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Idén, 2018-ban tinnepli negyvenedik sziiletésnapjat a vildg elsé ,lombik” gyermeke, Louise Joy Brown, maga a mesterséges
megtermékenyités hajnala pedig még korabbra, kdzel hatvan évvel ezel6ttre tehetd. Az ez 6ta eltelt idészakban szémos,
jelent6s fejlédésen ment keresztiil az in vitro fertilizacié. Kezdetben, hogy noveljék a teherbeesési esélyeket, jellemzéen
3-4 embri6 keriilt visszahelyezésre. Ezzel ellentétben napjaink egyik legfébb térekvése, hogy minimalizéljuk a beultetésre
kerll6 embridk szamat, elkeriilendd az ikerterhesség kialakuldsanak kockazatat. Ez azonban csak ugy lehetséges, ha minél
mélyebb betekintést nyeriink az embridk genetikai, molekularis és biokémiai folyamataiba, hogy kivalaszthassuk azt az
(egy) embriot, amelyet visszalltetve a legnagyobb a teherbeesés esélye. Kozleményiink célja, hogy bemutassuk az elmult
évtizedek vivmanyait, ,trendjeit” az embridszelekcié teriiletén, megemlitve azok elényeit, hatranyait, potencialis etikai
vonatkozésait.
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Embryo selection: overview of the last 40 years

In this year — in 2018 - there is the 40" anniversary of the birth of first child, Louise Joy Brown, born from in vitro fertilization
(IVF). The dawn of IVF was a little earlier, approximately sixty years ago. During this time, IVF has gone through several
significant developments. At an early stage, usually 3-4 embryos were transferred to increase the chance of pregnancy. In
contrast with this, the most important effort of present days to reduce the number of transferred embryos, in order to
minimize the incidence of twins and related risks. This can be performed by the holistic cognition of genetic, molecular and
biochemical backgrounds of embryos; it may help us to choose that embryo (only one) which gives the greatest chance to
obtain pregnancy. The aim of the present study was to introduce the most important achievements and trends of embryo

selection in the last few decades including their advantages, disadvantages and their potential ethical concerns.
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Bevezetés

1959-ben, Min Chueh Chang volt az els6, aki mesterséges
megtermékenyitéssel probalkozott allati modellszervezete-
ken, majd pedig Gjabb hét évbe telt, mig Edwards és mun-
katdrsai (1966) publikaltdk az els6 sikeres emberi petesejt
megtermékenyitését [1]. Az elsé human terhesség, amelyet
asszisztalt reprodukcios technikak (ART) segitségével sike-
rilt elérni, Ausztralidban tortént, azonban ennek a probal-
kozasnak vetélés lett a vége [2]. Mintegy negyven éve, 1978.
julius 25-én, az angliai Oldhamben sziiletett meg a vildgon
az els6 ,lombikbébi”, Louise Joy Brown [3]. Magyarorszagon
pedig valamivel kevesebb, mint 11 évvel késébb, 1989. ma-
jus 24-én jott vilagra az els6 in vitro fertilizaciobol (IVF)
fogant gyermek.

Annak ellenére, hogy kozel 60 éves multra tekint vissza
az ART térténete, a mai napig sincs olyan 100%-os méd-
szer, amellyel garantalni lehetne a terhesség sikerességét. Az
asszisztalt reprodukci6 korai id6szakaban alacsony terhes-
ségi ardnyokra lehetett szamitani. A terhességi ratak eme-
lésére ebben az iddszakban az egyediili lehet6ség az volt,
hogy egyszerre t6bb embrid keriilt visszahelyezésre, jellem-
z8en 3-4. A tobb embrié visszahelyezése a javulo terhessé-
gi ardnyok mellett azonban jelent6sen névelte az iker-, sok
esetben a tobbes ikerterhességek szamat. A technika fejlé-
dése egyben azt is eredményezte, hogy ma mér 3-4 emb-
ri6 visszahelyezésére nincsen sziikség. Megjegyzendd, hogy
hazankban a térvényi szabdlyozas nem kovette a technikai
fejlédést: napjainkban is 3, illetve specidlis esetekben akar
4 embrié visszahelyezése is megengedett. Habar a beiilte-
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tett embriok szdmdval aranyosan nének a teherbeesési esé-
lyek, azonban ezzel parhuzamosan né az ikerterhesség koc-
kazata is, amelynek kovetkeztében az anyai- és a magzati
kockazat is nd. Valamennyi sziilész-négydgyasz szamara is-
mert a Hellin-szabaly, amely az ikerterhességek gyakorisa-
gat mutatja. Minden n szamu sziilésre jut egy ikerterhesség,
n? sziilésre egy harmas ikerterhesség és n® sziilésre pedig
egy négyes ikerterhesség. Hazankban az n értéke 1996-ig
nem valtozott, atlagosan 89 volt. Az asszisztalt reprodukcids
modszerek elterjedésével az n érték folyamatosan csokkent,
mélypontjat 2007-ben érte el, ekkor 55 volt. Az elmult 10
évben lassu javulas kovetkezett be, de az n érték tovabbra
is 60 kortl van [4]. Az asszisztélt reprodukcids technikak
fejlédésével napjainkban mar egy darab haromnapos emb-
ri6 visszaiiltetésével 10-30% koriili klinikai terhességi ratara
lehet szamitani; egy darab, 6tnapos blasztociszta visszahe-
lyezés esetén pedig 40-60% koriili eredményességre [5-9].
A lombikkezelések sikeressége tobb tényez6tdl fiigg:

a helyesen kivitelezett petefészek-stimulaciotol,

a petesejt megtermékenyitésének technikajatol,

a tenyésztd tapoldat osszetételétdl,

a megfelel6 mikromanipulaci6tdl és embridtranszfert6l,

végill pedig a megfelelé6 embridszelekcidtdl [5].

Az utébbi id6ben az embridk megfigyelésében és a be-
iltetésre kertild embrié(k) kivilasztdsdban vallott nézetek
nagymértékben megvaltoztak. Mind az allatokon végzett
modellkisérletek, mind pedig a human klinikai vizsgalatok
arra a kérdésre keresik a vélaszt, hogy hogyan valasszuk ki
azt az egy darab embriot, amelyet betiltetve a teherbeesési
esélyek novelhetéek. Ezek a kutatdsok alapvetSen két célt
szolgalnak. Egyrészt a visszatiltetésre alkalmas embridk mi-
ndségérol és az adott embridhoz tarsitott terhességrol nyu;-
tanak informaciét, masrészt pedig igyekeznek a beiiltetésre
keriilé embriok szamat minimalizalni (eSET: elektiv egyes
embriétranszfer). Tovabb bonyolitja a dolgot a betegek ab-
béli hibas meggy6z6dése, hogy egy embri6 visszahelyezé-
sével csokkennek az esélyeik. Figyelmen kiviil hagyjak, il-
letve, sok esetben nem is tudnak arrol, hogy egy eSET-nél
az élvesziiletési arany magasabb lehet, mint egy nemelektiv,
két embriéval végrehajtott transzfernél. Kozleményiink cél-
ja, hogy az aldbbiakban bemutassuk az utébbi 40 év legfon-
tosabb ,,trendjeit” az embridszelekcid terén.

Morfolégian alapulé osztalyozasi rend-
szerek

Tisztan morfolégiai osztalyozas

Az embriok vizualis - azok fejlédésén és morfoldgidjan ala-
puld - osztélyozdsa a mai napig a legszélesebb korben elter-
jedt mindsitési rendszer, amelybdl a vildgon tobb elfogadott
rendszer is 1étezik (CES, CSS, D3EQ, Gardner-skala, SART-
rendszer stb.) [7, 10-12].

Minden j6 mindségli embrid egy jo mindségl pete-
sejttel indul. Petefészek hiperstimulacid esetén, a leszivott
petesejtek dtlagosan 85%-a termékenyitésre alkalmas dn.

Maté Gabor és mtsa

Polaris test

+ « Perivitellinaris tér

1. abra. Petesejt az MIl fazisban (Maté Gabor)

érett dllapotban van (metafazis II; MII). A cumulus sej-
tek eltdvolitdsa utan a MII petesejtek egy darab jol latha-
to polaris testet (PB) tartalmaznak a perivitellinaris tér-
ben (PVS) (1. dbra). A petesejtek kb. 10%-a Gn. germilalis
vezikula (GV; elsé meiotikus osztddas profazis I), amely egy
intracitoplazmatikus sejtmagot tartalmaz, PB-t viszont nem.
Végiil pedig, 5%-os el6forduldssal, nem figyelheté meg sem
PB, sem pedig intracitoplazmatikus sejtmag. Az ilyen pe-
tesejteket éretlen (metafézis I, MI) petesejtnek nevezziik.
Megemlitend6k még az drids petesejtek is, amelyek bar ki-
nézetre teljes mértékben az MII petesejtekre hasonlitanak,
azonban méretiiket tekintve lényegesen nagyobbak, mivel a
normdlis kromoszémaszam dupldjat tartalmazzak [13].
16-19 6raval az intracitoplazmatikus spermiuminjektalds
(ICSI) utdn - megfelel6en termékenyiilt petesejtek esetén —
a zigotak két pronucleust (PN) tartalmaznak, amelyek ko-
zill az egyik a petesejt, membrannal koriilvett haploid kro-
moszéma-készletét tartalmazza; a masik pedig a spermium
fejének dekondenzalddott kromatin allomanyat. IVF ese-
tén a PN-ek megjelenése mintegy 4 6raval késébbre tehetd.
A PN-ek megjelenésével parhuzamosan, a petesejt maso-
dik meiotikus osztéddsanak koszonhetéen, megfigyelhetd
a masodik PB (idealis esetben az els PB kornyezetében). A
zigotak osztalyozasanal fontos paraméter a
PN-ek mérete. Normalis esetben kozel azonos méretii-
ek, vagy csak kis kiilonbség figyelhet6 meg. Amennyiben
nagy kiilonbség tapasztalhato, akkor valészintisithet6 va-
lamilyen kromoszomalis rendellenesség, mint példaul az
aneuploidia [14].
Masodik klasszifikéciés szempont a PN-ek lokalizacid-
ja. Normdlis elhelyezkedésrél akkor beszélhetiink, ami-
kor a citoplazma kézepén, mintegy érintkezve, egyvonal-
ban, appoziciéban vannak a PN-ek. Ha az elhelyezkedés
acentrikus, vagy a két PN egymastol tavol talalhato, akkor
az valamilyen termékenytilési rendellenességet jelenthet.
A PN-eken beliil helyezkednek a nukledris prekurzor
testek (NPB). Ezek olyan sejtmagi organellumok, ame-
lyekben a meidzishoz és a sejtosztédashoz szitkséges
preriboszomalis RNS-ek szintetizalédnak. Idedlis eset-
ben a szamuk 3 és 10 kozé teheté mindegyik PN-ben,
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2. abra. Zigétak klasszifikacios rendszere, Scott és munka-
tarsai (2000) nyoman

és a maximalis kiillonbség a két PN kozott 1 és 3 kozott
helyezkedik el [15]. A NPB-t osztdlyozva a zigotak négy
csoportba kiilonithet6ek el (Z1, Z2, Z3, Z4). Z1 és Z2
képviseli a normalis sejtmag-morfologiat, mig Z3 és Z4
az abnormalist. A legjobb értéknek a Z1-kategoria te-
kinthetd, ahol a PN-ek és a NPB-k egyenld méretiiek és
az NPB-k polarizalt elhelyezkedéstiek, valamint egyen-
16 szamban vannak jelen. A masodik legjobb kategoria
a Z2, amelynél a PN-ek és NPB-k egyenlé méretiiek és
az NPB-k egyenld szamban vannak jelen, azonban azok
elhelyezkedése nem polarizalt. A Z3 és Z4 osztalyok ald
tartozé zigétakban vagy eltéré méretiiek a PN-ek és/
vagy az NPB-k; vagy nagymértéki eltérés tapasztalhatd
az NPB-k szamaban, az egyes PN-ben; vagy pedig a PN-
ek nincsenek appozicidban (2. dbra).

Mind a petesejtekben, mind pedig a zigétakban el6for-
dulhatnak vakuélumok, amelyek membrannal kériilvett

Abnormalis
osztédas

Normal osztédas

3. dbra. Blasztomerek normalis és abnormalis osztéodasa-
nak sematikus abraja (Maté Gabor)

Maté Gabor és mtsa

citoplazmatikus PVS-zarvanyok. Szamuk és méretiik val-

toz6, azonban a nagyméretli vakudlumokat tartalmazd

zigotak nagy gyakorisaggal mutatnak hibds sejtosztodast

[16].

Mind a zigétak esetében, mind pedig a petesejteknél — a

vakuolaltsagon feliil - megfigyelhetek egyéb citoplazma

abnormalitasok. Normal esetben a citoplazma homogén
kozeget képez, azonban heterogén, szemcsés, granulalt
allapot is ismert, amelynek fejlédésre, bedgyazddasra

gyakorolt hatdsa egyel6re nem teljesen tisztazott [17].

A termékenyiilés ellendrzését kovetéen, hogy elkeriil-
juk a potencidlis kromoszéma-rendellenességek egy ré-
szét, a masodik napon célszer(i a preembridt alkot6 sejtek
(blasztomerek) nukledltsaganak ellendrzése. A zigdta (2PN)
allapotot kovetden, a mitdzissal osztéd6é embrié minden
sejtje normalesetben egyetlen egy darab sejtmagot tartal-
maz. Amennyiben valamilyen zavar tdmad a sejtosztodas-
ban, akkor a sejt(ek) egynél tobb sejtmagot fog tartalmazni.
Ez az éllapotot multinukledlt allapotnak nevezziik (3. dbra)
[18]. Amennyiben multinuklealt dllapotot tapasztalunk akdr
2, akar 3 napos fejlettségi allapotnal, akkor célszer(i azt fel-
jegyezni és az embridtranszfernél figyelembe venni, mert ez
jelenthet akar sejtmagfragmentaciot vagy hibas kromoszo-
ma-szegregaciot [19]. A zigota allapot ellendrzését kovetSen
a sejtek in vitro osztéddsanak osztalyozasara keriil sor, ame-
lyet végrehajthatunk a masodik, a harmadik, a negyedik, az
6todik, illetve némely esetben a hatodik napokon egyarant.
A masodik és harmadik napon torténé klasszifikacié alap-
vetéen harom paramétert vizsgal:

a blasztomerek szamit,

a blasztomerek méretét,

valamint az embriok fragmentaltsagat.

Tovabba ez kiegészithet6 a fentebb ismertetett va-
kuolizltsag, granulaltsag és multinukledltsag ellendrzéssel.
Az idedlis osztodasi mintazat alapjan az embridk 4 sejtet
tartalmaznak a masodik napon, és 8 sejtet a harmadikon.
Azonban megfigyelhetSek ettdl eltéré szamok is. P. 6-8 sejt
a masodik napon, vagy 10-12, de akér 16 sejt a harmadik
napon. Negativ irdnyban is tapasztalhat6 eltérés: pl. 2 sejt
a masodik napon, illetve 5 sejt a harmadikon (4. dbra). Az
ilyen jellegti, kevesebb sejttel rendelkezd, aszinkron embri-
oOkat lehetGség szerint nem vélasztjuk ki embri6transzfer-
re. A méasodik paraméter, amellyel kategorizdlhatunk egy
embridt, a blasztomerek mérete. A méret, illetve az aktualis
sejtszam kozott szoros korrelacio figyelhetd meg. 2-4-8 sejt
esetén, a balsztomerek mérete idedlis esetben megegyezik.
Aszinkron osztddas esetén, pl. a 6 blasztomert tartalmazo
preembrié szintén jo mindségiinek mondhatd, amennyiben
az 2 nagyobb és 4 kisebb sejtet tartalmaz, ugyanis ebben az
esetben 4 db, a harmadik osztéddson atesett sejtet lathatunk;
illetve 2 db, még osztodas elétt allot. A 7 sejtes embrioknal
ugyanez a logika alkalmazhaté: 6 kisebb, mar osztodott; és 1
nagyobb, amely még nem tette ezt meg [20]. Végiil a harma-
dik tulajdonsag, amellyel a preembridkat osztalyozhatjuk,
az embrid fragmentaltsdga, amely kisebb, anuklealt, tehat
sejtmagot nem tartalmazo térmeléket jelent a blasztomerek
kozott. Azon embridk, amelyek nem, vagy csak elhanyagol-
haté mértékben tartalmaznak fragmentumokat, azok im-
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4. abra. 2-, 4-, 6- és 8 sejtes preembriék (Maté Gabor)

plantacids képessége nagyobb, szemben a fragmentalt emb-
ridkkal. Minden embrié harom karakterrel irhato le: az el-
s6 karakter a sejtszamot jel6li, a masodik a blasztomerek
szimmetridjara utal (A: egyenld, B: egyenl6tlen, C: citoplaz-
ma abnormalitdsok), a harmadik karakter pedig az embrio
fragmentaltsdgat (1: nincs fragmentdcio, 2: fragmentacid
<20%, 3: fragmentacié 20-50%, 4: fragmentacié >50%).
Ennek megfelelden az optimalis mindségt embrid a har-
madik napon 8Al1 (5. dbra) [5].

Amennyiben negyedik napon torténik az embrio-
transzfer, és a blasztomerek kozotti hatdr mar nem rajzo-
l6dik ki rendesen, akkor kompaktalédé embriorol (C1),
moruldrol beszéliink, ha pedig teljesen eltlint mar, akkor
kompaktalodott (C2). Némely esetben mér a harmadik

napon is megfigyelhet6 a jelenség, ekkor a kompaktéltsag

feltlintetése plusz informacidval szolgalhat (6. dbra) [20].

Blasztociszta dllapotban hdrom paramétert rogzitiink: a

blasztociszta fejlettségi allapotat, az embriécsomo fejlett-

ségét, illetve a trofoblaszt réteg allapotat (7. dbra) [21]. A

blasztocisztak fejlettsége tulajdonképpen a kozponti iireg-

nek, a blasztocolnek a méretét, valamint a peteburok intakt-
sagat (hatchingel6dott-e a blasztociszta vagy sem) jelenti.

Ez alapjan hat fejlettségi allapotot killonboztethetiink meg:

1 ablasztociszta tirege nem éri el az embrid térfogatanak a
felét;

2 ablasztoc6l meghaladja az embrié térfogatanak felét;

3 ablasztocdl teljesen kitolti az embriét. Amennyiben egy
embri6 idedlisan fejlddik, akkor az 6todik napra ezt a
harmadik fejlettségi kategoriat el kell érnie.

4 Az embriénak méretbeli novekedése figyelhet6 meg, az
embrio6t koriilolels zona pellucida pedig elvékonyodik;

5 azona pellucida felreped (hatching), és a trofoblaszt né-
hény sejtje kitiiremkedik azon;

6 az embrio teljes egészében kikeriil a zona pellucida-n ki-
viilre.

Az embridcsomot, felépitése alapjan 4 csoportba sorol-
hatjuk:

A az embridcsomét sok sejt alkotja, amelyek szorosan he-
lyezkednek el;

B az embriécsomot sok sejt alkotja, sejtjei laza csoportot
képeznek;

C az embridcsomo kevés sejtbdl all;

D embriécsomd nem lathatd.

A trofoblaszt osztalyozasara hasonld jel6lés alkalmazha-
to:

A atrofoblaszt sok sejtbdl 4ll, 6sszefiiggd réteget alkotva;

B a trofoblasztot mar kevesebb sejt alkotja, laza réteget al-
kotva;

C kevés, nagyméreti sejtbdl all a trofoblaszt réteg;

A B

Egyenlé méretd blasztomerek Nem egyenl6 méretti blasztomerek

C

Citoplazma defektusok

4
Fragmentaci6 > 50%

5. abra. Preembriok klasszifikacidja a blasztomerek mérete és a fragmentaltsag alapjan (Baczkowski és munkatarsai 2004)
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6. abra. Kompaktal6dé (C1) és kompaktalédott (C2) morula
(Maté Gabor)

D abnormidlis trofoblaszt, lathaté sejt nélkil [5, 12, 22, 23]

(8. dbra).

A SART-rendszer értelmében, az embridcsomét
és a trofoblaszt sejteket értékelve - legalabb 3-as érté-
ki blasztociszta esetében — AA és AB a jo mindségl
blasztociszta; BA, BB és BC a kdzepes mindségtiek; CB és
CC pedig a gyenge mindségt embriok [23].

Dinamikus morfoldgiai osztalyozas - Time-lapse

A time-lapse képalkotds egy ugyancsak morfoldgiai értéke-
lésen alapuld embridszelekcids technika. A sejtek tenyészté-
se soran — meghatarozott id6k6zonként — tobb ezer fot6 ké-
szill az 0szt6d6 embridkrdl, amely kés6bb szoftveresen egy
videdba Osszeftizhet6, és kiértékelhetd a fentebb ismertetett
morfologiai paramétereket alapul véve. A technika el6nye,
hogy akar a termékenyitést6l egészen az embridtranszferig
zavartalanul fejlddhetnek a sejtek, hiszen t6bb gyarto is for-
galmaz kifejezetten erre a célra specialis tapoldatokat. Tobb
elénye is van a mddszernek.

Az allando szoftveres megfigyelésnek kdszonhetGen nem
sziikséges a sejtek inkubatorbol torténd tobbszori kivéte-
le, amellyel kiilonféle stresszfaktoroknak tennénk ki az
embridkat (h6mérsékletvdltozas, gazkoncentracié meg-
valtozasa, fényhatas) [24].

« Ezaltal id6t és energiat spérolhat meg az embrioldgus.

Trofoblaszt sejtek
Blasztocol

J

Embriécsomo

7. abra. Az 6tnapos blasztociszta felépitése (Maté Gabor)
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+ Végil talan a legfontosabb, hogy olyan osztddasi rendelle-
nességeket is megfigyelhetiink, amelyet mds esetben nem.
Ez az 1-3 sejtosztddas. Normalis esetben egy sejtbdl kettd

lesz, kett6bdl négy, négybdl pedig nyolc, tehat duplazodik a

sejtszam (nem feltétleniil szinkron a sejtosztddas). Azonban

az is megtorténhet, hogy egy sejt haromfelé osztédik és nem

kétfelé, ami kromoszomdlis rendellenességekre utalhat. A

time-lapse megfigyelés alkalmazasaval az ilyen embri6 visz-

szahelyezése kikiiszobolheté [25, 26]. Mindazonaltal meg-
emlitendd, hogy egyetlen egy szakirodalmi adat sem ta-
masztja egyértelmiien ala, hogy szignifikinsan emelkedne
az implantdcids rata, vagy az élve sziletési rata a time-lapse
technikénak koszonhetden [27].

Biokémiai és immunoldgiai paramétere-
ken alapul6 osztalyozasi rendszerek

Oxigénfelvétel

Mint minden aerob szervezetnek, igy a human embridknak
is sziikségiik van oxigénre az életmiikodéseikhez. A felvé-
telre keriild oxigén a mitokondrialis 1égzés és az oxidativ
foszforilacié soran keriil hasznositasra, amely folyamat so-
ran energia (ATP) termelédik. Ennek a folyamatnak kdszon-
het6en az embridk oxigénfelhasznaldsa lehetGséget nyujt-
hat az embridk minéségbeli osztalyozasdhoz. Sakagami és
munkatdrsai 2015-ben publikélt tanulmanya alapjan a ser-
tésembriok fejlettségével (kompaktidlédott morula, korai
blasztociszta, blasztociszta, expandalddott blasztociszta és
hatchingel6dott blasztociszta) egyenes aranyban novekszik
azok oxigénfelvétele is. Ezen feliil megfigyelték, hogy az ala-
csony oxigénfelvételli embridk visszatiltetését kovetéen mind
a klinikai, mind pedig a biokémiai terhességi rata nulla volt,
szemben a magas oxigénfelvétel(i embriokkal [28]. Tobb
esetben is hasonl6 megfigyeléseket publikaltak [29, 30].

Gliik6zhasznositas

Az elébbiekben ismertetett oxigénhasznositds f6
szubsztratja valamilyen cukor. Az embrionalis fejl6dés el-
s6 harom napjaban ez alapvetden piruvat és tejsav, majd
pedig a kompaktalodastol kezd6dGen ezt a szerepet atve-
szi a glitkoz. Ennek koszonhetéen az embridk (morula és
blasztociszta dllapotokban) gliikdz felvétele is lehetséges
mérd szama az embriok mindségének. Kisérletes eredmé-
nyek igazoljak, hogy egy embri¢ visszahelyezését kovetden,
a pozitiv klinikai terhes csoportban szignifikinsan maga-
sabb glitkozhasznositasi embridk taldlhatéak mind a ne-
gyedik, mind pedig az 6tddik napon [31].

A granulocita-kolénia stimulalé faktor

A granulocita-koldénia stimuldlé faktor (G-CSF) egy
citokin, amelyet kiilonféle sejtek termelnek a szervezeten
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beliil (makrofagok, granulosa sejtek stb.), feladata pedig a
csontvel$ stimuldcidja granulocitak és Gssejtek termelése
céljabol. Ezen a funkcion tdl hatéssal van az idegrendszerre
is (neurogenezis), illetve a fogantatdsra [32]. Tobb szakiro-
dalmi adat is tanusitja, hogy pozitiv korreldcié figyelhetd
meg a G-CSF-érték, illetve a j6 mindségli embriok kozott.
Lédée és mtsai (2008) megfigyelték, hogy magas G-CSF-
érték munkatarsai (>20 pg/ml) az embriok mintegy 45%-a
j6 mindségl volt, mig alacsony G-CSF-érték mellett (<20
pg/ml) az embridknak csak 20,45%-a volt j6 mindségt.
Ezen feliil megfigyelték még a G-CSF-érték életkor fiiggé-
sét is, 36 éves kor folott szignifikansan alacsonyabb G-CSE-
érték mérhet6, mint 30 éves kor alatt. Mindemellett a ma-
gas G-CSF-szint magasabb implantacios ratat és élvesziilési
aranyt eredményezett. Egy darab két napos preembrid visz-
szaiiltetésekor, a magas G-CSF-csoportban az élvesziiletési
arany 44% volt. Mindehhez az sziikséges, hogy a folliculus
punkcid soran a tiisz6k egyenként keriiljenek leszivasra,
kiilon-kiilon csévekbe, hogy a nyert tiiszéfolyadék és a hoz-
za tartozd petesejt egyértelmiien azonosithato legyen. A tii-
sz6folyadékbol a G-CSF-szint un. ,szendvics” ELISA meg-
hatarozhaté, amelynek értéke az embrio(k) visszahelyezé-
sénél sok segitséget nyujthat [33-36]. A modszer hatalmas
el6énye, hogy a petesejtek leszivasakor begyujtott tiiszéfo-
lyadékok G-CSF-tartalma meghatarozhat6 az embri6(k)
visszahelyezéséig.

Human leukocita antigén-G

A humidn leukocita antigén-G (HLA-G) fontos szerepet
jatszik a magzat és az anya kozott kialakulé6 immunolégiai
kapcsolatban azaltal, hogy a citokinek szekrécidjat szaba-
lyozza annak érdekében, hogy a trofoblaszt sejtjeinek meg-
tapadasakor (behatolasakor) egy helyi immunszuppressziv,
immuntolerans éllapot jojjon létre. Egyfajta interakci6 ala-
kul ki a trofoblaszt sejtjei altal szekretalt HLA-G (oldhato
formaja: sHLA-G) és a méhiireg limfocita sejtjei kozott.
F6 célpontjai az NK-sejtek, a CD4+ és CD8+ T-sejtek, a
B-sejtek és a makrofagok. Tobb szakirodalmi adat is egyér-
telmtien bizonyitja, hogy sikeres terhesség csak olyan emb-
ridval johet létre, amely megfelel6 mennyiségben szekretal
sHLA-G-t, tovabba a sHLA-G koncentracidja és az emb-
rié osztddottsagi allapota kozott pozitiv korrelacio talalhatd
[37-39]. Koncentracidja az embriét tenyésztd tapoldatbol
ELSIA-mddszer segitségével meghatdrozhatd és segitségé-
vel mindségbeli kovetkeztetések vonhatok le az embridk-
ra nézve. Rebmann és munkatarsai (2010) munkdjaban az
élvesziiletési rata egy darab, harom napos preembrié visz-
szahelyezését kovetéen a sHLA-G-t nem szekretald csoport-
ban 9,2%, mig a sHLA-G-t termel6 csoportban 22,2% volt.
Két embrid visszahelyezésénél 26,2%-ot és 37,4%-ot kaptak
[40]. Az eddigi vizsgalatok hatranya, hogy a sHLA-G kon-
centracidjanak meghatarozas az embrid(k) visszahelyezését
kovetSen tortént, utdlag tortént a terhességi kimenetelek és
sHLA-G koncentracidk dsszevetése. Valamint nem all ren-
delkezésre eSET-bdl szarmaz6 adat.
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Haptoglobin alfa-1 fragmens

A tenyészt6 oldatok diagnosztikajaban az egyik legujabb fel-
fedezés a haptoglobin alfa-1 fragmens. A haptoglobin egy
human fehérje, amelyet az eritrocitak bocsatanak ki a vér-
plazmaba és magas affinitassal kotédik a hemoglobinhoz,
megakadalyozva annak oxidativ aktivacidjat. Az embriok
tenyésztéséhez hasznalt tdpoldatba valdszintsithetéen az
oldat kiegészitéséhez haszndlt tisztitott albumin kontami-
naciodjaval keriil. A haptoglobin alfa-1 fragmens azaltal jon
létre, hogy haptoglobin alfa-1 lancot a haptoglobin mole-
kuldhoz két6 diszulfid hidak redukalédnak. A fragmens
szerepe egyel6re nem teljesen tisztazott. Feltételezhet8en
az apoptotikus/nekrotikus folyamatokon atesé élet-
képtelen embridk, a megnovekedett plazmamembran
permeabilitdsnak koszonhetéen kiilonféle enzimeket bocsa-
tanak ki a tapkozegbe, amelyek befolyasoljak az oldat ké-
miai Osszetételét. Az egy bizonyos hatdrértéket meghaladd
haptoglobin alfa-1 fragmens szint esetén biokémiailag élet-
képtelennek mindsitheté az embrid, amely esetben egyetlen
egy terhesség sem alakult ki, mig a biokémiailag életképes
embridk (egy vagy két, hdromnapos preembri6) transzfere
mintegy 55%-os élvesziiletési ratat eredményezett (a vizsga-
latban résztvevok atlag életkora 32,3+5,1 volt) [41]. A méd-
szer hatranyai, hogy
a haptoglobin alfa-1 fragmens analiziséhez sziikséges
(folyadékkromatograf-tomegspektrométer) technold-
gia a legtobb labor szamara nem elérheté annak jelentds
szakember és koltségvonzata miatt;
az eddigi vizsgalatokban a tapkozeg analizise és az ez-
altali embrio6 klasszifikdcio az embrid(k) visszatiltetését
koévetben tortént;
nem eSET tortént, ami miatt nincs informacié arrdl, hogy
egy embrié visszaiiltetése hany szazalékos élvesziiletést
eredményez.

Genetikai tesztek

Preimplantacios genetikai eljarasok

Annak, hogy egy beiiltetett embriébdl nem alakul ki ter-
hesség, tobb oka is lehet. Fontos kovetelmény, hogy az
embrid genetikailag normalis legyen és 23 par kromoszo-
mat tartalmazzon. Ennek tisztazdsdra tobb ismert modszer
is 1étezik, amelyekben koz6s, hogy mintegy elGszliréként
morfolégiai osztalyozasokon esnek 4t. ElGszor is tisztaz-
nunk kell a preimplantdciés genetikai vizsgalat (PGS) és a
preimplantaciés genetikai diagnosztika (PGD) kozétti kii-
lonbséget. A PGS célja, hogy abnormalitdsokat keressiink
az embri6é kromoszémdinak szamaban. Néhdny esetben, az
embrio sejtjei vagy tobb, vagy pedig kevesebb kromoszé-
maval rendelkeznek, mint 23 pér. Ezek koziil a legismer-
tebb a Down-szindroma, amit 21. kromoszoma triszémidja
okoz (2 helyett 3 kromoszéma); az Edwards-szindréma (18.
kromoszoma triszémidja); és a Patau-szindréma (13. kro-
moszoma triszomidja). Ezeket a szambeli eltéréseket 6sz-
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szefoglal6 neviikon aneuploididnak nevezziik, és altalanos-
sagban véve negativ terhességi tesztet, vetélést és fejl6dé-
si rendellenességeket okoznak. Egyes felmérések szerint, a
harmincas éveikben jaré nék petesejtjeinek 20-60%-a tar-
talmaz genetikai hibakat, 45 éves korra pedig az aneuploidia
eléri a 85%-ot [42]. Ennek oka, hogy a nék sziiletésiik pil-
lanatdban rendelkeznek a teljes petesejt-készletiikkel, amely
az évek sordn, a kiilonféle behatdsoknak koszonhet6en (su-
garzas, stressz, xenobiotikumok, toxinok stb.) sériilhet. A
kromoszémaszam-valtozas kimutatasdra hasznalt eljards
a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH). A PB biopsziat,
blasztomer biopsziat vagy trofoblaszt biopsziat kovets-
en az izolalt kromoszémakat targylemezen fixaljak, majd
pedig kiilonféle jelolok segitségével fluoreszcensen festik,
hogy fluoreszcens mikroszképpal kiértékelhetGek legye-
nek. A PGD sokkal osszetettebb genetikai vizsgalat, mi-
vel célzottabban tudunk genetikai eltéréseket kimutatni.
Vizsgalhatunk kromoszomalis dtrendezédéseket, az 6roki-
t6 anyag egyes részeinek elvesztését, megtobbszoroz6dését,
vagy pontmutaciokat, de akar az embri teljes genetikai al-
lomanyat is megszekvenalhatjuk. Ennek koszonhet6en sza-
mos betegség, vagy pedig a betegség hordozasanak kimuta-
tasara alkalmas: Huntington-kor, cisztds fibrozis, Tay-Sach-
betegség, P-thalassemia, hemofilia stb. [43]. A PGD soran
hasznalhat6é diagnosztikai eljardsok a FISH, a polimeraz
lancreakcié (PCR), a komparativ genomialis hibridizacio
(aCGH) és az 4j generacios szekvendlds (NGS).
A PGS-PGD eljarasok tobb limitaciéval is rendelkeznek.
Amennyiben a petesejteknek, vagy pedig a zigdtanak a
PB-je keriil vizsgélatra, akkor az csak az anyai oldal ge-
netikai dllomanyat tiikr6zi, az apai oldalét nem.
Héaromnapos embriok blasztomer biopsziajanal, az anali-
zisre kertil6 1-2 sejt nem feltétleniil titkkrozi a teljes emb-
rié genetikai profiljat az un. mozaikossdg miatt [44].
ElSnye, hogy nem sziikséges az embriok fagyasztasa, az
6todik napig tovébbtenyésztve visszatiltethetSek.
Az 6todik napon elvégzett trofoblaszt biopszia a legmeg-
bizhat6bb, hiszen akar 5-10 sejt analizisére is lehetdség
nyilik, azonban a vizsgalt blasztocisztak minden esetben
fagyasztasra keriilnek és csak egy kovetkezd ciklusban
lehet 6ket visszaiiltetni; illetve itt is fennall a fentiekben
emlitett mozaikossag jelensége, mivel a trofoblaszt sejtjei
nem biztos, hogy genetikailag megegyeznek az embrio-
csomo sejtjeivel.
A vizsgalt embriok szamanak fiiggvényében, egy PGD-
FISH-PCR-vizsgalat ara 300 000 Ft-tol akar 1 000 000
Ft-ig is terjedhet, amely hogyha figyelembe vessziik az
egy IVF-ciklus soran felmeriil$ koltségeket, akkor jelen-
t6s tobbletkiadasnak mondhato, igy sokak szamdra nem
elérhetd.
Jelenleg nagyon kevés medddségi centrum rendelkezik a
vizsgalatokhoz sziikséges infrastrukturélis és szakember
hattérrel.
A PGD alkalmazasa felvet tobb etikai aggalyt is: segitsé-
gével akar szelektdlhatunk kiillonféle fenotipusok kozott
(szemszin, hajszin, nem stb.), azonban ha az embridt, il-
letve a magzatot ,,személynek” tekintjiik, akkor ez sérthet
jogi, illetve vallasi nézeteket. A PGD hasznalata csak in-
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dokolt esetben, genetikai betegségek és szelektiv abortu-
szok elkeriilésének érdekében elfogadott [45, 46].

Mitokondrialis DNS-tartalom

Az egyik legigéretesebb embridmindsitési rendszer a ha-
romnapos preembrid blasztomerjeinek, illetve az 6tnapos
blasztociszta trofoblaszt sejtjeinek mitokondrialis DNS
(mtDNS) tartalmat méri, amelyet megel6z az adott emb-
rié PGS-sel torténé ploidia vizsgalata. Az euploidnak bi-
zonyuld embridkbdl tortént eSET, majd pedig a terhessé-
gi kimeneteleket vetették 6ssze az adott embrid sejtjeinek
mtDNS tartalmaval. Azt tapasztaltak, hogy a legmagasabb
implantaciét mutatd embridk atlagos mtDNS kdpiaszama
a haromnapos preembrioknal <34 volt, ahol az implanta-
cids rata 59%-nak adddott; az 6tnapos blasztocisztik ese-
tében pedig az mtDNS képiaszdm <18,19 mellett 81% volt.
Harmadik napos embridtranszfernél >160 képiaszamnal,
mig 6t6dik napos visszaiiltetésnél >60 kopiaszamnal egyet-
len egy terhesség sem alakult ki. A fenti eredményekbdl
egyértelmiien megallapithato, hogy a blasztociszta allapot-
ra szignifikinsan alacsonyabb mtDNS kopiaszam jellemz6
[47]. Ez annak koszonhetd, hogy a mitokondriumoknak
alapvetéen a korai embridfejlédésben van meghatdrozd
szerepe, a blasztociszta allapotban hattérbe szorul, hiszen
a glikolizissel 4tall glitkozhasznositasra az embrié [31].
A magas mtDNS koépiaszdm arra enged kovetkeztetni,
hogy a petesejtek érése sordn ezek a sejtek kevesebb tar-
talék tdpanyagra/energidra tettek szert, amit annal tobb
mitokondriummal kompenzélnak a sejtek. Annak ellené-
re, hogy a mitokondriumok nagyszamban vannak jelen az
emlds petesejtekben, azok felépitése mer6ben kiilonbozik a
tobbi szovet mitokondriumaitdl. Ezek a sejtszervek sokkal
kevesebb krisztat tartalmaznak (bels6 membran-betiirem-
kedések, amelyek helyiil szolgalnak az oxidativ foszforilacio
fehérje komplexeinek), ami miatt az oxidativ foszforildcié
folyamata kevésbé hatékony [48-50]. Egér blasztocisztakon
végzett kisérletekben, az aneuploid embridk szignifikan-
san magasabb mtDNS-tartalom volt kimutathaté [51].
A modszer elénye, hogy az mtDNS-koncentracié minta-
vétele és a PGS-PGD mintavétele egyszerre megoldhato.
Hatranyaihoz felsorolhatjuk a PGS-PGD-modszer bemu-
tatdsanal felsoroltakat.

Kovetkeztetések

A Louise Brown sziiletése ota eltelt négy évtizedben, az
ART teriiletén elért innovécidknak készonhetéen szamos,
latszolag lekiizdhetetlen akadaly omlott le, parok milliot
hozzésegitve a sajit csaladdhoz. Az els6 évtized nagy att6-
rései [1978 — az els6 sziilés IVF-ciklusbol, 1983 - az elsd
terhesség donor petesejttel; az elsd sziilés fagyasztott emb-
riébol, 1984 — a GIFT (gamete intrafallopian transfer) méd-
szer bemutatdsa, 1987 - transzvaginalis ultrahangvezérelt
petesejtkinyerés] elvezettek oda, hogy nagyobb hatékony-
saggal és hozzaférhetdséggel nyilik barkinek lehetGsége egy
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IVE-programra. Az ezt kovetd évtized felfedezéseinek és fi-
nomitdsainak koszonhetben lekiizdheté a férfi infertilitas,
illetve kikiiszob6lheté szamos genetikai probléma (1990 —
a PGD bevezetése nemhez kotott betegségek kimutatasa-
ra, 1991 - az elsé sziilés ICSI-megtermékenyitésbdl, 1993
- az els6 szilés herebiopszia alkalmazdsabdl, 1997 - az
elsé sziilés fagyasztott petesejtb6l, 2001 — PGD hasznala-
ta HLA-haplotipus egyezés vizsgalatara) [52]. Napjainkra
kisebb lassulas figyelheté meg az IVF teriiletén publikalt
felfedezésekben. A XXI. szdzad egyik legfontosabb csa-
pasirdnya az embridszelekcié hatékonysagdnak névelése.
Pusztan morfolégiai osztélyozason alapuld szelekcioval a
klinikai terhességi rata 10-60% kozé tehet6, amely fiigg a
visszahelyezésre keriilé embridk szamatdl és fejlettségi 4l-
lapotatdl: preembrié esetén 10-30%, blasztociszta esetén
40-60% [5-9]. A jobb 6sszehasonlithatdsag kedvéért a ko-
vetkez6kben csak az egy darab preembri6 visszaiiltetésébdl
szdrmazé adatokat tlintetjiik fel. Amennyiben megvizsgal-
juk az embriok altal szekretalt sSHLA-G koncentraciojat, ak-
kor koriilbeliil 22,2% implantécids rata érheté el [40]. A ti-
sz6folyadék G-CSF-tartalmédnak figyelembevételével ez az
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aranyszam 44%-ra emelhet6 [34]. Ha vizsgaljuk a tenyésztd
oldat haptoglobin alpha-1 fragmens tartalmat, akkor mint-
egy 55%-os élvesziilést kapunk [41]. A fenti szdmokbdl lat-
hatjuk, hogy a legjobb médszerrel is csak koriilbeliil 50-55%
sikerességgel szamolhatunk. Ennek feltehet6en az az oka,
hogy az embridszelekcids vizsgalatok, vagy csak valamilyen
metabolikus, biokémiai paramétert vizsgalnak, vagy pedig
csak genetikai hatteret. Igy konnyen eléfordulhat, hogy a
kornyezetével megfelel§ anyagcserét bonyolitd életképes
embrié aneuploid, vagy pedig egy euploid embrié meta-
bolikus aktivitasa kozelit a nullahoz. Ahhoz, hogy az IVF
sikerességét tovabb novelhessiik, jo lenne a jovében a tob-
bes klasszifikacié bevezetése: morfologia + metabolizmus/
biokémiai paraméter + ploidia. A szakirodalmat attekintve
erre ez idaig csak néhany vizsgalat tortént. Az egyik ilyen az
euploid embriok mtDNS-tartalmanak meghatarozasa. Egy
darab preembri6 visszahelyezésével (megfelelé kopiaszam
esetén) 59%-os implantdcids rata figyelhet6 meg, azonban
egy blasztociszta beiiltetésénél ez mar eléri a 81%-ot [47].
Mindezeket figyelembe véve, amennyiben novelni akarjuk
az IVF-kezelések sikerességét, illetve az ikerterhességi koc-
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Korai blasztociszta

A blasztocol mérete kisebb mint
a blasztociszta térfogatanak fele

1AA
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Blasztociszta

A blasztocdl nagyobb, mint a
blasztociszta térfogatanak fele

3

Blasztociszta

A blasztocdl nagyobb, mint a
blasztociszta térfogatanak fele

4

Teljes blasztociszta

Az embri6é mérete nagyobb,
a zona pellucida pedig
elvékonyodott

Embriécsoméd A B C
Sok, szorosan elhelyezkedd sejt Sok, lazan elhelyezkedé sejt Kevés sejt
A B C
Trofoblaszt Sok sejt, 6sszefliggé réteget Néhany sejt, laza réteget o
alkotva alkotva Kevés sejt

8. abra. Blasztocisztak osztalyozasa (Baczkowski és munkatarsai 2004)
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kazatokat elkeriilend az eSET a jov8beni kitlizott cél, ugy
elengedhetetlen a beiiltetendé embrié minél szélesebb ko-
rii, morfologiai, biokémiai, genetikai kivizsgalasa. Sajnalatos
madon, egyeldre tobb gatja is van ezeknek a torekvéseknek.
A fentiekben felvazolt embridszelekcids eljarasokhoz
gyakorlatilag egyetlen egy medddségi centrum sem ren-
delkezik megfeleld infrastruktaraval.
A szitkséges infrastruktira beszerzése, illetve a sziikséges
biokémiai, genetikai vizsgalatok elvégzése olyan anyagi
terhet jelentene a jelenlegi finanszirozasban a centru-
moknak, amelyet 6nmagukban vallalni nem tudnak, il-
letve ez a koltség a beteg altal sem mindig megfizethetd,
rajuk nem terhelhetd.
A betiltetésre keriil6 embridk ilyen mélyrehaté megisme-
rése, illetve az emiatt torténd, egy-egy embrionak a visz-
szaiiltetésre alkalmas embridk korébdl torténd kizarasa,
vagy éppen az elényben részesitése nyilvanvaléan felvet
stlyos etikai kérdéseket is.

A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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