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1. Πρόλογος

Πολλές ασθένειες καθώς και οι θεραπείες τους απειλούν να καταστρέψουν τα ωάρια των γυναικών.  Η επίδραση των ασθενειών στα ωάρια σπάνια είναι άμεση.  Κάποιες γενετικές διαταραχές αποτελούν εξαίρεση, όπως αυτές που οφείλονται στην παρουσία ενός μόνο Χ χρωμοσώματος (Σύνδρομο Turner) ή στην απουσία συγκεκριμένου τμήματος από το Χ χρωμόσωμα.  Στην τελευταία περίπτωση η γυναίκα εμφανίζει πρόωρη εμμηνόπαυση.  Η χημειοθεραπεία, όπως και η ακτινοθεραπεία έχουν δυσάρεστες παρενέργειες λόγω της καταστροφής των ωαρίων στις ωοθήκες (Oktay, 2001).  Οποιαδήποτε θεραπεία επιταχύνει την απώλεια των ωαρίων επηρεάζει αρνητικά τη γονιμότητα και μπορεί να προκαλέσει εμμηνόπαυση.  Ο αριθμός των ωαρίων που καταστρέφονται λόγω θεραπείας εξαρτάται κυρίως από το είδος της θεραπείας που χρησιμοποιείται, τη δόση και την ηλικία της γυναίκας.  Καθώς ολοένα και αυξάνεται ο αριθμός των νέων ανθρώπων που επιβιώνουν μετά από χημειοθεραπεία και ακτινοβολία υψηλής δόσης, γίνεται επείγουσα ανάγκη η συντήρηση των γαμετικών κυττάρων με σκοπό να αποφευχθεί η ιατρογενής στειρότητα (Byrne, 1999).  Ενώ η κρυοσυντήρηση σπέρματος είναι μία μέθοδος που χρησιμοποιείται εδώ και πολλά χρόνια με επιτυχία, η πρόοδος που έχει σημειωθεί στην κρυοσυντήρηση των ωαρίων και του ιστού των ωοθηκών είναι σχετικά αργή.  Οι διάφορες μέθοδοι για τη διατήρηση των ωαρίων και του ιστού των ωοθηκών παρουσιάζονται στη συνέχεια.  

2. Κρυοσυντήρηση

2.1
Κρυοσυντήρηση των ωαρίων

Μία μέθοδος που άρχισε να χρησιμοποιείται πρόσφατα σε περιπτώσεις όπου η γυναίκα μπορεί να χάσει τα ωάρια της είναι η κρυοσυντήρηση.  Το μειονέκτημα αυτής της μεθόδου είναι ότι δεν αποτελεί εγγύηση, διότι τα κρυοσυντηρημένα ωάρια δύσκολα αποψύχονται με επιτυχία, ώστε να χρησιμοποιηθούν σε εξωσωματική γονιμοποίηση (Tucker et al., 2004; Mandelbaun et al., 2004; Coticchio et al., 2004).  Εναλλακτικά, τα ωάρια θα μπορούσαν να γονιμοποιηθούν με το σπέρμα του συζύγου και να κρυοσυντηρηθούν ως έμβρυα, μέθοδος που έχει υψηλά ποσοστά επιτυχίας.  Ωστόσο, πολλές ασθενείς είναι νεαρής ηλικίας με αποτέλεσμα να μην υπάρχει σύζυγος για την παροχή του σπέρματος.  Η εξωσωματική γονιμοποίηση έχει κάποιους περιορισμούς σε ότι αφορά τις ασθενείς που πάσχουν από καρκίνο.  Είναι μία διαδικασία που απαιτεί χρονικό διάστημα 2-3 εβδομάδων για να ολοκληρωθεί (λόγω ορμονικής θεραπείας).  Πολλές ασθενείς δεν προλαβαίνουν να αρχίσουν και να ολοκληρώσουν τη θεραπεία της γονιμότητας, για να μην καθυστερήσουν τη θεραπεία για τον καρκίνο.  Ακόμα και αν υπάρχει χρόνος, η ορμονική θεραπεία μπορεί να επιβαρύνει την κατάσταση σε περιπτώσεις όπως του καρκίνου του μαστού.  Σε αυτή την περίπτωση η κρυοσυντήρηση των αγονιμοποίητων ωαρίων αποτελεί σήμερα μία εναλλακτική λύση. 

Η πρώτη αναφορά εγκυμοσύνης στον άνθρωπο από κρυοσυντηρημένα ωάρια έγινε το 1986 (Chen, 1986).  Επιτεύχθηκαν μερικές ακόμα γεννήσεις αργότερα (Al-Hasani et al., 1987; van Uem et al., 1987) αλλά έκτοτε παρόμοιες έρευνες διεξήχθησαν με μικρότερη συχνότητα.  Ο Gook και οι συνεργάτες του (Gook et al., 1995) ήταν αυτοί που πρότειναν για πρώτη φορά ότι η μικρογονιμοποίηση (ICSI) θα μπορούσε να βελτιώσει τα ποσοστά γονιμοποίησης στα κρυοσυντηρημένα ωάρια.  Τα αποτελέσματα αυτής της έρευνας επιβεβαιώθηκαν στη συνέχεια από επιτυχείς εγκυμοσύνες (Porcu et al., 1997; 2000; Borini et al., 1998; Yang et al., 2002).  Αυτές οι έρευνες διεξήχθησαν με τη μέθοδο βραδείας κατάψυξης/ταχείας απόψυξης και χρησιμοποιήθηκαν ως κρυο-προστατευτικά μέσα η προπανεδιόλη και η σουκρόζη, σύμφωνα με τις υπάρχουσες μεθόδους για την κρυοσυντήρηση των εμβρύων (Lassalle et al., 1985).  Με τις συγκεκριμένες μεθόδους τα ποσοστά επιβίωσης των ωαρίων ήταν χαμηλά (35-55%).  Παρ’ όλα αυτά θεωρείται ότι η τροποποίηση των πρωτοκόλλων μπορεί να βελτιώσει στο μέλλον τα αποτελέσματα μετά την απόψυξη.  Η αύξηση της συγκέντρωσης της σουκρόζης (0.2, 0.3Μ) στο διάλυμα κρυοσυντήρησης των ωαρίων, επιτυγχάνει υψηλότερα ποσοστά επιβίωσης (58% και 83% αντίστοιχα) (Fabbri et al., 2001).  

Για τη βελτίωση του πρωτοκόλλου μπορούν να ακολουθηθούν διαφορετικές προσεγγίσεις.  Η αντικατάσταση του νατρίου από τη χημική ένωση χολίνη στο κρυο-προστατευτικό μέσο φαίνεται ότι προστατεύει τα ωάρια στον ποντικό και στον άνθρώπο κατά τη διάρκεια αργής κατάψυξης (Stachecki et al., 1998; Quintans et al., 2002).  Έτσι παρεμποδίζονται οι βλάβες, οι οποίες προέρχονται από την αυξημένη συγκέντρωση των αλάτων κατά τη μετάβαση από την υγρή σε στερεή φάση.  Η τροποποίηση αυτή δοκιμάστηκε κλινικά (Boldt et al., 2003), με αποτέλεσμα την επίτευξη 4 εγκυμοσύνων, οι οποίες κατέληξαν σε 5 γεννήσεις υγιών παιδιών (3 μονήρεις κυήσεις και 1 δίδυμη κύηση).  Εκτίμηση της αποτελεσματικότητας των διαφορετικών πρωτοκόλλων απαιτεί τη σύγκριση μεταξύ των ποσοστών εμφύτευσης προερχόμενα από τη θεραπεία ομογενών ομάδων υπολογισμένα με βάση τον αριθμό των κρυοσυντηρημένων ωαρίων, θέμα το οποίο χρειάζεται επιπλέον μελέτη.           

Η ασφάλεια της κρυοσυντήρησης των ωαρίων αποτελούσε πάντα θέμα διερεύνησης, ειδικά σε σχέση με την ευαισθησία που εμφανίζει η μειωτική άτρακτος σε χαμηλές θερμοκρασίες.  Είναι γνωστό, ότι προκαλείται απο-πολυμερισμός των μικρο-ινιδίων στα ωάρια των ποντικιών και των ανθρώπων και εξαφάνιση του κέντρου οργάνωσης των μικρο-ινιδίων αυτών (microtubule organizing centre, MTOC) σε ελάχιστη ή μέτρια ψύξη (Pickering et al., 1990; Pickering and Johnson, 1987).  Αλλά καθώς η αποδιοργάνωση της ατράκτου φαίνεται στα ποντίκια να αποτελεί μία αναστρέψιμη διαδικασία, στα ανθρώπινα ωάρια οι πιθανότητες είναι μικρές να αναδιοργανωθεί η άτρακτος μετά από χαμηλές θερμοκρασίες (Pickering et al., 1990).  Μεταβολές στη δομή της μειωτικής ατράκτου μπορεί να προκαλέσουν ανεϋπλοειδία του ωαρίου.  Παρ’ όλα αυτά, παραμένει να αποδειχτεί εάν η κρυοσυντήρηση των ωαρίων προκαλεί αυξημένα ποσοστά ανευπλοειδίας (Gook et al., 1994).  

2.2 Κρυοσυντήρηση του ωοθηκικού ιστού

Έρευνες σε πειραματόζωα έχουν δείξει ότι τεμάχια ιστού ωοθήκης μπορούν να κρυοσυντηρηθούν σε υγρό άζωτο και αφού αποψυχθούν να μεταμοσχευτούν στον ίδιο οργανισμό (autografts), σε ξένο οργανισμό του ίδιου είδους (allografts) ή σε οργανισμό άλλου είδους (xenografts) (Harp et al., 1994; Baird et al., 1999) (Σχήμα 1). 
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Σχήμα 1
Επαναφορά της γονιμότητας με τη μέθοδο της μεταμόσχευσης ακολουθούμενη από φυσιολογική ανάπτυξη των ωοθυλακίων ή την ανάπτυξη των ωοθυλακίων in vitro και την in vitro ωρίμανση των ωαρίων (Μετάφαση ΙΙ).

Ο ιστός της ωοθήκης είναι κατάλληλος για κρυοσυντήρηση σε υγρό άζώτο.  Γνωρίζουμε ότι ο αριθμός των αρχέγονων ωοθυλακίων είναι πολύ μεγάλος στις ωοθήκες των νεαρών γυναικών.  Τα αρχέγονα ωοθυλάκια, τα οποία περιέχουν τα ανώριμα ωάρια, περιορίζονται σε μια λεπτή συγκέντρωση φλοιώδους ιστού.  Τα λεπτά τεμάχια του ιστού μπορούν πολύ εύκολα να κατεργαστούν με το κρυο-προστατευτικό μέσο που χρησιμοποιείται στην κρυοσυντήρηση, όπως είναι το διμέθυλ-σουλφοξείδιο (dimethyl sulphoxide DMSO) και η 1,2-προπανεδιόλη (1,2-propanediol PROH).  Τα πρωτόκολλα που στηρίζονται σε ταχεία κατάψυξη του ιστού έχουν κάποια πρακτικά και θεωρητικά πλεονεκτήματα.  Είναι νωρίς ακόμα να εξαχθούν συμπεράσματα εάν τα πρωτόκολλα ταχείας κατάψυξης είναι το ίδιο αποτελεσματικά όσο τα παλαιότερα πρωτόκολλα βραδείας κατάψυξης.       

Τα αρχέγονα ωοθυλάκια μπορούν να διαχωριστούν από την ωοθήκη με τη χρήση ενζύμων, αφού μικρές μονάδες ιστού κρυοσυντηρούνται καλύτερα από ολόκληρο τεμάχιο ιστού.  Η γονιμότητα είχε αποκατασταθεί μετά την απόψυξη και τη μεταφορά των αρχέγονων ωοθυλακίων σε ωοθήκες ποντικιών (Carroll & Gosden, 1993), όμως πολλά ωοθυλάκια χάθηκαν ή καταστράφηκαν.  Επίσης, μια και η συντήρηση των ωοθυλακίων in situ είναι αποτελεσματική (Hovatta et al., 1996; Newton et al., 1996), εάν απαιτούνται απομονωμένα ωοθυλάκια ο διαχωρισμός μπορεί να γίνει μετά την απόψυξη (Oktay et al., 1997).

Η πρώτη σημαντική επιστημονική δημοσίευση αφορούσε την κρυοσυντήρηση και τη μεταμόσχευση του ιστού της ωοθήκης προβάτου, κατά τις οποίες γεννήθηκαν υγιείς απόγονοι (Gosden et al., 1994).  Η ίδια ομάδα δημοσίευσε αργότερα την επιτυχή λειτουργία κρυοσυντηρημένου ιστού της ωοθήκης, μεταμοσχευμένου σε πρόβατο για δύο ολόκληρα χρόνια (Baird et al., 1999).  Στα ποντίκια τα ποσοστά γονιμότητας ήταν 50-75% μετά τη μεταμόσχευση του ιστού της ωοθήκης (Sztein et al., 1998; Gunasena et al., 1997a).  Προς το παρόν, δεν γνωρίζουμε εάν τα αποτελέσματα στους ανθρώπους θα είναι επιτυχημένα όσο στα πειραματόζωα.  Συνεπώς, η κρυοσυντήρηση της ωοθήκης και η μεταμόσχευση του ιστού θεωρούνται πειραματικές μέθοδοι μέχρι οι κλινικές έρευνες να αποδείξουν την επιτυχία αυτής της τεχνικής.  


Στο πλαίσιο των ερευνών για τη μεταμόσχευση του ιστού των ωοθηκών σε άλλο είδος, ανθρώπινος κρυοσυντηρημένος ιστός μεταμοσχεύτηκε σε ποντίκια SCID, στα οποία είχε γίνει καταστολή του ανοσοποιητικού συστήματος (Newton et al., 1996).  Ο ανθρώπινος ιστός των ωοθηκών ήταν βιώσιμος μετά τη μεταμόσχευση στα ποντίκια (Gook et al., 2001; Nisolle et al., 2000; Gunasena et al., 1997b).  Περισσότερα από το 70% των ωοθυλακίων επιβίωσαν μετά την κρυοσυντήρηση, την απόψυξη και τη μεταμόσχευση.         

3. Μεταμόσχευση ωοθηκών 

Η μεταμόσχευση της ωοθήκης σε πειραματόζωα έχει αποδειχτεί επιτυχής.  Έχουν χρησιμοποιηθεί νωπά και συντηρημένα μοσχεύματα και παρουσιάζουν επιτυχή ωοθυλακιογένεση, συνέχιση της φυσιολογικής ενδοκρινικής λειτουργίας, με φυσιολογική σύλληψη και γέννηση του εμβρύου (Oktay et al., 2000; Betaiwy et al., 2003; Salle et al., 2003; Vaird et al., 2004).  Το 1966, σε μία έρευνα που έγινε σε σκύλους, απομονώθηκαν τα αγγεία γύρω από τη μήτρα, επαναστομώθηκαν και η λειτουργία της μήτρας επανήλθε με αποτέλεσμα να δημιουργηθεί εγκυμοσύνη (Eraslan et al., 1966).  Από τότε έχουν γίνει διάφορες τροποποιήσεις στην τεχνική της μεταμόσχευσης μήτρας-ωοθηκών σε ποντίκια και άλλα ζώα με υψηλά ποσοστά επιτυχίας (Del Priore et al., 2002).  Τα μοσχεύματα περιλαμβάνουν λωρίδες φλοιώδους ιστού, τοποθετημένα ορθοτοπικά ή ετεροτοπικά.  Επίσης, περιλαμβάνουν ολόκληρη ωοθήκη και νωπό ή κρυοσυντηρημένο ιστό (Jeremias et al., 2002; Wang et al., 2002).               

Πολλές φορές η ωοθυλακιογένεση, η παραγωγή των ορμονών, κλπ. δεν συσχετίζονται με την επιτυχία, όταν αυτή ορίζεται ως η γέννηση των απογόνων (Aubard et al., 1999).  Ερευνητές ανέφεραν επιτυχή μεταμόσχευση στα ζώα, τα οποία όμως δεν μπόρεσαν να δώσουν απογόνους (Zakaria et al., 2001).              

Μικρά τεμάχια ιστού της ωοθήκης μεταμοσχευμένα ορθοτοπικά ή ετεροτοπικά είναι επαρκή για την ανάκτηση της ωοθηκικής λειτουργίας.  Ωστόσο, μερικοί ερευνητές υποστηρίζουν τη μεταμόσχευση ολόκληρου του οργάνου για την καλύτερη μακράς διαρκείας λειτουργία της ωοθήκης (Jeremias et al., 2002; Scott et al., 1981).

4. Προσωρινή μεταμόσχευση μεταξύ διαφορετικών ειδών

Η προσωρινή χρήση των ζώων ως ξενιστών για τη μεταμόσχευση των ανθρωπίνων ωοθηκών μπορεί να αποτελέσει εναλλακτική λύση στην κρυοσυντήρηση.  Με αυτό τον τρόπο εμποδίζεται η απώλεια ωοθυλακίων, η οποία είναι αναπόφευκτη κατά τη διάρκεια της κρυοσυντήρησης.  Η προσωρινή μεταμόσχευση προσφέρει διάφορα άλλα θεωρητικά πλεονεκτήματα, όπως ο συνεχής έλεγχος της κατάστασης του μοσχεύματος (Gunasena et al., 1998).  Οι δέκτες του μοσχεύματος ελέγχονται καθημερινά για την παραγωγή των οιστρογόνων, τα επίπεδα των γοναδοτροπίνων και άλλες παραμέτρους της λειτουργίας της ωοθήκης.  Εφόσον τα ποντίκια, που είναι ανοσοκατεσταλμένα, δεν παρουσιάζουν μεταστατικό καρκίνο μετά τη μεταμόσχευση είναι πιθανό το μόσχευμα να μην περιέχει κακοήθη κύτταρα, τα οποία θα μπορούσαν να επαναεισαχθούν στον δότη (Kim et al., 2001).  Περαιτέρω έρευνα όμως είναι απαραίτητη για την αποφυγή μετάδοσης ρετροϊών και άλλου είδους ιών από το ένα είδος στο άλλο.   

5. Αναπτυξιακή ικανότητα των ωαρίων μετά από την ετεροτοπική μεταμόσχευση του κρυοσυντηρημένου ιστού των ωοθηκών

Η κρυοσυντήρηση του ανθρώπινου ιστού των ωοθηκών επιτρέπει την ανάκτηση περίπου του 70% των κρυοσυντηρημένων αρχέγονων ωοθυλακίων (Smitz, 2004).  Τα αρχέγονα ωοθυλάκια είναι ο μοναδικός τύπος ωοθυλακίων που επιβιώνει την αποθήκευση στους -196 ºC (υγρό άζωτο).  Στη μεταμόσχευση η σημαντική απώλεια σε αρχέγονα ωοθυλάκια συμβαίνει κατά τη διάρκεια της αναγέννησης των αγγείων.  Ένα ώριμο και υγιές ωάριο είναι το τελικό στάδιο μιας πολύπλοκης διαδικασίας ανάπτυξης και διαφοροποίησης.  Επομένως, είναι μεγάλη πρόκληση η αντιγραφή της φυσιολογικής ωογένεσης και ωοθυλακιογένεσης στα μοσχεύματα που επιβιώνουν σε άλλα μέρη του σώματος ή σε τρυβλία καλλιέργειας.

Ο Kutluk Oktay και οι συνεργάτες του έδειξαν πρόσφατα και για πρώτη φορά ότι μπορεί να επιτευχθεί η δημιουργία ενός φυσιολογικού εμβρύου στον άνθρωπο μετά από την ετεροτοπική μεταμόσχευση του κρυοσυντηρημένου ιστού των ωοθηκών (Oktay et al., 2004).

Ο Oktay και η ομάδα του αφαίρεσαν λαπαροσκοπικά τη μία ωοθήκη από ασθενή 30 ετών με καρκίνο του μαστού.  O ιστός της ωοθήκης κρυοσυντηρήθηκε για 6 χρόνια, με τη χρήση του διμέθυλ-σουλφοξειδίου ως κρυο-προστατευτικού μέσου (Oktay, 2001) ακολουθώντας το πρωτόκολλο βραδείας κατάψυξης.  Μετά την ολοκλήρωση της χημειοθεραπείας και τη μεταμόσχευση μυελού των οστών, η έμμηνος ρήση της ασθενούς σταμάτησε και η εμμηνόπαυση επιβεβαιώθηκε από τα επίπεδα της ωοθυλακιοτρόπου ορμόνης (FSH).  Η μεταμόσχευση των 15 τεμαχίων ιστού έγινε στην περιοχή της κοιλιακής χώρας (Oktay et al., 2003; Oktay and Buyuk, 2003).  Η λειτουργία της ωοθήκης επανήλθε 3 μήνες μετά τη μεταμόσχευση, όπως φάνηκε από την ανάπτυξη των ωοθυλακίων και την παραγωγή των οιστρογόνων.  Κατά τη διάρκεια 8 μηνών η ασθενής υποβλήθηκε σε 8 διαδοχικές υποδόριες λήψεις ωαρίων, οι 6 μετά από τη διέγερση των ωοθηκών (Πίνακας 1).  Από τα 20 ωάρια που ελήφθησαν από τον μεταμοσχευμένο ιστό, μόνο τα 3 ήταν ώριμα για γονιμοποίηση και τα 5 καλλιεργήθηκαν in vitro με στόχο την ωρίμανση τους.  Μολονότι τα ώριμα ωάρια δεν γονιμοποιήθηκαν, τα 2 από τα ανώριμα ωάρια που ωρίμασαν in vitro μπόρεσαν να γονιμοποιηθούν με τη μέθοδο ICSI.  Ένα από τα έμβρυα παρουσίασε μη φυσιολογική μορφολογία και η ανάπτυξη του σταμάτησε στο στάδιο των τριών κυττάρων.  Η ανάλυση που έγινε σε 2 κύτταρα με τη βοήθεια του υβριδισμού φθορισμού in-situ (FISH) έδειξε ΧΧ έμβρυο με την παρουσία ανευπλοειδίας σε διάφορα χρωμοσώματα.  Το δεύτερο έμβρυο προχώρησε στο στάδιο των τεσσάρων κυττάρων σε 24 ώρες μετά το ICSI.  Το έμβρυο τότε μεταφέρθηκε στη μήτρα της μητέρας, χωρίς να προκύψει εγκυμοσύνη.

Επιπροσθέτως των φυσιολογικών μορφολογικών ευρημάτων, το ποσοστό των in vitro ωριμαζόντων και αναπτυγμένων εμβρύων σε στάδιο τεσσάρων κυττάρων συμφωνεί με τη βιωσιμότητα του εμβρύου (Veeck, 1999; Claman et al., 1987; Lewin et al., 1994; Zhu et al., 1997).  Τα αποτελέσματα επίσης επιδεικνύουν ότι παρόλο που η παραγωγή των οιστρογόνων είναι ομαλή, η ποιότητα των ωαρίων μπορεί να έχει επηρεαστεί αρνητικά από την ετεροτοπική τοποθέτηση.  Οι μεταβολές στην ποιότητα των ωαρίων ενδεχομένως να οφείλονται στη διαδικασία της κρυοσυντήρησης, της απόψυξης και της αρχικής ισχαιμίας του ιστού της ωοθήκης μετά τη μεταμόσχευση (Baird et al., 1999).  Η ποιότητα των ωαρίων μπορεί να μεταβάλλεται λόγω των διαφορών της θερμοκρασίας και της ροής του αίματος στο υποδόριο περιβάλλον, συγκριτικά με την τοποθέτηση του ιστού στην κοιλιακή χώρα (ορθοτοπική τοποθέτηση).  Εάν αυτό συμβαίνει, όσο περισσότερο αναπτύσσονται τα ωοθυλάκια πριν την ωοληψία, τόσο αυξάνονται οι πιθανότητες να επηρεαστεί αρνητικά η ποιότητα των ωαρίων.  Η υπόθεση αυτή υποστηρίζεται από το γεγονός ότι το μοναδικό βιώσιμο έμβρυο που δημιουργήθηκε προήλθε από ένα ανώριμο ωάριο (σε στάδιο Πρόφασης), το οποίο παρελήφθη από ένα μικρό γραφιανό ωοθυλάκιο.  Αντιθέτως, ένα έμβρυο με μορφολογικές ανωμαλίες δημιουργήθηκε από ένα ωάριο ενός μεγαλύτερου ωοθυλακίου που ωρίμασε από το στάδιο της Μετάφασης Ι.  Τα ώριμα ωάρια δεν ήταν δυνατόν να γονιμοποιηθούν.  Εξαιτίας αυτής της διαφοράς, η ωοληψία των ανώριμων ωαρίων από τα μικρότερα ωοθυλάκια, ακολουθούμενη από την ωρίμανση in vitro, μπορεί να αποτελέσει καλύτερη προσέγγιση με σκοπό να διατηρηθεί η ικανότητα γονιμοποίησης.         

	Λήψη


	Δόση (FSH/HMG) (IU) και διάρκεια διέγερσης
	Υψηλότερη τιμή οιστραδιόλης (pmol/L)
	Μέγεθος ωοθυλακίου (mm)
	Ωάριο

	1
	Καμία
	888
	10.9
	Ανώριμο (στάδιο Πρόφασης)

	3
	3675/2175,

13 Ημέρες
	980
	14.2

10.7

8.9

7.3
	Κατεστραμμένη διαφανής ζώνη

Εκφυλισμένο

Ανώριμο (στάδιο Πρόφασης)

Κατεστραμμένη διαφανής ζώνη

	4
	Καμία
	1093
	9.1
	Κατεστραμμένη διαφανής ζώνη

	5
	3225/1725,

11 Ημέρες
	2257
	14.5

13.1

9.5

6.4
	Κατεστραμμένη διαφανής ζώνη

Ανώριμο (στάδιο Μετάφασης Ι)

Κατεστραμμένη διαφανής ζώνη

Ανώριμο (στάδιο Πρόφασης)

	6
	2025/2475,

10 Ημέρες
	1868
	12.8

10.8

8.4
	Ώριμο

Κατεστραμμένη διαφανής ζώνη

Κατεστραμμένη διαφανής ζώνη

	7
	2100/2400,

10 Ημέρες
	921
	11.8

10.0

6.7
	Ώριμο

Ανώριμο (στάδιο Πρόφασης)

Εκφυλισμένο

	8
	2025/1500,

10 Ημέρες
	987
	11.0

9.9

9.8

6.4
	Εκφυλισμένο

Ώριμο

Ανώριμο (στάδιο Πρόφασης)

Ανώριμο (στάδιο Πρόφασης)


Πίνακας 1
Τύπος της ορμονικής διέγερσης που χρησιμοποιήθηκε, διάρκεια του πρωτοκόλλου, υψηλότερη συγκέντρωση της οιστραδιόλης και μέγεθος των ωοθηκών κατά την ημέρα παροχής της Human Chorionic Gonadotropin καθώς επίσης και έκβαση της λήψης των ωαρίων από το μόσχευμα της ωοθήκης (Oktay et al., 2004).  Κατά τη δεύτερη λήψη δεν βρέθηκαν ωάρια. 

Έχει αποδειχτεί πως τα ωάρια των θηλαστικών είναι ικανά να ωριμάσουν in vitro με τη χρήση του κατάλληλου μέσου (Edwards, 1965).  Ο Cha και οι συνεργάτες του ήταν οι πρώτοι που ανέφεραν ότι τα μη-ώριμα ωάρια από τις μη-διεγερμένες ωοθήκες μπορούν να ωριμάσουν in vitro και στη συνέχεια να γονιμοποιηθούν (Cha et al., 1991). 

Τα αποτελέσματα του Oktay και των συνεργατών επίσης δεικνύουν ότι τα ωοθυλάκια δεν μεγαλώνουν κατά το ίδιο μέγεθος σε ετεροτοπικές τοποθεσίες σε σύγκριση με την τοποθέτηση στην κοιλιακή χώρα (Oktay and Karlikaya, 2000).  Το γεγονός αυτό συμφωνεί με τα ευρήματα των προηγούμενων πειραμάτων με μεταμόσχευση σε άλλο είδος (Oktay et al., 1998).  Η ωρίμανση των ωαρίων φαίνεται ότι επιτυγχάνεται όταν τα ωοθυλάκια είναι σε διάμετρο 10-11 χιλιοστά, σε αντίθεση με εκείνα των 16-17 χιλιοστών σε ορθοτοπικές ωοθήκες (Scott et al., 1989).  Τα ευρήματα του Oktay δείχνουν ότι η γονιμότητα και η ενδοκρινική λειτουργία της ωοθήκης μπορούν να διατηρηθούν στις γυναίκες από μία μακράς χρονικής διάρκειας κρυοσυντήρηση και φύλαξη του ιστού των ωοθηκών σε τράπεζα κρυοσυντήρησης των ιστών.  Επειδή η πιθανότητα για κύηση με έμβρυο που προέρχεται από in vitro ωρίμανση ενός ωαρίου κυμαίνεται από 6-12% (Veeck, 1990), πιθανόν να χρειάζονται πολλές προσπάθειες ή σύγχρονη εμβρυομεταφορά πολλών εμβρύων, ώστε να επιτευχθεί μία κύηση.             

Η αποτελεσματικότητα της μεθόδου του Oktay επάνω στην ετεροτοπική μεταμόσχευση δεν έχει ακόμα επιβεβαιωθεί με τη γέννηση υγειούς παιδιού.  Ταυτόχρονα με όσα έχει δείξει η μεταμόσχευση του ανθρώπινου ιστού σε άλλο είδος, ωάρια ικανά να ολοκληρώσουν τη μείωση μπορούν να αναπτυχθούν εκτός της ωοθήκης χωρίς να αλλάξει ο ρυθμός του βιολογικού τους ρολογιού (Gook et al., 2001).  Η θέση του μοσχεύματος μπορεί από μόνη της να επηρεάσει την αποκατάσταση και ατρησία των ωοθυλακίων.  Η λειτουργικότητα του μοσχεύματος φαίνεται οτί είναι εξαρτώμενη από το αρχικό απόθεμα των αρχέγονων ωοθυλακίων, των ωοθυλακίων που επιβιώνουν από τη μεταμόσχευση και από τις συνθήκες εις τον τόπο της μεταμόσχευσης.  Οι συνθήκες επηρεάζουν τα ωοθυλάκια που θα αποκατασταθούν.

Ο Oktay και οι συνεργάτες του, στα πειράματα που αναφέρονται στον Πίνακα 1, υπέδειξαν ότι μέσα σε 8 μήνες μπόρεσαν να ανακτηθούν 20 ωάρια από ωοθυλάκια με το μισό μόνο μέγεθος των κλασσικών ώριμων ωοθυλακίων.  Πρέπει να μελετηθεί κατά πόσον οι μεταβολές στην αγγείωση σε συνδυασμό με τη διαθεσιμότητα των θρεπτικών ουσιών, των ορμονών και του οξυγόνου, θα επηρεάσουν την ανάπτυξη των ωαρίων.  Οι αλλαγές στη θερμοκρασία και την πίεση στο υποδόριο περιβάλλον μπορούν να επηρεάσουν τα ωάρια.  Γνωρίζοντας ότι κάθε ωάριο φτάνει σε πλήρη ωρίμανση σε σταθερό χρονικό διάστημα και λαμβάνοντας υπόψιν τον μη συγχρονισμό στην αποκατάσταση των ωοθυλακίων από το απόθεμα της γυναίκας, η γνώση των σταδίων της ωρίμανσης των ωαρίων είναι απόλυτη απαίτηση για τη φυσιολογική γονιμοποίηση και την ανάπτυξη του εμβρύου (Smitz and Cortvrindt, 2002).  Η περαιτέρω τελειοποίηση των διαδικασιών της καλλιέργειας των ωαρίων για την ωρίμανση in vitro θα βελτιώσουν τα στάδια της ωρίμανσης των ωαρίων, προς όφελος των ασθενών με μόσχευμα.  

Κατά τη διάρκεια συγγραφής του κεφαλαίου αυτού υπήρξε ανακοίνωση από μία ομάδα ερευνητών σχετικά με την επίτευξη κύησης μετά από τη μεταμόσχευση ιστού των ωοθηκών.  Η ανακοίνωση έγινε από τον καθηγητή Jacques Donnez και την ομάδα του (Universite Catholique de Louvain, Brussels) στο 20o Ετήσιο Συνέδριο της Ευρωπαϊκής Κοινότητας Ανθρώπινης Αναπαραγωγής και Εμβρυολογίας (ESHRE), που πραγματοποιήθηκε στο Βερολίνο της Γερμανίας (27η Ιουνίου - 30η Ιουνίου 2004) (Dolmans et al., 2004).  Πιο συγκεκριμένα, αναφέρθηκε πως το 1997 έγινε διάγνωση προχωρημένης μορφής λεμφώματος Hodgkin’s σε μία γυναίκα, που σήμερα είναι 32 ετών.  Πρίν τη χημειοθεραπεία, αφαιρέθηκε και κρυοσυντηρήθηκε ιστός από τη μία ωοθήκη της ασθενούς, ενώ η δεύτερη ωοθήκη παρέμεινε μέσα στο σώμα.  Τον Απρίλιο του 2003, που η ασθενής θεραπεύτηκε από τον καρκίνο, έγινε μεταμόσχευση του ιστού της ωοθήκης που είχε κρυοσυντηρηθεί.  Τέσσερις μήνες αργότερα επανήλθε η φυσιολογική λειτουργία της ωοθήκης και η γυναίκα είναι έγκυος.

Δεν έχει γίνει σαφές εάν το ωάριο προήλθε από το μεταμοσχευμένο ιστό ή εάν η ωοθήκη που παρέμεινε μέσα στο σώμα άρχισε πάλι να λειτουργεί.  Έχει αναφερθεί η επαναλειτουργία της ωοθήκης μετά από θεραπεία για τον καρκίνο∙ στην περίπτωση λοιπόν της ασθενούς από το Βέλγιο η κύηση μπορεί να μην προήλθε από το μόσχευμα.  Έτσι, δεν υπάρχουν αρκετές αποδείξεις ότι η μεταμόσχευση του κρυοσυντηρημένου ιστού της ωοθήκης μπορεί να είναι επιτυχής για τη επίτευξη κύησης.           
Πριν να εφαρμοστεί κλινικά η μέθοδος της μεταμόσχευσης του κρυοσυντηρημένου ιστού των ωοθηκών χρειάζονται περισσότερα επιστημονικά δεδομένα (Sale et al., 2003).  Οι μέθοδοι καταψύξεως-αποψύξεως χρειάζεται να βελτιωθούν και να ερευνηθεί ο περιορισμός του ισχαιμικού τραυματισμού κατά τη μεταμόσχευση.       
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