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Kljuc¢ne besede

Pomemben del postopka zunajtelesne oploditve je izbira najbolj kakovostnih zarodkouv za
prenos v maternico. V zadnjih letih se kot selekcijsko merilo poleg morfologije zarodkov in
blastocist navaja ocenjevangje lege in orientacije pronukleusov (PN) glede na lego polar-
nih teles ter velikost, stevilo in razporeditev nukleolarnih prekurzorskih telesc (NPT). V
Studiji smo proucevali vpliv izgleda in lege pronukleusov ter razporeditve NPT na razvoj
manjcelicnih zarodkov in blastocist.

Pri 113 bolnicah, mlajsih od 40 let, zdravljenih s postopki oploditve z biomedicinsko po-
mocjo (z dodajanjem semencic k jajcni celici - IVF [angl. in vitro fertilization] ali z nepo-
srednim vnosom semencice v jajcno celico [angl. intracytoplasmic sperm injection] -
ICSI), smo 18-20 ur po inseminaciji ocenili 653 zigot. Optimalne zigote Z1 so imele cen-
tralno lezece, dotikajoce PN in enakostevilna, poravnana NPT. Ostali tipi so od Z1 odsto-
pali po naslednjih znacilnostih: Z2 — neporavnana NPT v obeh PN; Z3 - neporavnana
NPT v enem PN; Z4 - nedotikajoca se PN. Za vsak tip zigote smo dolocili delez morfolosko
normainih mangjcelicnih zarodkov in optimainih blastocist, ki so se razvile iz njih.

Med zigotami je bilo 21,8 % Z1, 29,1 % 722, 34,6 % Z3 in 14,5 % Z4 zigot. Delez morfolosko
novrmalinih manjcelicnih zarodkov je upadal od tipa Z1 proti Z4 (70,4 % oz. 55,3 % oz.
59,7 % 0z.45,3 %, p <0,05), prav tako tudi delez razvitih blastocist (63,4 % oz. 55,3 % oz.
58,8 % o0z. 43,2 % ). Delezi optimalnih blastocist pa se med skupinami statisticno niso razli-
kovali (11,3 % o0z. 11,1 % oz. 8,4 % 0z. 6,3 %).

Boljsi razvoj manjcelicnih zarodkov in blastocist iz zigot z dobro morfolosko oceno PN
kaze na to, da je morfologija pronukleusov pomemben napovedni dejavnik za nadaljnji
razvoj zigote in skupaj z morfologijo zarodkov in blastocist omogoca izbor najprimernej-
Sih zarodkov za prenos v maternico.

oploditev z biomedicinsko pomocjo; morfologija pronukleusov; nukleolarna prekurzor-
ska telesca; morfologija zarodka, morfologija blastociste
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The selection of embryos with largest implantation potential is an important part in assi-
sted reproduction. Besides the embryo or blastocyst morphology, selection criteria such as
position and orientation of pronuclei (PN) in relation to polar body positioning and the
number, size and distribution of nucleolar precursor bodies (NPB) have been proposed. In
our study, a correlation between PN and NBP morphology with the development of early
embryos (day 2 of cultivation) and blastocysts (day 5) was investigated.

653 zygotes from 113 IVF (in vitro fertilization) and ICSI (intracytoplasmic sperm injec-
tion) patients, younger than 40 years, were assessed 18-20 hours post-insemination. Opti-
mal zygotes (Z1) had thouching centrally located PN with equall numbers of alligned NPB.
Other zygote types differred from Z1 in having scattered NPB in both PN (Z2) or alligned
NPB in one PN (Z3) or in PN beeing distant from one another (Z4). For each zygote type a
percentage of normal early embryos and blastocysts was calculated.

Among 653 assessed zygotes 21.8 % were Z1; 29.1 % Z2, 34.6 % Z3 and 14.5 % Z4. The
percentage of normal early embryos decreased from Z1 to Z4 zygote type (70.4 % vs. 55.3
% vs. 59.7 % v5.45.3 %; p <0.05) as well as the percentage of developed blastocysts (63.4 %
8. 55.3 % vs. 58.8 % vs. 43.2 % ). However, the percentages of optimal blastocysts in the four
groups did not differ (11.3 % vs. 11.1 % vs. 8.4 % vs. 6.3 %).

Best grade zygotes result in batter early embryo and blastocyst development suggesting
that zygote morphology can be used in combination with embryo and/or blastocyst

evaluation as a method for embryo selection prior to embryo transfer.

assisted reproduction, pronuclear morphology; nucleolar precursor bodies; embryo morp-

hology; blastocyst morphology

Uvod

V zadnjih 20 letih je zdravljenje neplodnosti dozivelo
velik napredek. Uspeh pri zdravljenju razli¢nih vzro-
kov neplodnosti se zrcali predvsem v vecjem Stevilu
in boljsi kakovosti zarodkov, vzgojenih v pogojih in
vitro, ter njihovi boljsi vgnezditveni sposobnosti. Po-
sledicaje povecan delez ve¢plodnih nosec¢nosti, ki pa
zvidika medicinskih zapletov v nose¢nosti in po njej
niso zazelene. Prevladujoca teznja na podrocju oplo-
ditve z biomedicinsko pomocjo je doseci ¢im vec za-
nositev s ¢im manjsim delezem vec¢plodnih nose¢no-
sti. Da bi omejili pogostost ve¢plodnih nose¢nosti, je
potrebno omejiti Stevilo zarodkov, ki jih v postopku
zunajtelesne oploditve prenesemo v maternico bol-
nice.

V vecini primerov temelji izbor najprimernejsih za-
rodkov za prenos v maternico na morfoloski oceni
zarodkov na dan 2 ali 3, pri cemer se upostevajo Stevi-
lo in velikost blastomer ter koli¢ina brezjedrnih cito-
plazemskih fragmentov."? Primerne zarodke je mo-
goce izbrati tudi na podlagi ocene blastociste ali mo-
rule 5. oziroma 6. dan gojenja, ko imajo pomembno
vlogo: deleZ zarodka, ki se je razvil v blastocisto (brez-
jedrni fragmenti obic¢ajno ostanejo pod zono pelu-
cido), razvitost oziroma ekspandiranost blastociste,
oblika in velikost znotrajceli¢ne mase, izgled in inte-
griteta trofektoderma in prisotnost fragmentov in/ali
nekroti¢nih celic v blastocisti.?

Pomemben dejavnik pri razvoju zarodka je tudi zgod-
nja delitev, ki jo obi¢ajno ocenjujemo 24-27 ur po

inseminaciji.*-® Nekatere raziskave so pokazale,>¢ da
so delezi kakovostnih zarodkov, zanositev in vgne-
zditev vedji pri tistih zigotah, ki so se zacele deliti bolj
zgodaj (22 % vseh zigot), v primerjavi s tistimi, ki se
po 26 urah $e niso prvi¢ razdelile. Lundqvist in sod.°®
porocajo tudi, da je v skupini bolnic, zdravljenih z me-
todo neposrednega vnosa semencice v citoplazmo
jaj¢ne celice (ICST; angl. intracytoplasmic sperm injec-
tion), za 14 % vec zigot, ki se za¢no deliti zgodaj, kot v
skupini bolnic, zdravljenih s klasi¢nim IVF (angl. in
vitro fertilization) postopkom, prikaterem k jaj¢ni ce-
lici dodamo ustrezno koncentracijo gibljivih semen-
¢ic. Teh rezultatov Wharf in sod.” niso potrdili, saj so
ugotovili, da med IVF in ICSI postopki ni statisti¢cno
znacilnih razlik.

Razvoj zarodka je mogoce predvideti Ze na razvojni
stopnji zigote, 14-20 ur po osemenitvi jajc¢ne celice. V
tem stadiju sta v srediscu jaj¢ne celice vidna moski in
Zenski pronukleus (PN), ki vsebujeta genetski mate-
rial jaj¢ne celice in semencice. V obeh PN se nahajajo
zgostitve kromatina, imenovane nukleolarna prekur-
zorska telesca (NPT; angl. nucleolar precursor bodi-
es), ki kasneje v razvoju sodelujejo pri tvorbi jedrca.
V perivitelinskem prostoru pod zono pelucido sta
opazni prvo (PT1) in drugo polarno telo (PT2). Ce
jaj¢no celico pod mikroskopom obrnemo tako, da sta
PN v isti ravnini, lahko dolo¢imo lego obeh PT glede
na ravnino PN. Oba PN kot tudi obe PT se obic¢ajno
stikata, lahko pa sta oddaljena drug od drugega.

Od lege PN glede na lego PT naj ne bi bil odvisen le
razvoj zarodka, temvec¢ tudi vgnezditev in zanosi-
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tev.”” Gianaroli in sod.®? so pokazali, da se iz zigot s
PT1 in PT2 lezec¢ima v isti ravnini kot oba PN ali
pravokotno na njo (39 % in 41 % vseh zigot) razvije
statisti¢no vedji delez zarodkov (86 % in 83 %) kot iz
zigot z nedotikajo¢ima se PT (57 % zigot). Prav tako
porocajo o statisticno vec¢jem delezu kromosomsko
normalnih zarodkov v prvih dveh skupinah (40 %
in 32 % evploidnih zarodkov) v primerjavi s tretjo
(7 %).

Pomemben vpliv na razvoj zarodka imajo tudi med-
sebojna lega PN ter velikost, stevilo in razporeditev
NPT.%10-14 Scott'” ter Scott in sod." porocajo o razvoju
manjSega deleza optimalnih zarodkov (okrog 50 %)
iz zigot, pri katerih se PN ne stikata ali sta razli¢no
velika v primerjavi z zigotami, pri katerih sta PN ena-
ke velikosti in stikajoca se (okrog 75 %). Tudi druge
raziskave kazejo, da se iz zigot z optimalno morfolo-
gijo PN (centralno lezeci, dotikajoci, enako veliki) in
NPT (enako Stevil¢éni in veliki ter poravnani v obeh
PN) razvije vedji delez morfolosko pravilnih zarod-
kov, manj zarodkov pa se v zgodnjem razvoju zausta-
vi. Tudi vgnezditev in zanositev je statisticno vec kot
pri zigotah s slabo morfologijo.* ¢ 1112

V studiji smo analizirali razvoj zarodkov iz zigot, ki
smo jih razvrstili v Stiri kategorije glede na lego in ve-
likost PN ter Stevilo in razporejenost NPT. Primerjali
smo tudi deleze vseh blastocist in optimalnih blasto-
cist, ki so se razvile iz posameznih vrst zigot.

Metode

Bolnice, hormonsko spodbujanje jaj¢nikov
in postopki OBMP

V prospektivno studijo smo vkljucili 113 bolnic, sta-
rih od 22-39 let, s povprecno starostjo 32,7 + 4,0 leta,
zdravljenih zaradi neplodnosti s postopki oploditve
z biomedicinsko pomoc¢jo (OBMP) IVF (n = 22) ali
ICSI (n = 91) med januarjem in majem 2004. Najpo-
gostejsi vzrok Zenske neplodnosti je bil tubarni (40/
113), manj pogosti pa so bili ovarialni (14/113) in ute-
rini (11/113) vzrok, endometrioza (12/113) in idiopat-
ska neplodnost (5/113). Izmed moskih vzrokov ne-
plodnosti je bila najpogostejsa tezka oligozoospermija
z manj kot 5 x 10° semencic na mililiter semenskega
izliva (30/113), sledile pa so ji laZja oligozoospermija
z astenozoospermijo (14/113), lazja oligozoospermi-
ja zmanj kot 20 x 10° semencic na mililiter (11/113) in
normoastenozoospermija (11/113). Vse oblike slabe
kakovosti semenskega izliva so bile pogosto poveza-
ne s teratozoospermijo (nepravilno morfologijo se-
mencic). Pojavili so se tudi posamezni primeri krip-
tozoospermije (5/113), azoospermije (2/113) in imu-
noloskega vzroka neplodnosti (2/113).

Pribolnicah smo sinhronizirali menstrualne cikluse z
oralnimi kontraceptivi, ki so jih jemale od drugega
dne menstrualnega ciklusa do dolo¢enega datuma.
Sedem dni pred zadnjo tableto kontraceptiva so pri-
Cele s podkozno aplikacijo antagonista gonadotropin
sproscujocega hormona (GnRHa) (Diphereline; Ip-
sen Pharma Biotech, Signes, Francija). Rastjaj¢nih me-
sickov (foliklov) smo zaceli spodbujati z gonadotro-
pini sedem dni po zadnji tableti kontraceptivov z vi-

soko precisc¢enim rekombinantnim folitropinom alfa
(r-FSH) (Gonal-F; Serono, Aubonne, Svica) in smo jo
redno preverjali z ultrazvokom. Pri velikosti vodilne-
ga jaj¢nega mesicka 18 mm smo dolocili dan aplika-
cije humanega horionskega gonadotropina (hCG)
(Ovitrelle; Serono, Aubonne, Svica).

Jaj¢ne celice smo pridobili z ultrazvo¢no vodeno
punkcijo jaj¢nika skozi noZnico 34-36 ur po aplikaci-
ji hCG. Nato smo v folikularni teko¢ini, posrkani iz
jajcnih mesickov, mikroskopsko poiskali jaj¢ne celi-
ce, obdane s celicami kumulusa (cumulus oophorus),
in jih do osemenitve shranili v petrijevki z gojis¢em
(Flushing medium, MediCult, Danska).

Iz semenskega izliva partnerja smo izlocili gibljive se-
mencice s postopkom »swim ups, pri ¢emer smo se-
menski izliv najprej pomesali z gojis¢em (Sperm pre-
paration medium, MediCult, Danska) in ga centrifugi-
rali. Usedlino smo prelili s svezim gojis¢em in vzorec
pustili v inkubatorju, da so vitalne, dobro gibljive se-
mencice splavale iz usedline.

Pri klasi¢nim postopku IVF smo kumuluse z jaj¢nimi
celicami prenesli posami¢no v 4-prekatne petrijevke
(Nunc, Danska) v sveZe gojisce (Blast Assist System
M1, MediCult, Danska) in dodali pripravljene semen-
¢ice do konéne koncentracije 3-5 x 10°/ml. Postopek
ICSI smo izvedli na nacin, kot smo ga ze opisali.’

Po 18-20 urah smo jaj¢nim celicam iz postopkov IVF
s pipetiranjem skozi tanko stekleno kapilaro odstra-
nili celice kumulusa in jih prenesli v sveze gojisce
(Blast Assist System M1, MediCult, Danska). Prav tako
smo v sveze gojisce prenesli celice iz postopkov ICSL
Pri vseh jaj¢nih celicah smo 18-20 ur po osemenitvi
ocenili prisotnost in morfologijo PN, po 48 urah pa
smo ocenili morfologijo nastalih zarodkov. Tretji in
cetrti dan smo zarodke prenesli v gojis¢e za gojenje
do blastocist (Blast Assist System M2, MediCult, Dan-
ska) in peti dan ponovno ocenili morfologijo. Eno ali
dve primerni blastocisti smo s katetrom (Labotect,
Goettingen, Nemcija) prenesli v maternico bolnice,
morebitne preostale kakovostne blastociste in/ali
morule pa zamrznili.

Ocenjevalni parametri
Ocena pronukleusov

Oplojenost jaj¢nih celic smo ocenili 18-20 ur po ose-
menitvi. V pravilno oplojenih jaj¢nih celicah sta bila
jasno vidna moski in zenski PN. Celice, z manj ali ve¢
kot dvema PN, smo smatrali za nepravilno oplojene
in jih nismo vkljudili v studijo. Glede na izgled in lego
PN in NPT smo oplojene jaj¢ne celice razdelili v 4
skupine. V skupini Z1 so bile zigote z enako veliki-
ma, centralno leze¢ima in dotikajo¢ima se PN, s 3-7
NPT v vsakem od njiju, pri ¢emer se Stevilo NPT ni
razlikovalo za ve¢ kot 1.V vsakem PN so bila NPT
poravnana v ravnini stikanja PN ali so se zacenjala
poravnavati (Sl. 1a). V skupino Z2 smo uvrstili zigote
z enakima, centralno leze¢ima, dotikajo¢ima se PN, v
katerih je bilo enako Stevilo (3-7) in velikost enako-
merno razprsenih NPT ali se je to Stevilo razlikovalo
za najve¢ 1 (SL 1b). Skupino Z3 so sestavljale zigote z
enakima, centralno leze¢ima, dotikajo¢ima se PN. Ste-
vilo in/ali velikost NPT sta se razlikovala ali pa sta
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bila stevilo in velikost NPT enaka, vendar so bili NPT
v enem PN razprseni, v drugem pa poravnani (Sl. 1¢).
V skupini Z4 so bile zigote z razli¢no velikimi PN in/
ali lezec¢imi na periferiji jaj¢ne celice in/ali nedotika-
jocimi PN (SL. 1d).

SL. 1. Morfologija pronukleusov v zigoti. a) Zigota naj-
visje kakovosti (Z1) z dotikajocima se, centralnima
PN in poravnanimi, enako Stevilnimi nukleolarnimi
prekurzorskimi telesci (NPT); b) Zigota druge kako-
vosti (Z2) z dotikajocima se, centralnima PN in raz-
prsenimi, enako Stevilnimi NPT; c) Zigota tretje kako-
vosti (Z3) z dotikajocima se, centralnima PN in NPT
poravnanimi v enem PN; d) Zigota slabe kakovosti
(Z4) z nedotikajocima se perifernima PN. Merilo:
50 um.

Figure 1. Zygote pronuclear morphology. a) Best gra-
de zygote (Z1) with touching centrally positionned PN
with equal number of allined nucleolar precursor bo-
dies (NPB) in both PN; b) Second grade zygote (Z2)
with touching centrally positionned PN with equal
number of scattered NPB; ¢) Third grade zygote (Z3)
with touching centrally positionned PN with scatte-
red NPB in one PN, d) Lowest grade zygote (Z4) with
distant PN located at the periphery of the oocyte. Bar:
50 um.

Ocena zarodkov

Razvoj zarodkov smo spremljali dnevno. Nadan 2 smo
zarodke razdelili v $tiri kakovostne skupine od 1-4
glede na njihov morfoloski izgled: E1 - zarodke do-
bre kakovosti, ki so se razvijali hitro in so bili vsaj 3-
celi¢niz ni¢ ali manj kot 20 % fragmentov (Sl. 2a); E2 -
zarodke dobre kakovosti, ki so se razvijali pocasi in
so bili 2-celi¢ni z ni¢ ali manj kot 20 % fragmentov (SL.
2b); E3 - zarodke slabe kakovosti, ki so se razvijali
hitro in so bili vsaj 3-celi¢ni z vec¢ kot 20 % fragmentov
(SL 2¢); ter E4 - zarodke slabe kakovosti, ki so se raz-
vijali pocasi in so bili 2-celi¢ni z ve¢ kot 20 % fragmen-
tov (SI. 2d). Na dan 3 in 4 smo ocenili $tevilo celic in
fragmentiranost zarodkov. Pri statisti¢ni analizi vpli-
va morfologije PN na kakovost zarodkov smo zdruZi-
li dobre pocasne zarodke in slabe zarodke v eno sku-
pino (E2 - 4), drugo skupino pa so predstavljali opti-
malni zarodki (E1).

SL. 2. Morfologija 2 dni starih zarodkov. a) Optimalni
zarodek (E1) z vec kot 2 celicama in manj kot 20 %
Sfragmentov; b) Zarodek druge kakovosti (E2) z 2 celi-
cama in manj kot 20 % fragmentov; c) Zarodek tretje
kakovosti (E3) z vec kot 2 celicama in vec kot 20 %
Sfragmentov; d) Zarodek najslabse kakovosti (E4) z 2
celicama in vec kot 20 % fragmentov. Merilo: 50 um.

Figure 2. Day 2 embryo morphology. a) Optimal em-
bryo (E1) with more than 2 cells and les than 20 %
Sfragmentation, b) Grade 2 embryo (E2) with 2 cells
and les than 20 % fragmentation, c) Grade 3 embryo
(E3) with more than 2 cells and more than 20 % frag-
mentation, d) Grade 4 embryo (E4) with 2 cells and
more than 20 % fragmentation. Bar: 50 um.

Ocena blastocist

Nadan 5 smo ocenili kakovost blastocist oziroma mo-
rul, kot je opisano.? Zaradi preglednosti smo blastoci-
ste razdelili na optimalne in neoptimalne. Optimalne
blastociste so imele razsirjen blastocel, stanjsano zo-
no pellucido, okroglo ali ovalno znotrajceli¢no maso,
mnogoceli¢ni trofektoderm in niso bile nekroti¢ne.
Vse ostale blastociste in morule smo zdruzili v skupi-
no neoptimalnih blastocist (SI. 3).

S
& S

a b

SL. 3. Morfologija 5 dni starih blastocist. a) Optimalna

blastocista. v levitvi z razsirjenim blastocelom in okro-

glo znotrajcelicno maso, nenekroticna, b) Blastociste
slabse kakovosti. Merilo: 100 um.

Figure 3. Day 5 blastocyst morphology. a) Optimal bla-

stocyst: hatching, with expanded blastocoele, round

inner cell mass (ICM) non-necrotic; b) Suboptimal
bla-stocysts. Baro: 100 um.
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StatistiCna analiza

Podatke smo obdelali s statisti¢cnim programom Stati-
stica Ver. 5 (Stat Soft, ZDA). S testom hi-kvadrat smo
primerjali razvoj optimalnih zarodkov, blastocist in
optimalnih blastocist med skupinami Z1, 72,73 in Z4.

Rezultati

Od 113 bolnic s povprecno starostjo 32,5 + 4,0 leta
smo s punkcijo jajénih mesickov pridobili 1107 jaj¢-
nih celic (povprecno 9,8 + 4,7 jaj¢ne celice na bolni-
co). 1z njih se je razvilo 693 zarodkov (povprec¢no 6,1
+ 2,8 zarodkov na bolnico) in 366 blastocist (povprec-
no 3,4 + 2,3 blastociste na bolnico). Na dan 2 (48 ur po
punkciji) smo ocenili morfoloski izgled vseh zarod-
kov, vendar jih 40 nismo vkljuc¢ili v studijo zaradi manj-
kajocega podatka o morfologiji PN v zigoti, ki v ¢asu
18-20 ur po punkciji vec niso bili jasno vidni.

V analizo vpliva morfologije PN na kakovost zarod-
kov in blastocist smo tako vkljucili 653 zarodkov
(150 nastalih po IVF in 503 nastale po ICSI metodi).
1z zigot z najboljso morfologijo (Z1), ki so predstav-
ljale 21,8 % vseh zigot, se je razvilo 70,4 % zarodkov
optimalne kakovosti. 63,4 % zigot iz skupine Z1 je
doseglo razvojno stopnjo blastociste, delez blasto-
cist optimalne kakovosti pa je bil 11,3 %. Preostalih
36,6 % zarodkov se ni razvilo do blastocist. V skupini
72 (29,1 % zigot) se je v optimalne zarodke kot tudi
blastociste razvilo 55,3 % zigot. DeleZ optimalnih bla-
stocist v tej skupini je bil 11,1 %. Izmed zigot z morfo-
losko oceno Z3 (34,6 % vseh zigot) se jih je 59,7 %
razvilo v optimalne zarodke, 58,8 % v blastociste in
8,4 % v optimalne blastociste. Zigot z najslabso mor-
folosko oceno Z4 je bilo med vsemi ocenjenimi zigo-
tami 14,5 %. V optimalne zarodke se jih je razvilo
45,3 %, v blastociste 43,2 %, v optimalne blastociste
pale 6,3 % (Razpr. 1).

Delez optimalnih zarodkov, ki so se razvili iz zigot Z.2,
73 in 74, je bil statisti¢cno manjsi kot delez optimalnih
zarodkov, razvitih iz zigot Z1 (p <0,05), medtem ko se
delezi optimalnih zarodkov med skupinami Z2, Z3 in
74 statisti¢no niso razlikovali.

Primerjava razvojablastocist na dan 5 je pokazala upa-
danje deleza blastocist s slabsanjem morfoloske oce-
ne zigote (od 63,4 % v skupini Z1 do 43,2 % v skupini
Z4). Razlika je bila statisticno znacilna med skupina-
miZ1inZ4 (p<0,01)ter Z3 in Z4 (p <0,01), primerja-
va Z2 in Z4 pa statisti¢no ni bila znacilna (p = 0,0539).
Med skupinami Z1, Z2 in Z3 statisti¢ne razlike ni bilo.

Razpravljanje

Mnogo avtorjev poro¢a o pomenu medsebojne lege
PN ter velikosti, $tevila in razporeditve NPT na razvoj
zarodka.* 19-14 Pokazali so, da se iz zigot s centralno
lezec¢ima dotikajo¢ima se PN ter poravnanimi in ena-
ko stevilnimi NPT razvije vecji delez optimalnih za-
rodkov, ki so 48 ur po inseminaciji vsaj 3-celi¢ni z nic¢
ali manj kot 20 % fragmentov, kakor iz zigot, kjer sta
PN pomaknjena iz centra zigote ali se ne dotikata ali
paso NPT razprsena oz. poravnanale venem od obeh
PN 146 16

Razpr. 1. Delezi zarodkov razlicnih kakovosti in
blastocist glede na morfolosko oceno pronukleusov v
Zigoti.

Table 1. The percentage of different grade embryos
and blastocysts in relation to zygote pronuclear
morphology.

Morfologija pronukleusov v zigoti
Zygote pronuclear morphology

Z1 72 73 74
%;2‘(’}; 142/653 190/653 226/653 95653
(%) 21,8 29,1 34,6 14,5
Kakovost 1(%) 100/142*P<105/190* 135 /226" 43 /95¢d
zarodkov 70,4 55,3 59,7 453
Embryo 2 (%) 21/142<" 51/190¢ 47/226 24/95"1
grade 14,8 26,8 20,8 25,3
3(%) 10/142¢ 18/190 27 /226 15/95%8
7,0 9,5 11,9 15,8
4(%) 11/ 142 16 /190 17/ 226 13/95
7,7 8,4 7.5 13,7
Blastociste 90 /142 105/1901 133/226¢ 41/95hii
Blastocysts 63,4 55,3 58,8 432
Optimalne
blastociste 16/142  21/190  19/226 6/95
Optimal 11,3 11,1 8,4 6,3
blastocysts

a-1 Vrednosti z isto oznacbo se statisti¢no razlikujeta (hi-kvadrat test; p <
0,05).
Values with the same superscript differ significantly (chi-square test;
p<0.05).

I Vrednosti se statisticno ne razlikujeta (hi-kvadrat test; p = 0,0539).
Values are not statistically different (chi-square test; p = 0.0539).

Tesarik in Kopecny!” sta Ze leta 1989 proucevala na-
stajanje PN in njihovo ultrastrukturo v jaj¢nih celicah
oplojenih in vitro. Ugotovila sta, da je nastanek PN,
kakrsne danes opazujemo pri ocenjevanju zigot, po-
stopen proces, ki vkljucuje strukturne spremembe
kromatina in jedrne ovojnice. S postopnim koncen-
triranjem kromatina okrog gostih znotrajjedrnih te-
lesc nastanejo najprej majhni skupki kromatina, ki na-
to z zdruzevanjem tvorijo NPT. Zsolt in sod.'* menijo,
da je razporejanje NPT, ki vsebujejo velike koli¢ine
alfa-satelitne DNK, znacilne za centromerne regije kro-
mosomov, posledica delovanja mikrotubulov, odgo-
vornih tudi za premikanje kromosomov.

Na hitrost razvoja PN in poravnavanje NPT vplivajo
kromosomske nepravilnosti, ki so neposredno pove-
zane s pravilnim podvajanjem genskega materiala in
celi¢no delitvijo (pripenjanje kromatid na mikrotu-
bule delitvenega vretena, razdvajanje sestrskih kro-
matid). Tesarik in sod." ter Tesarik in Greco'? so po-
kazali, da je prizigotah s centralno leze¢ima dotikajo-
¢ima PN ter enako Stevilnimi poravnanimi NPT (Z1)
bistveno manj kromosomskih nepravilnosti kot pri
zigotah z druga¢no morfologijo.

Ker se morfoloski izgled PN s ¢asom spreminja, se v
rezultatih razli¢nih Studij delezi zigot tipa Z1 razliku-
jejo, saj so odvisni od ¢asa, v katerem so bile zigote v
posamezni Studiji ocenjene (12-22 ur po inseminaci-
jD). Ne glede na te razlike se vecina avtorjev strinja, da
se iz zigot Z1 razvije ve¢ optimalnih zarodkov, ki ima-
jo tudi vedji vgnezditveni potencial od zarodkov iz
zigot s slabso morfolosko oceno.*># Kljub temu mor-
foloski izgled PN sam ne zadostuje za kakovostno iz-
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biro optimalnih zarodkov. Nagy in sod."* so pokazali,
da se stopnji zanositve po prenosu zarodkov, izbra-
nih samo na podlagi morfoloske ocene PN ali samo
na podlagi morfoloske ocene zarodkov na dan 3, sta-
tisticno ne razlikujeta, pri kombinaciji obeh ocen pa
je stopnja zanositve statisticno vecja.

Tudi v nasi Studiji smo ugotovili, da se je iz zigot
Z1 razvil podobno visok delez optimalnih zarodkov
(70,4 %) kakor v studijah drugih avtorjev,"+%17 in da
je bil ta delez statisticno vedji kot v skupinah zigot s
slabso morfologijo (22, Z3 in Z4).

Izgled PN v zigoti ni povezan samo z razvojem za-
rodkov, ampak tudi z nastankom blastocist.* * 14 18
Primerjava razvoja blastocist med skupinami Z1, 72,
Z3 in Z4 v nasi Studiji je pokazala trend k zmanjseva-
nju deleza nastalih blastocist s slabsanjem morfolo-
Ske ocene zigote (od 63,4 % v Z1 do 432 % v Z4
skupini). Pri analizi je izstopala le skupina Z4, kjer je
bil delez nastalih blastocist statisticno manjsi kot v
preostalih treh skupinah. Podoben trend upadanja
deleza blastocist s slabsanjem morfologije zigot (od
45 % do 15 %) je ugotovila tudi Scott,'® vendar so v
studiji prikazane le blastociste in morule, ki so bile
primerne za prenos v maternico ali zamrzovanje. V
nasi studiji so v rezultate vklju¢ene vse blastociste in
morule, razvite na dan 5.

Podobno kot delez vseh blastocist se je s slabsanjem
morfologije zigot zmanjSeval tudi delez optimalnih
blastocist, vendar razlike niso bile statisticno znacil-
ne. Pri tem je potrebno upostevati dejstvo, da se vse
zigote ne razvijajo enako hitro. Kot so ugotovili Zsolt
in sod.,”” se zigote pri postopkih ICSI oblikujejo pri-
blizno 4 ure prej kot pri klasi¢cnem postopku IVF, za-
radi ¢esar lahko pride do sprememb v morfologiji tu-
di po tem, ko je bila zigota Ze ocenjena. Na ta nacin se
lahko iz zigote s slabo morfolosko oceno razvije tudi
optimalna blastocista, ki se uspesno implantira.

Zakljucki

Razvoj blastocist je neposredno povezan z razvojem
zarodkov in je rezultat kakovosti in kromosomskega
stanjajajéne celice in semencice, postopka gojenja in
vitro, pravilne ¢asovne usklajenosti nastanka PN in
drugih $e neznanih dejavnikov. Boljsi razvoj zarod-
kov in blastocist v skupini Z1 in manj$anje deleza do-
brih zarodkov in blastocist v skupinah Z2-74 kaze na
to, da je morfologija PN napovedni dejavnik za na-
daljnji razvoj zigote. Zaradi dejstva, da se morfologija
zigot s ¢asom spreminja in da se zigote s slabo morfo-
losko oceno tudilahko razvijejo v optimalne zarodke
in blastociste, menimo, da ni smiselno izbirati zarod-
kov za prenos v maternico zgolj na podlagi morfolo-
Ske ocene zigot. Pri izboru zarodkov za prenos v ma-
ternico je koristno upostevati morfolosko oceno zi-

gote v kombinaciji z morfolosko oceno zarodka'? ali
blastociste.!®
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