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Streszczenie

Wstep: Standardowa obserwacja zarodkow w procedurze IVF nie zawsze pozwala na wybdr do transferu zarodka
0 najwyzszym potencjale implantacyjnym. Naraza to pacjentke na stres emocjonalny spowodowany brakiem cigzy,
ewentualnym poronieniem oraz koniecznoscig powtornego transferu zarodkéw mrozonych. W pracy przedstawia-
my przypadek pacjentki po dwoch nieudanych probach zaptodnienia pozaustrojowego in vitro, u ktorej podczas
kolejnego IVF-ICSI system time-lapse pomogt w wyborze dwoch prawidtowych zarodkow. Zarodki przetranstero-
wano w 3 dobie obserwacji i otrzymano zywag prawidtowo przebiegajaca cigze blizniacza.

Materiat i metody: Trzydziestopiecioletnia pacjentka z dwoma niepowodzeniami IVF-ICSI zostata zakwalifikowa-
na do ponownej procedury IVF-ICSI. Wskazaniem do leczenia byt czynnik meski. Po stymulacji jajnikow wedtug
protokotu dfugiego uzyskano 8 prawidtowych komdrek Mll, uzyskujgc 7 zarodkéw. Do ciggtego monitorowania
rozwoju zarodkéw wykorzystano system Primo Vision (Cryo Innovation). 44 godziny po ICS! zidentyfikowano tylko
dwa prawidfowo rozwijajgce sie zarodki, ktore podano do jamy macicy w trzeciej dobie obserwaciji. Pozostate
embriony nie wykazaty cech dalszych podziatow. Czterdziesci dni po transferze w badaniu ultrasonograficznym
uwidoczniono cigze blizniaczg dwukosmowkowag z czynnoscig serca obydwu ptodow. Obecnie pacjentka jest w 27
tygodniu prawidfowo rozwijajgcej sie cigzy blizniaczej.

Whioski: System ciggtego monitorowania rozwoju zarodkow wprowadza nowe Kryteria ich oceny, ktére moga byc
przydatne w praktyce Klinicznej. Konieczne sg jednak prospektywne randomizowane badania oceniajace wartos¢
systemow time-lapse w leczeniu metodg zaptodnienia pozaustrojowego.
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Abstract

Introduction: A standard assessment of embryo morphology at given time points does not always allow to transfer
the embryo with the highest implantation potential. The effect of transfer of an improper embryo results in a lack
of pregnancy or a miscarriage and, as a consequence, exposes the patient to unnecessary emotional stress and
necessity to perform yet another transfer of frozen embryos. We present a case of a patient with earlier IVF failures.
The use of time-lapse technique in this case helped to choose two good embryos. The transfer resulted in ongoing
twin pregnancy.

Material and methods: A 35-year-old woman with history of IVF-ET treatment failure was deemed eligible for
an ICSI procedure because of the male factor. Ovarian stimulation was performed according to the agonist long
protocol. Eight Mil oocytes were fertilized and seven embryos were obtained. Continuous embryo monitoring was
performed with the use of Primo Vision system. Forty-four hours after fertilization only 2 correctly developing em-
bryos were identified. They were transferred on day 3. The development of the remaining 5 embryos was arrested.
These embryos did not achieve the blastocyst stage on day 5-6 after fertilization. Forty days after embryo transfer, a
twin pregnancy, confirmed with fetal heart rate of both fetuses, was revealed on ultrasound examination. Currently,
the patient is at 27 weeks of ongoing twin gestation.

Conclusions: The system of continuous embryo monitoring introduces new criteria for the examination of embryo
development. These new parameters can be useful in clinical practice. However, prospective randomized studies

are necessary to provide data confirming the usefulness of time-lapse technique in IVF treatment.

Key words: time-lapse monitoring / embryo selection / morphology / IVF / pregnancy /

/ cell division /

Wstep

Sposrod wszystkich metod leczenia nieptodnosci zaptod-
nienie pozaustrojowe (IVF) jest metoda najskuteczniejsza, sto-
sowang z powodzeniem w Polsce od 25 lat [1-4]. W 2008 roku
w Europie wykonano 405091 cykli terapeutycznych IVF-ET.
W krajach takich jak Dania co dwudzieste urodzone dziecko jest
poczgte dzigki metodzie zaptodnienia pozaustrojowego [5]. Zja-
wisko nieprawidtowo$ci wsrod zarodkow czlowieka jest czgste
zarO6wno in vivo i in vitro. Nawet do 70% strat zarodkow przypa-
da na okres przedimplantacyjny [6, 7].

Standardowo w osrodkach zajmujacych sig leczeniem nie-
ptodnosci rutynowo ocenia si¢ morfologig zarodkéw wyjmujac je
z inkubatora na jak najkrotszy okres czasu [8, 9]. Ten typ obser-
wacji jest wyrywkowy i nie zawsze pozwala na wybodr do trans-
feru zarodka o najwyzszym potencjale implantacyjnym. Naraza
to pacjentke na stres emocjonalny spowodowany brakiem ciazy,
poronieniem oraz koniecznos$cia podejscia do transferu zarodkow
mrozonych (FET — frozen embryo transfer). Pomocny w podjeciu
wlasciwej decyzji o wyborze zarodka do transferu moglby by¢
system ciaglej jego obserwacji z mozliwoscia zapamigtywania
i pozniejszej analizy obrazow z poszczeg6lnych etapow rozwo-
ju zarodka. Powyzsza ocena morfokinetyki utatwitaby podjecie
decyzji o podaniu do macicy zarodka o najwigkszym potencjale
rozwojowym [10, 11].

W pracy przedstawiamy przypadek 35-letniej pacjentki po
weczesniejszych niepowodzeniach technik rozrodu wspomagane-
20, u ktorej system time-lapse pomogt w wyborze dwdch prawi-
dtowych zarodkéw. Transfer zarodkéw zaowocowatl zywa prawi-
dlowo rozwijajaca si¢ ciaza blizniacza.

Materiat i metody

Pacjentka lat 35 zakwalifikowana do zaptodnienia pozaustro-
jowego z mikroiniekcja plemnika do komorki jajowej ze wzgledu
na nieprawidlowe parametry nasienia u partnera. W wywiadzie
para miata za sobg cztery lata oczekiwania na ciazg¢, dwie nieuda-
ne proby zaptodnienia pozaustrojowego, w tym jedna w naszym
osrodku, podczas ktorej przeniesiono pacjentce dwie blastocysty
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w piatej dobie obserwacji uzyskujac pojedyncza ciazg klinicz-
ng z czynnoscia serca ptodu. Niestety pacjentka samoistnie po-
ronita w 7 tygodniu ciazy. Podczas trzeciej proby zaptodnienia
pozaustrojowego zastosowano tzw. protokoét diugi. Desensybi-
lizacj¢ uzyskano podajac codziennie agonist¢ GnRH w formie
krotkodziatajacej (0,1 mg Decapeptyl, Ferring Pharmaceuticals).
Do stymulacji jajnikow uzyto preparatu rekombinowanego FSH
(Puregon, Organon) w dawce 150 IU 1x dziennie. Po 12 dniach
stosowania preparatu rtFSH zakonczono stymulacj¢ podajac re-
kombinowana ludzka gonadotroping kosmowkowa (rHCG, Ovi-
trelle, Merck Serono).

Pobranie komorek jajowych wykonano po 36h od iniekcji
rHCG, uzyskujac 8 oocytéw MIIL. Celem suplementacji fazy lu-
tealnej zastosowano dopochwowo 3x 200 mg mikonizowanego
progesteronu (Luteina, Adamed). Wykonano mikroiniekcje plem-
nika do 8 oocytow. Wszystkie komorki jajowe po mikroiniekcji
oznaczone odpowiednio E1-E8 zostaly umieszczone w szalce za-
wierajacej 11 mikrokomor o §rednicy 550pm i gltgbokoscei 170 pm
(Wow dish, Cryo Innovation). Mikrokomory zawieraty podloze
Global Total (Life Global), przykryte olejem LiteOil (Global IVF)
(Rycina 1). Plytka zostata przygotowana i umieszczona w inku-
batorze 8 godzin przed pobraniem komorek jajowych.

Do ciaglego monitorowania rozwoju zarodkow wykorzysta-
no system zbudowany z umieszczonego wewnatrz standardowe-
go inkubatora odwroconego mikroskopu. Mikroskop wyposazo-
no w cyfrowa kamere¢ rejestrujaca dynamike rozwoju zarodkow.
Urzadzenie podlaczono do znajdujacego sig¢ poza inkubatorem
komputera, na ktorym zapisywano dane [10]. Kamera cyfrowa
obejmowala obszar ok. 4 mm? zawierajacy wszystkie obserwo-
wane zarodki (Rycina 1) i wykonywata zdjecia co 10 minut.
Ekran monitora HD wys$wietlat aktualnie pobrane zdjgcie z in-
kubatora. Catkowite powigkszenie na ekranie monitora wynosito
ok. 160x.

Nagrane zdjgcia byly analizowane za pomoca programu do-
starczonego przez producenta (Cryo Innovation). Ponadto em-
briolodzy posiadali ciagly dostgp on-line do zapisywanych obra-
zO6w droga internetowa.
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Tabela I. Charakterystyka rozwoju otrzymanych zarodkéw wraz z poszczegdlnymi czasami podziatow.

Zarodki T2 (h) T3 (h) T4 (h) T5 (h) Uwagi
El 29,47 42,27 44,07 56,38 Prawidlowy rozwdj (wolniejszy niz E6) — cigza
E2 - 28,47 44,07 44,57 Podziat bezposrednio na 3 blastomery (Rycina 4)
E3 22,57 38,27 53,18 55,28 W 39 h podziat na 4 blastomery po czym resorpcja jednego blastomeru
w 54h (Rycina 5)
Ea 36,07 ) 50,48 50,58 P&zny pierwszy podziat, krotka interfaza pomiedzy etapem 4 i 5
blastomerowym
E5 - - - - Brak zaptodnienia
E6 25,37 36,57 37,07 51,25 Prawidlowy rozwdj — cigza
Réznica wielkosci blastomeréw na etapie dwukomorkowym, fragmentacja
E7 28,57 - - - o .
mniejszego blastomeru (Rycina 6)
E8 32,17 47,08 ) 47,37 P&zny pierwszy podziat, .krotka interfaza pomiedzy etapem 3 i 5
blastomerowym, nieuchwytny etap 4 blastomerowy

T2 - czas od mikroiniekcji do wytworzenia zarodka dwublastomerowego
T3 - czas od mikroiniekcji do wytworzenia zarodka trzyblastomerowego
T4 — czas od wykonania mikroiniekcji do wytworzenia zarodka czetoblastomerowego
T5 -— czas od wykonania mikroiniekcji do wytworzenia zarodka piecioblastomerowego

Rycina 2. Zarodki E1 i E6 przed transferem do jamy macicy — obraz w tradycyjnym
mikroskopie odwréconym.

Dla potrzeb analizy wyszczegolniono czasy T1, T2, T3, T4
i TS odpowiadajace kolejno powstaniu zarodka dwu-, trzy, cztero
i pigcio-blastomerowego. W drugiej dobie obserwacji po analizie
pobranych obrazéw zdecydowano o wyborze dwoch zarodkow
E11E6 do transferu. (Rycina 2, Rycina 3).
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Rycina 3. Zarodki w 3 dobie obserwacji — zaznaczone zarodki E1 i E6 zostaty
podane do jamy macicy.

Zarodki te rozwijaty si¢ prawidlowo, podziaty nastgpowa-
ty w czasach referencyjnych [12]. Zarodek El rozwijat si¢ nieco
wolniej od E6 aczkolwiek nie uwidoczniono zadnych patologii
podczas podziatu blastomerdéw. System pozwolit uwidocznié nie-
prawidtowosci w pozostatych zarodkach, takie jak: nieprawidto-
wa cytokineza w zarodku E2 (Rycina 4), podziat na 4 blastomery
po czym resorpcja jednego blastomeru w zarodku E3 (Rycina
5), asymetria >25% na etapie dwukomérkowym w zarodku E7
(Rycina 6), pozny pierwszy podziat w zarodkach E4 i E8 oraz
nieuchwytny etap czteroblastomerowy w embrionie ES. (Tabe-
la I). Zarodki E2, E3, E4, E7 i E8 nie rozwingly si¢ do stadium
blastocysty.

Nr &4/2014
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Czterdziesci dni po transferze zdiagnozowano ciazg bliznia-
cza dwukosmowkowa z czynnos$cia serca obydwu plodow. Do
chwili obecnej (27 tydzien) cigza przebiega prawidlowo.

Dyskusja

Technika time-lapse pozwala uwydatni¢ i dostrzec procesy,
ktore normalnie zachodza z duzo mniejsza dynamika. Zjawiska
opisane dzigki technice time-lapse bytyby niemozliwe do uwi-
docznienia przez oko embriologa podczas tradycyjnej obserwa-
cji. Dynamiczna analiza rozwoju zarodkow dokumentuje prze-
bieg poszczegodlnych podziatdéw komorkowych, dajac mozliwosé
wyboru najlepszych zarodkow do transferu. Ponadto zarodki nie
musza by¢ wyjmowane z inkubatora co nie naraza ich na zmia-
ny $rodowiska przede wszystkim pH i temperatury. Sam proces
pobierania danych jest bezpieczny. Natgzenie oswietlenia uzy-
te podczas fotografowania zarodkéw jest wielokrotnie nizsze
(6uW/cm?) niz podczas standardowej oceny pod mikroskopem
odwroconym (80-90 mW/cm?) [10].

Zatrzymanie rozwoju zarodka moze nastapi¢ w kazdym mo-
mencie rozwoju zaro6wno przed implantacja jak i juz po niej. Jest
to spowodowane przede wszystkim aneuploidiami, poliploidiami
i mozaicyzmem zarodkow [6-8]. Fakt mozaicyzmu zarodkow,
inwazyjno$¢, oraz ryzyko uszkodzenia zarodka powoduje, ze
przedimplantacyjny genetyczny skrining zarodkow (PGS, Preim-
plantation Genetic Screening) nie zwigksza szansy na urodzenie
dziecka po IVF. Dlatego tez na obecnym etapie wiedzy nie zaleca
si¢ rutynowo stosowania PGS jako alternatywy dla nieinwazyj-
nych metod oceny zarodkow [13].

Inna nieinwazyjna metoda oceny zarodkow jest pomiar me-
tabolizmu zarodka poprzez analiz¢ substancji pobieranych i wy-
dzielanych przez embrion do otaczajacego srodowiska. Postuluje
sig, ze wykrywanie ich w podlozu otaczajacym zarodek moze
z duzym prawdopodobienstwem stwierdzi¢, ktory zarodek rozwi-
nie si¢ do stadium blastocysty i implantuje [ 14]. Niestety pomimo
kilku ciekawych badan analiza profilu metabolicznego zarodka
czyli tzw. metabolomika nie znalazta zastosowania w codziennej
praktyce [15, 16].

Co ciekawe w opisywanym przypadku system ciagltego mo-
nitorowania zarodkow pozwolit na wybor prawidtowych embrio-
now, z ktorych uzyskano zywa ciaze blizniacza juz po 44 godzi-
nach ciaglej obserwacji. Tylko dwa wybrane embriony prezento-
waly prawidlowy rozwdj i zostaty przeniesione do jamy macicy.
Pozostate embriony wykazaty cechy niepozadane podczas anali-
zy, czego skutkiem byt brak ich dalszego rozwoju do stadium bla-
stocysty. System umozliwil nie tylko oceng dynamiki podziatu,
ale tez retrospektywna oceng morfologii zarodkow ukazujac takie
zjawiska, jak: nieprawidtowa cytokineza, asynchronizm podziatu
blastomerow, resorpcje blastomerdéw i fragmentacje cytoplazmy
(Tabela I).

Nieprawidtowy zarodek E2 musiat by¢ odrzucony juz na eta-
pie pierwszego podziatu w 29 godzinie. Zygota (E2) podzielita
si¢ nieprawidtowo, bezposrednio na 3 blastomery (Rycina 4).

W sytuacji zarodka E4 zaptodniona komorka jajowa (E4)
wykonata podzial na dwa blastomery za p6zno — dopiero w 37
godzinie od zaptodnienia. E7 stat si¢ zarodkiem dwu-blastome-
rowym w 29 godzinie aczkolwiek stwierdzono w nim asymetrig
blastomerdw i patologiczna fragmentacj¢ mniejszego blastome-
ru. Embrion E8 dopiero w 33 godzinie byt zarodkiem dwu-bla-
stomerowym. Nieprawidtowy zarodek E3 nie wykazal cech nie-
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Rycina 4. Podziat bezposrednio na 3 blastomery — nieprawidtowa cytokineza
(zarodek E2).

Rycina 6. Asymetria na etapie dwukomaorkowym, fragmentacja mniejszego
blastomeru (E7).

pozadanych az do 43 godziny, kiedy to na etapie cztero-blastome-
rowym btgdnie doszto do resorpcji jednego blastomeru. Stabilny
etap 4-komorkowy osiagnat ponownie dopiero w 54 godzinie.

Postuluje sig, ze prawidlowy czas cytokinezy oraz czas
utworzenia trzech i czterech blastomerow koreluje z szansg uzy-
skania ciazy [17]. Lemmen i wsp. nie wykazali istotnej korelacji
pomigdzy prawidlowym czasem pierwszego podziatu a ciaza wy-
kazujac jedynie korelacj¢ z prawdopodobienstwem otrzymania
blastocysty [18].

Jednak ostatnie badanie Meseguera i wsp. na stosunkowo du-
zej grupie zarodkow (n=247) pochodzacych od dawczyn komo-
rek jajowych wykazato dodatniq korelacjg¢ pomigdzy prawidto-
wym czasem podziatu pierwszego zarodka a szansg na uzyskanie
ciazy. Autorom udato si¢ zidentyfikowac sze$¢ parametrow, ktore
koreluja z implantacja zarodka. Byly to: czas powstania 5 bla-
stomerow (48-56,6 godziny), okres pomigdzy podziatem zarodka
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trzy-blastomerowego na zarodek cztero-blastomerowy (<0,76
godziny), okres pomigdzy podziatem zarodka dwu-blastomero-
wego na trzy-blastomerowy (<11,9 godziny) [12].

Ciaza wieloptodowa jest zwiazana ze zwigkszonym ryzy-
kiem powiktan w poréwnaniu z ciaza pojedyncza [19, 20, 21].
W wigkszosci klinik w czasie procedury IVF podaje si¢ pacjentce
dwa zarodki podnoszac ryzyko ciazy blizniaczej. By¢ moze sto-
sujac system time-lapse u czgsci pacjentek mozna by ograniczy¢
zjawisko ciaz blizniaczych podajac jeden embrion przy jednocze-
snym zachowaniu duzego prawdopodobienstwa uzyskania ciazy.
System ma jeszcze jedng zalet¢ — pozwala na ciagla obserwacje
zarodkow on line nie tylko zespotowi kliniki, ale rowniez pacjen-
tom, co moze mie¢ wplyw na lepsza wspolpracg pacjenta, em-
briologa i lekarza klinicysty w procesie leczenia.

Whioski

System ciaglego monitorowania zarodkoéw jest nowoczesna
i cickawa technika. Metoda ta wprowadza nowe kryteria, ktore
moga przyspieszy¢ i pomdéc w wyborze odpowiedniego zarodka
do transferu. Konieczne sa jednak prospektywne randomizowane
badania oceniajace przydatno$¢ ciaglego monitorowania zarod-
kow w codziennej praktyce kliniczne;j.
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