered as old, as far as reproductive age is concerned, and who seek help from assisted reproductive technologies (ART) is steadily increasing.

The results in this category are unfortunately known to be very poor. Pregnancy rates above 40 are expected to be in the order of 10% per attempt, with a 50% risk of miscarriage. One can consider that virtually no ongoing pregnancies are observed above the age of 43.

Preimplantation genetic screening could potentially be of help in these patients by eliminating the chromosomally impaired embryos and replacing the expected normal ones. As a consequence, implantation rates might be improved and incidence of miscarriages could be lowered.

Preimplantation genetic diagnosis (PGD) was first introduced for the treatment of couples with high genetic risk, as an alternative to prenatal diagnosis. The first birth after PGD was reported in 1990 (Handyside et al., 1990) and since then more PGD treatment cycles have led to the birth of healthy children, showing that embryos keep their viability after biopsy.

With improvements in culture media, especially with the introduction of sequential media, it has become possible to obtain viable human blastocysts in-vitro and postpone the transfer to day 4 or 5 after oocyte retrieval. Another advantage of prolonged in-vitro culture up to the blastocyst stage is the possible selection of embryos with a higher implantation potential on the basis that some embryos with chromosomal or genetic abnormalities may cleave but will fail to reach the blastocyst stage (Ménézo et al., 1997, 2001). The presence of aneuploid blastocysts (Clouston et al., 1997; Evsikov and Verlinsky, 1998; Sandalinas et al., 2001; personal observation) indicates that in some cases, even the major abnormalities in embryo genome do not necessarily affect preimplantation development until the blastocyst stage.
Single-cell multicolour fluorescence in-situ hybridisation (FISH) has been developed, allowing interphase chromosomes to be analysed rapidly.  The possibility of detecting various chromosomes simultaneously in a single cell resulted in the development of preimplantation genetic diagnosis for aneuploidy screening (PGD-AS), by which it has become possible to analyse the ploidy status of several chromosomes from generated embryos in-vitro in this time-frame before transfer.
Besides the morphological quality and the dynamics of the cleavage pattern up to the blastocyst stage of the cultured human embryo in-vitro, PGD-AS has been introduced as an additional parameter by which to define the right embryo for transfer. The hypothesis is that exclusion of aneuploid embryos before transfer might improve implantation and reduce abortion rates after ART.

Which chromosomes should be tested?

Metaphase chromosome preparations or comparative genomic hybridisation (CGH) (Wells et al., 1999; Wilton et al., 2001) allowing information on all chromosomes to be gathered in the time-frame allowed for diagnosis would be the ideal situation. However, this is impractical at present. Consequently, PGD-AS relies on FISH analysis for a limited number of chromosomes of interphase blastomere nuclei. Clinical applications of PGD-AS at cleavage stages have been developed mainly by Munné and colleagues (1998), who recently reported the enumeration of nine different chromosomes, using 2 rounds of multicolour FISH, within 6h.

Which chromosomes should be chosen for testing is still a matter of discussion. Munné et al. (1998) looked for trisomies with the potential to arrive at term (X, Y, 13, 18 and 21) and for trisomies commonly found in abortions (14, 15, 16 and 22). The combination of chromosomes X, Y, 13, 16, 18, 21 and 22 might detect up to 65% of the embryos going to abort (Sasabe et al., 1999). On the other hand, the chromosomes most involved in spontaneous abortions are not necessarily the ones that impair implantation in older patients. Bahçe et al. (1999) demonstrated that the most involved chromosomes in aneuploidies in older patients were 1, 15, 17 and 22.

About the technique

The central idea of PGD-AS is that the biopsied cell is representative of the whole embryo. Levels of chromosomal mosaicism in all IVF generated embryos are known to be high (Munné et al., 1994; Harper et al., 1995; Laverge et al., 1997; Staessen et al., 1999) and a misdiagnosis of trisomy 21 has already been reported (Munné et al., 1998) which may have been due to overlapping signals, disomy/trisomy mosaicism, loss of nuclear material during fixation or failure of hybridisation. Errors may be reduced if a diagnosis is always made on the basis of two cells (Delhanty and Handyside, 1995).

Incidence of aneuploid embryos in couples at risk
After experience in IVF programs, it became clear that (1) couples with maternal age > 35 years, (2) couples with repeated implantation failures after transfer of morphologically normal embryos, (3) couples with unexplained recurrent miscarriages or (4) couples with severe male infertility all had a poor prognosis with regard to pregnancy. A first question is whether among such patients with poor prognosis there is also an increased incidence of aneuploid embryos.

In couples with advanced maternal age, increased aneuploidy rates correlating with reduced implantation and higher abortion rates are a well known phenomenon. Increased aneuploidy in oocytes and embryos from older patients has been demonstrated (Dailey et al., 1996; Munné et al., 1995). The clinical application of aneuploidy testing on polar bodies of oocytes was reported by Verlinsky et al. (1998, 1999). They tested the oocytes of 425 patients > 35 years of age for the chromosomes 13, 18 and 21 in 659 IVF cycles. FISH results were obtained for 3217 (81.6%) of 3943 biopsied oocytes. Aneuploidy was present in 1388 (43.1%) of the oocytes.
In different studies, the incidence of chromosome abnormalities in embryos from patients with increased maternal age is found to vary between 40.4% to 64.0% depending on the number of chromosomes investigated (Pellicer et al., 1999; Kahraman et al., 2000; Munné et al., 1998; Gianaroli et al., 1999). Since rates of aneuploidy are higher in preimplantation embryos than in spontaneous abortions (Munné et al., 1995), it is assumed that at least a proportion of chromosomally abnormal embryos will be lost before implantation.

For patients with unexplained recurrent miscarriages, it was hypothesized that de novo abnormalities arising from random errors produced during gametogenesis and embryonic development may be an important etiological factor (Pellicer et al., 1999; Vidal et al., 2000). Pellicer et al. (1999) analysed a total of 66 embryos from patients younger than 37 years with recurrent miscarriages and 62 embryos from young patients without history of recurrent miscarriages for the chromosomes XY, 13, 16, 18, 21, 22. They found a significant increase (P=0.001) in the rate of abnormal embryos in the patients with recurrent miscarriages (53.0 %) as compared to the control group (19.3 %).

Some reports provided data suggesting that patients with unexplained multiple IVF failures generate a high percentage of chromosomally abnormal embryos, varying between 43.5 % (Kahraman et al., 2000) and 54.0 % (Gianaroli et al., 1999), which may reflect the cause of failed implantation. 
Moreover, males with a severe fertility problem are found to have an increased proportion of genetically imbalanced sperm cells (Bernardini et al., 1998) and have an increased incidence of chromosomal abnormalities in their children. Here too, Gianaroli et al. (2000)  were the pioneers in clinical experience with PGD-AS in this category of patients. They conducted a study with the aim of evaluating whether sperm indices have an effect on the chromosomal constitution of preimplantation embryos. A total of 136 cycles with PGD-AS for the chromosomes XY, 13, 14, 15, 16, 18, 21, and 22 were performed. From the 721 embryos with diagnosis, 63 % were found to be abnormal. 

Without preimplantation genetic diagnosis, the chance of selecting and transferring abnormal embryos is high because even embryos with normal morphology have a distinct percentage of abnormalities (Harper et al., 1995; Munné et al., 1995). The identification of abnormalities in a cohort of morphologically good-quality embryos prevents the transfer of those embryos that are destined either not to implant or to abort spontaneously. The patients' chances may be reduced in this way. Moreover, since by transferring genetically abnormal embryos, genetically normal ones will be frozen and since only some 50% survive thawing, the patients' chances are reduced yet again.
The impact of PGD-AS on the outcome of treatment cycle

The effect of PGD-AS on pregnancy rates and implantation rates has been tested in several comparative studies. The following classes of couples were the subjects of these studies: advanced maternal age, couples with repeated implantation failure, couples with recurrent abortion and couples with severe male infertility.

In 2 published studies, a significant improvement in implantation was observed in selected patients. Gianaroli et al. reported the effect of PGD-AS on implantation in patients > 38 years of age and/or in patients with > 3 previous IVF failures in 1997. Probe mixtures of chromosomes X, Y, 13, 18 and 21 were used. Eleven patients underwent PGD-AS, while 17 controls had assisted zona hatching. Of a total of 61 embryos analysed, 55% were chromosomally abnormal. In 10 cycles at least 1 normal embryo was transferred. Four clinical pregnancies ensued, i.e. an implantation rate of 28.0%. In the control group, 4 clinical pregnancies also ensued, while an implantation rate of 11.9% was observed. In a report on a larger number of cases from the same group (Gianaroli et al., 1999), a comparison was made between the aneuploidy screening in 157 patients > 36 years of age, 54 patients with > 3 unsuccessful previous cycles and 51 patients with an altered karyotype, together with 135 controls who underwent assisted zona hatching. Sixty percent of the embryos in the study group were chromosomally abnormal. The implantation rates were 22.5% in the tested group and 10.2% in the control group (p<0.05).

Moreover, Munné et al. (1999) described the value of aneuploidy testing in patients aged > 35 years undergoing IVF in a multi-centre comparative study. In 36 cycles, embryos were tested for chromosomes 13, 18, 21 X and Y. Chromosome 16 was included in another 50 cycles, while in 31 cycles chromosomes 13, 14, 15, 16, 18, 21, 22, X and Y were analysed in 2 rounds. No significant difference was observed in implantation rates (17.6% in test group vs. 13.7% in control group). On the other hand, the abortion rate decreased significantly after PGD-AS (15.0% vs. 33.8%; p<0.05), resulting in a significantly greater ongoing pregnancy rate (15.9% vs. 10.6%; p<0.05).

The issue of PGD-AS and recurrent miscarriage was addressed by Pellicer et al. (1999). PGD-AS was used in 9 couples with recurrent miscarriages, in 10 control couples with maternal age younger than 36 years and in 6 couples with maternal age above 36 years. In the group with recurrent miscarriage as well as in the younger control group, 2 clinical pregnancies ensued. In both groups, one of the pregnancies resulted in a miscarriage. No pregnancies were achieved in the older group. 

Results from our Centre in advanced maternal age 

Several ART centres have already introduced PGD-AS with the aim of increasing success rates, although no controlled randomized prospective studies have been reported. In couples with advanced maternal age, increased aneuploidy rates correlating with reduced implantation and higher abortion rates is a well known phenomenon and such couples are therefore a good target group by which to evaluate the benefit of PGD-AS.

 In March 2000, a randomized controlled trial (RCT) was initiated in couples with advanced maternal age. This RCT was set up to compare the outcome in couples with maternal age (( 37 years) after blastocyst transfer including PGD-AS using FISH for the chromosomes XY, 13, 16, 18, 21, 22 with a control group with blastocyst transfer without PGD-AS. In order to have a statistically powerful study, a total of  200 couples in each group should be included. So far, 216 couples have been recruited (107 for PGD-AS and 109 controls). In 139 couples (71 for PGD-AS and 68 controls) the cycle of treatment has already been performed. The mean age in the PGD-AS group to date is 39.9 ± 2.3 years and for the control group 40.2 ± 2.7. The transfer was cancelled in 29 cycles of the PGD-AS group: in 4 (5.6%) cycles no fertilization ensued, in 4 (5.6%) cycles no embryos suitable for biopsy were obtained, in 15 (21.1%) cycles no normal embryos were available after FISH diagnosis and in 6 (8.4%) cycles the genetically normal embryos did not reach the blastocyst stage. The transfer was cancelled in 11 cycles of the control group: 1 (1.5%) cycle was without fertilization and 10 (16.4%) cycles were without blastocyst formation. Of the total of  330 embryos tested, 59.7% were abnormal. Similar clinical pregnancy rates per transfer and per cycle are being found (% clinical pregnancies/per ET (per cycle): PGD-AS: 23.8% (14.1%); controls: 24.6% (20.6%); NS) despite the fact that a significantly lower number of embryos have been transferred in the PGD-AS group (2.1 ± 1.0 versus 3.1 ± 1.2; P< 0.01). In the control group, the high pregnancy rate is probably due to effective selection by culturing embryos to the blastocyst stage. These preliminary results seem to indicate that selecting embryos with a normal chromosome complement has an additional positive impact on the implantation rate (15.6% PGD-AS, 8.5% control; NS), although this does not reach the significance difference.
Since the study is still ongoing, more data will be provided at the time of the presentation, including the follow-up of the pregnancies. 

Conclusion

Screening of embryos in patients with poor prognosis for pregnancy after IVF detected a high proportion of aneuploid embryos which developed normally to the day of transfer and were otherwise indistinguishable by morphological criteria. One strategy to increase live birth rates would simply be to transfer larger numbers of embryos in these patients with poor prognosis. However, the risks involved in  multiple pregnancies are high, and for this reason there are restrictions on the number of embryos that can be transferred. Incorporating aneuploidy screening into clinical practice might therefore be considered as a way to transfer only a low number of embryos in patients with poor prognosis.

In some patients, all embryos were found to be abnormal and if this is repeated, it might explain the implantation failure and patients can be informed that further treatment with their own material has no point, thereby saving them the trouble of repeating the whole ART procedure.

For definitive conclusions about the possible advantages of PGD-AS on the clinical implementation, clinical randomized studies in different centres are required.
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An early assessment of embryo quality: pronuclear morphology

L. C. Demirel

Assoc. Prof.  Obstet. – Gynecology, Ankara Universites, Turkey

In recent years, there has been growing interest in the assessment of pronuclear morphology to select the most viable and competent embryos. It has been shown that pronuclear morphology assessment correlates well with implantation and pregnancy rates 

In this regard, IVF-generated human pronucleate zygotes were scored on the basis of pronuclear alignment, polarity of nucleoli, cytoplasmic heterogeneity, and cortical and peri-pronuclear halos, along with the presence of early first cleavage (Scott and Smith, 1998). This scoring system correlated positively with the implantation and delivery rates in pronuclear stage transfers. Similarly, the correlation between the morphological transformations of zygotes at pronuclear stage and their implantation potential after ICSI was well documented (Tesarik and Greco, 1999). 
Favourable pronuclear morphological features for implantation, at 16–18 h post-insemination are closely apposed pronuclei, nucleoli aligned at the pronuclear interface and the perinuclear condensation of the cytoplasm.  Therefore it seems likely that the selection of competent and viable embryos at a stage as early as pronuclear development, when paternal and maternal genomes are still physically separated, is possible. This raises the question of whether blastocyst culture and pronucleate zygote scoring are equally effective in selecting the most viable embryos. If so, this would obviate the need for extended culturing periods as in blastocyst stage transfers. 

Conventional IVF-generated embryos that display poor pronuclear morphology do not cleave as fast as those having the favourable characteristics described above. This is particularly important because embryos that cleave rapidly after ICSI have a higher developmental potential (Sakkas et al., 1998) and those with nuclear membrane breakdown and cleavage by 24–26 h have higher pregnancy rates (Shoukir et al., 1997). It was previously reported that the delayed or failed alignment of pronuclei and nucleoli was associated with delayed or failed pronuclear membrane breakdown and first cleavage (Van Blerkom, 1990)

It has been shown that a single, time-independent examination of the number and distribution of nucleoli in each pronucleus proves to be a good indicator of further developmental progression (Tesarik and Greco, 1999). By a single static observation 12–20 h after IVF or ICSI, it was possible to define a group of zygotes that have a high implantation potential. These were the zygotes with more or less the same number of nucleoli within each pronucleus, with polarization of nucleoli when their numbers are <7 or non-polarization when >7 and with nucleoli that were either polarized or non-polarized in both pronuclei. In this study, zygotes having pronuclei with prominent size discrepancy or separation either did not cleave or developed into embryos that were later consistently cleavage-arrested. It has been also shown that the pronuclear morphology assessment could be valid regardless of the type of spermatoza used for ICSI (Demirel et al.,2001).

In conclusion, tools being developed for an optimal early assessment of embryo quality at pronuclear stage may aid us to improve the rates of embryo implantation regardless of the day of transfer or may even modify our embryo cryopreservation schemes with a switch to freezing at pronuclear stage.  

Preimplantation Genetic Diagnosis of chromosome abnormalities: developments and limitations over a five-year period.

M. Simopoulou

In the last decade PGD has become an important alternative to prenatal diagnosis (PND). Couples at high risk of having a child affected by a genetic disease have an opportunity to have their embryo tested before implantation, thereby avoiding the burden of an abortion. Other options for these couples involve gamete donation, adoption, or PND following a natural conception in the case of both partners being fertile. The group of patients requesting PGD involves infertile couples, people with moral, psychological or religious objections concerning pregnancy termination, and couples that have suffered repeated terminations or repeated miscarriages due to a chromosome abnormality. For patients with a severe reproductive history the use of PGD to achieve an ongoing pregnancy or to prevent the incidence of recurrent abortions might be a preferable way instead of natural conception (Coonen et al., 2000)

PGD requires hormonal stimulation of the woman in order to obtain a cohort of synchronised mature oocytes, micromanipulation techniques such as intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and biopsy, and finally genetic analysis at the single cell level. It is important that all patients undergo genetic counselling prior presenting to the PGD centre. IVF/PGD consultations should be conducted and all stages and limitations of PGD should be clearly outlined.

PGD requires the removal of 1-2 cells from each embryo. Embryo biopsy is a two-step process and three stages have been suggested: polar body, cleavage stage, and blastocyst biopsy. Polar body biopsy (preconception diagnosis) has only been applied by two groups in the USA (Munne et al., 1995; Verlinsky et al., 1996) and blastocyst biopsy has not yet been reported to be clinically applied to PGD. Considering technical, diagnostic and strategic aspects the majority of centres use cleavage stage biopsy 

FISH technology was initially developed for the detection of X and Y chromosomes in the interphase nucleus of blastomeres from cleavage stage embryos in order to sex the embryos in families at risk of X-linked disease (Griffin et al., 1994; Coonen et al., 1996a, b; Harper 1996; Staessen et al., 1996; Delhanty 1997). FISH is now offered for the detection of unbalanced segregation as a result of parental chromosomal rearrangements (Conn et al., 1998; Scriven et al., 1998; Munne et al., 1998a, b; Pierce et al., 1998; Van Assche et al., 1999). Furthermore, FISH is employed for the detection of age-related aneuploidy (Gianaroli et al., 1999; Munne et al., 1999), as well as preconception aneuploidy screening (Verlinsky et al., 1996). PGD and PGD-AS have been hampered by the reports of several misdiagnosis (Reviewed in Harper and Delhanty, 2000). Phenomena such as mosaicism and contamination by cumulus cells are the possible causes of misdiagnosis in PGD using FISH

A balanced chromosomal translocation, predisposing to the production of chromosomally abnormal gametes, can lead to repeated spontaneous, or induced abortions. The use of PGD allows the selected transfer of chromosomally balanced embryos. In this study, we report the outcome of 85 referrals. Specific FISH-based PGD strategies were developed involving the use of laboratory-prepared and commercial probes to ensure that single cell interphase analysis provides an accurate diagnosis.

Fifty-six out of the 85 patients had a reciprocal translocation, 19 had a Robertsonian translocation, 5 were gonadal mosaic for a trisomic line, and 5 had other structural rearrangements. Seventy per cent of the previously clinically recognised pregnancies in the patient referral group did not continue to term, presumably due to a chromosome imbalance, while terminations for chromosomal abnormalities, and chromosomally abnormal live-births, were also part of the referral group’s poor reproductive history.

A total of 11 PGD cycles were performed, resulting in a normal livebirth, 2 ongoing pregnancies and one biochemical. Out of the 127 embryos, 105 were biopsied, and 32 were found to be normal for the chromosomes examined, while a total of 76 (70%) embryos were classified as chromosomally abnormal. Post zygotic mosaicism and abnormal meiotic segregation lead to high levels of chromosomal abnormalities, reflected in the high percentage of chromosomally abnormal embryos of this patient referral group. 

Two different approaches have been applied for the analysis of blastomeres, where two probe combinations have been employed that either flank or span the breakpoints of a translocation (Conn et al., 1998; Munne et al., 1998). In both cases each of the four chromosomes involved in the translocation (two normal two derivatives) shows a distinct combination of signals in interphase nuclei. Although both methods are able to detect chromosome imbalance from segregation of translocation chromosomes, there are advantages and disadvantages accordingly. The spanning probe method enables the differentiation between balanced and normal embryos as the signals split in the presence of a derivative chromosome (Munne et al., 1998). However, it is an expensive and labour intensive approach as the probes are entirely patient-specific. The flanking probe method considered to be a more general approach (Handyside et al., 1998; Scriven et al., 1998) became possible with the availability of subtelomeric probes specific for each chromosome, and has led to successful pregnancies for reciprocal translocation carriers (Van Assche et al., 1999; Munne et al., 2000; Scriven et al., 2000). 

FISH has been described as a quick and robust procedure however, the possibility of failure of hybridisation, and overlapping signals in combination with mosaicism that has been widely reported, present us with the major limitations of the technique. The technical difficulties encountered involved developing the appropriate probe combination for each case, and optimising the protocol for single cell analysis. However, as PGD is becoming more established and with the availability of more commercial probes, the development of PGD protocols has been eased especially for complex structural chromosomal rearrangements.

The ideal way to examine chromosomes is to arrest them in metaphase and examine the individually. It has been possible to induce metaphase nuclei in sperm by injecting sperm directly into hamster oocytes or zygotes to induce metaphase formation (Evsikov & Verlinsky, 1999; Willasden et al., 1999). This technique has been termed nuclear conversion. In one method human oocytes or abnormally fertilised zygotes were enucleated and the blastomere was injected into the perivitelline space. The oocyte/zygote was given an electric pulse, which causes fusion of the cells. Factors in the cytoplasm then induce the injected blastomere to enter metaphase. Okadaic acid treatment is employed to ensure premature chromosome condensation (Evsikov & Verlinsky, 199). An alternative protocol uses fusion with bovine oocytes to induce metaphase and colcemid to arrest the cell cycle at this stage (Willasden et al., 1999). The chromosomes obtained can be subjected to spectral karyotyping or M-FISH (multi-fluorochrome karyotyping). Both techniques use 24 chromosomes-specific probe paints labelled with different combinations of fluorochromes so all of the chromosomes can be analysed at one time. SKY-FISH has already been used to examine chromosomes from oocytes and polar bodies (Marquez et al., 1998). 

Comparative Genomic Hybridisation (CGH) is a combination of cytogenetic and molecular based techniques, which in a single hybridisation allows the copy number of all 23 pairs of chromosomes to be assessed in situations that do not allow standard methods of chromosomal analysis to be used. CGH involves DNA extraction from both normal male and test samples, differential labelling of the samples with fluorescent stains, and subsequent competitive hybridisation onto prepared slides of normal metaphase chromosomes. Excess chromosomal DNA is detected as an intensification of the colour of test DNA, whereas deletion appears as an intensification of the colour of the normal DNA. The technique has been widely applied for the detection of chromosome copy number changes in tumours and has successfully identified a range of unbalanced chromosomal complements in prenatal samples. Moreover, it is extremely useful for gauging levels of aneuploidy and mosaicism in preimplantation embryos (Wells and Delhanty, 2000). Finally, CGH has been successfully applied clinically to improve implantation rates for a special group of patients and has lead to the birth of a healthy baby (Wilton et al., 2001)

A rapidly evolving form of molecular analysis is the DNA microarray (or “chip”). Chips provide the potential to simultaneously detect thousands of possible sequence variants in previously defined genes. Short oligonucleotide probes complementary to known mutations may be spotted on the chip and hybridised with labelled test DNA in a method analogous to conventional dot blot analysis. A gain of hybridisation signal indicates that hybridisation has occurred and therefore a mutation is present. After a lengthy development phase DNA chips are finally becoming a realistic alternative for studies in expression, genotyping and assessment of gene copy number. It is likely that in the future the versatility of microarrays will make them an attractive option for PGD. 

In 1997 the European Society of Human reproduction (ESHRE) PGD Consortium decided to conduct a survey on the subject to determine the current status and future direction of governmental regulation of PGD. The ESHRE PGD Consortium Steering Committee studies the efficacy and clinical application of PGD. It as been established that PGD presents complex ethical challenges that will make developing a consensus and uniform regulations difficult even among European Nations. Concerns about the eugenic potential of PGD represent the major argument against its development. Other concerns include diagnostic accuracy, IVF pregnancy rates, the possibility of genetic engineering of the embryos, the use of IVF in the case of couples that are fertile, the safety of embryonic biopsy and the high costs associated with PGD and IVF. It is of great importance to address all ethical considerations involved and to ensure the best practise of PGD worldwide.

GnRH – antagonists: clinical issues
K. Diedrich

Department of obstetrics and gynecology

Medical University of Lübeck

Modern GnRH antagonists such as Cetrorelix and Ganirelix have been proven to prevent premature LH surges reliably in controlled ovarian hyperstimulation for assisted reproductive technologies. Cetrorelix and Ganirelix are safe and effective compounds. Owing to their distinct pharmacological mode of action it was possible to achieve a significant reduction of treatment time. The fertilization rates and pregnancy rates are comparable to those obtained in agonistic protocols for ovarian stimulation. No allergic or hyperergic reactions occurred. Patients compliance is excellent. The fact that GnRH antagonists allow an immediate suppression of gonadotrophins while preserving the pituitary responsiveness to endogeneous GnRH means an enormeous flexibility within therapeutic attitudes. The GnRH antagonists have helped to overcome some of the maior disadvantages of GnRH agonists and especially the long protocol, which is the standard protocol for ovarian stimulation so far. The administration during early pregnancy is not possible, since antagonists – independently from the protocol used – are only administered during ovarian stimulation in a spontaneous menstrual cycle. Pregnancy can easily be ruled out by hCG testing before start of gonadotrophin stimulation on the second or third day of the cycle. Since no flare up effect is present, there is no risk of cyst formation. Hormonal withdrawal symptoms are not possible, since no period of pituitary suppression occurs, during which no exogenous gonadotrophins are administered. 

Overall the period of the stimulation cycle is as short as a normal menstrual cycle, no previous waiting period is necessary. The stimulation can easily be integrated in a spontaneous menstrual cycle, which makes the procedure more physiological and easier to accept for the patients. 

The procedure is safer as compared to the long protocol, since the most severe complication, the occurence of severe cases of OHSS, is significantly reduced. It is also safe with respect to the course of pregnancies and the health of children born. 

Both protocols, the single dose and multiple dose antagonist protocol, are comparable, when data from the large prospective phase IIIb studies were taken into account.

The ongoing debate, whether there might be a slight reduction of pregnancy rates – of about 3-4% – has to be awaitened. However, we think, that there might be other factors involved, which also could explain the reduced pregnancy rates following this protocol – e.g. a learning curve. With all the advantages of this protocol, this slight reduction of pregnancy rates are absolutely acceptable – if they really exist. By adjusting the protocol more individually to our patients needs, we are sure, that finally we will offer our patients an optimal stimulation procedure in IVF cycles without any disadvantage regarding the outcome of the cycle.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η πρώτη εγκυμοσύνη της, από επαναληπτική φλεγμονή HSV, πάσχουσας τελείωσε κατόπιν οκταμήνου με τον ενδομήτριο θάνατο του εμβρύου. Κατά την, κατόπιν διετίας, δεύτερη εγκυμοσύνη και ύστερα από αυτοψία που έγινε την 10η ημέρα επί του θανόντος νεογνού, διαπιστώθηκε HSV εγκεφαλίτις. Η ασθενής, μετά την παρέλευση έτους, προσήλθε στην κλινική μας με εμφανή τα συμπτώματα HSV 1 και 2, από την οποία ελήφθησαν δείγματα αίματος για την κολπική και ορολογική αξιολόγηση. Ορολογικά, τα αποτελέσματα της καλλιέργειας υπήρξαν αρνητικά, παρά την υποψία ενεργού φλεγμονής. Άρχισε θεραπεία με ασικλοβίρ (Zovirax tabl. 4.2) και η ασθενής έμεινε έγκυος το πρώτο δίμηνο. Δεν διεκόπη η θεραπεία, η οποία συνεχίσθηκε με τις αυτές δόσεις, κατά δε την 38η εβδομάδα ολοκληρώθηκε με επιτυχή καισαρική. Κατά την εξέταση του νεογνού στο τέλος της πρώτης εβδομάδας, τα μεν κλινικά αποτελέσματα ήταν αρνητικά, κατά δε την ορολογική εξέταση ελήφθησαν αποτελέσματα HSV IgG (+) και HSV IgM (-). Η θεραπεία αυτή συνεχίσθηκε μέχρι το τέλος του μετά τη γέννα διμήνου.

Κατά την διάρκεια της HSV φλεγμονής, όταν οι χοριοαμνιακές μεμβράνες είναι αδιάρρηκτες και στις περιπτώσεις κατά τις οποίες δεν υπάρχει μητρική ανοσολογική φόρτιση, η φετάλ HSV φλεγμονή σπανίζει. Τα κατά τη διάρκεια πρωτογενούς φλεγμονής αναπτυσσόμενα μητρικά αντισώματα, κατά την επαναλαμβανόμενη φλεγμονή είναι δυνατόν να προκαλέσουν φλεγμονή του πλακούντα, ή άμεσα με ιογενή διήθηση, ή έμμεσα να τον παρεμποδίσουν με τη βοήθεια των φλεγμονοδών λεικοκυττάρων. Κατά τις διάχυτες, επαναλαμβανόμενες φλεγμονές και παρά την ύπαρξη μητρικών αντισωμάτων, είναι δυνατόν να παρατηρηθούν θανατηφόρες, τόσο φετάλ, όσο και νεογνικές φλεγμονές, υπό δε αυτές τις συνθήκες το θεραπευτικό πρωτόκολλο που θα εφαρμοσθεί τελεί υπό το φως της επιστήμης.

Η κατανομή των μεταλλοπρωτεϊνασών (MMPs) σε ωοθυλακικά υγρά γυναικών που συμμετείχαν σε πρόγραμμα εξωσωματικής γονιμοποίησης.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Οι μεταλοπρωτεϊνάσες συμμετέχουν σε πολλές διαδικασίες ανασχηματισμού ιστών, κυτταρικής κινητικότητας, μορφογένεσης, ανάπτυξης οργάνων και διαφοροποίησης. Ως εκ τούτου, παρουσιάζει ενδιαφέρον ο εντοπισμός και η μέτρηση των επιπέδων αυτών των ενζύμων στο ανθρώπινο ωοθυλάκιο, η ωρίμανση του οποίου χαρακτηρίζεται από διαδικασίες εκτεταμένου ανασχηματισμού ιστών και διαφοροποίησης.

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η κατανομή των μεταλλοπρωτεϊνασών 2 και 9  (MMP-2 και MMP-9) σε ωοθυλακικά υγρά γυναικών που είχαν υποβληθεί σε ελεγχόμενη ωοθυλακική διέγερση, στα πλαίσια κύκλων εξωσωματικής γονιμοποίησης. Η ελεγχόμενη ωοθυλακική διέγερση έγινε σύμφωνα με το μακρύ πρωτόκολλο, με χρήση ανασυνδυασμένης FSH και του GnRH αγωνιστή leuprorelin.

Δείγματα ωοθυλακικών υρών (Ν=55) ελήφθησαν από τριάντα γυναίκες την ημέρα της προγραμματισμένης ωοληψίας. Προηγήθηκε χορήγηση 10000 I.U. χοριακής γοναδοτροπίνης. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν για την απομάκρυνση κυττάρων. Η ανίχνευση των μεταλλοπρωτεϊνασών έγινε με ζυμογραφία ζελατίνης (+ SDS), για την ταυτοποίηση και των πρόδρομων μορφών. 

Ανευρέθησαν πρόδρομες μορφές μεταλλοπρωτεϊνασών 2 και 9 (proMMP-2, proMMP-9). Η proMMP-2 ήταν κυρίαρχη στην πλειοψηφία των δειγμάτων. Δεν βρέθηκε συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων των μεταλλοπρωτεϊνασών και των αποτελεσμάτων των κύκλων εξωσωματικής γονιμοποίησης.

Με βάση τα παραπάνω επιβεβαιώνεται η ύπαρξη μεταλλοπρωτεϊνασών στο υγρό των ωοθυλακίων και η κυριαρχία της πρόδρομης μεταλλοπρωτεϊνάσης 2. Ενισχύεται η άποψη ότι αυτά τα ένζυμα παίζουν σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της ωοθυλακικής ωρίμανσης και της διάρρηξης του ώριμου ωοθυλάκιου. Η διερεύνηση της αυξομείωσης των επιπέδων τους καθ’ όλη τη διάρκεια της ανάπτυξης του ωοθυλάκιου μπορεί να διαλευκάνει περαιτέρω τη δράση αυτών των ενζύμων.
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