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BEVEZETO
GONDOLATOK

Prof. Dr. Bédis Jozsef allamtitkar, a Pécsi Tudomanyegyetem korabbi rektora

A vilag népessége folyamatosan né, mely névekedés nem
, ’ kiegyensulyozott. Magyarorszagon és a fejlett vilagban
negativ iranyu demografiai valtozdasok figyelheték meg,
melyek idbzitett bombat jelentenek tarsadalmi és gazda-
sdgi szempontbdl egyarant. A helyzet komoly feladat elé allitja a po-
litikai déntéshozékat és a reprodukcioé valamennyi teriiletén dolgozé
szakembereket is. Egy egészséges, termékeny emberparnak a 20-as
évei kdzepén rendszeres nemi élet mellett minden hénapban 1:4-hez az
esélye arra, hogy gyermekik megfoganjon. Ez azt jelenti, hogy 10-bdl
8-9 par esetében egy éven belll létrejon a varandéssag. Meddéségrél
akkor beszélink, ha rendszeres, fogamzéasgatlastdl mentes, gyermeket
Ohajté szexualis élet ellenére egy év alatt terhesség nem jon |étre. Egy
év sikertelen prébalkozas utan tekintik indokoltnak a medddéségi kivizs-
galast a hazasparnal. Mintegy kétharmaduk szubfertilis, azaz valamilyen
egyszeriibb kezelés segitségével szllethet gyermekik. Magyarorszagon
az 0sszes medd8seégi problémakkal kiizd6 hazasparok szama eléri a po-
pulacié 15%-at, kdzullik természetesen nem mindenki szamara indokolt
az IVF kezelés.
A koézvélemény a medddségi kezelést gyakorlatban a lombikbébi eljaras-
sal (IVF) teszi egyenlévé, pedig a Iényeg éppen az, hogy minden beteg
szamara egyénre szabottan kell kivalasztani azt a modszert, amelyik a

legkevésbé megterhel§ és egyben a legnagyobb hatasfoku. Egy modern
medddéségi kdzpontban térekedni kell arra, hogy a leheté legmagasabb
szinvonalu legyen a betegek kivizsgalasa és esetleges mutéti kezelése,
akiknek pedig valéban IVF kezelés indokolt, azoknak a beavatkozas a
lehetd legkevesebb kockazattal és a legnagyobb sikerrel jarjon. Problé-
maként mertl fel az is, hogy tébben vallasi okokbdl kifolydlag elutasitjak
a nem természetes uton torténd megtermékenyitést, szamukra biztosita-
ni kell az etikailag elfogadhaté kivizsgalasi és kezelési lehetéségeket.

Hazankban els6ként Pécsett indult meg a
lombikbébi program 1988-ban. Az elsé hazai
lombikbébi tiz évvel maradt el a vilagelsétdl,
mely tény dénmagaban is nagy jelentdséggel
bir, illetve nagy lendiletet ad a mai napig. A
gyermek a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem
Szulészeti Klinikajan latta meg a napvilagot.

Az elsé sikeres eljarast kovetéen minden, a vilagban alkalmazott modern
modszer bevezetésre és alkalmazasra kertlt a klinikai rutinban, mely je-
lentdsen fokozta az eredményességet. Ezen tulmenden intenziv kutatas,
fejlesztés és innovacio folyik, melynek célja az eljaras eredményességé-
nek fokozasan tul az embrié maximalis védelme!

A Human Reprodukciés Nemzeti Laboratorium létrehozdsa az eddigi
betegellatasi és kutatasi tevékenység elismerésén tul uj

dimenziét nyit ki az Intézmény, a tarsadalom és a human , ,
reprodukciot meghatarozé tudomanyok szamadra.



Prof. Dr. Miseta Attila egyetemi tanar, a Pécsi Tudomanyegyetem Hazank kormanyanak a népesség gyarapodasat szolgaldé népesedés-
rektora politika kiemelt fontossagu célja, melynek egyik aspektusa az, mellyel

kutatoink foglalkoznak. A tdmogatas adott, tehetségben nincs hiany.

A kutatoécsoport eddigi eredményei megalapoztak annak

tovabbi fejlesztését. A Pécsi Tudomanyegyetem tudo-

manyfejlesztési stratégiai céljainak egyik fontos eleme ,

ezeknek a kutatasoknak a tamogatasa, melyhez ezen az

Az in vitro fertilizaciéval kapcsolatos kuta- uton is sok sikert kivanok!

tasok hosszu és eredményeket hozd mudltra

tekintenek vissza a Pécsi Tudomanyegyetemen.

Ebben meghataroz6 szerepe volt és jelenleg is

a kutatasok motorja Bodis Jézsef professzor.

Munkatarsai kézil Koppan Miklos professzor és

Varnagy Akos docens Ur hatékonyan tamogat-

jak egydutt a junior kutatdkkal. A munka az elmult

évtizedben tovabbi lendulet nyert Kovacs L. Gabor

professzor aktiv tamogatasaval. Az egyittmikddo

partnerek is tébben vannak, kézilik kiemelendd

Szekeres Julia professzor asszony, aki a repro-

dukciés immunbioldgia, endokrinoldgia elismert

szaktekintélye.

A megtermékenyités folyamata molekularis szinten rendkivl
, , Osszetett. A megtermékenyitett petesejt vagy embrié allapotardl

makroszkoéposan is sok, de nem elégséges informacié nyerhets. A
megtermeékenyités valdszinli hatdsfoka molekularis markerek segitségével
feltehet6en jobban megismerhetd. A fejl6ddé embrid kozvetlen mintavéte-
les vizsgalata azonban igen nehezen kivitelezhetd és kockazatos. Viszont
ismert az, hogy a sejtek a kdrnyezetiikbe is bocsajtanak ki molekulakat, illetve
hatéssal vannak a tapfolyadék molekulaira. Ezek a jelenségek dsszefiiggenek
a sejtek allapotaval, j6 prediktorai lehetnek azok egészséges, vagy koros fejl6-
désének. Az elmult évtizedek technikai fejl6dése lehetbvé tette azt, hogy igen
alacsony koncentracioban jelen levd markereket is biztonsaggal mérjunk. llyen
maodon lehetévé valik az életképesség hatékonyabb megitélése, a magasabb
eredményességi in vitro fertilizacio.
De a kutatok munkaja nem korlatozédik csak erre, hanem pl. olyan érde-
kes jelenségre is, hogy a megvilagitas miként befolyasolja a fejl6dé emb-
riét. Tul ezeken a megtermékenyités endokrin és immun aspektusaival
kapcsolatos kutatasok is folytatédnak.




A HUMAN REPRODUKCIO
KIHIVASAI A XXI.
SZAZAD ELEJEN

A  Fold lakosséaga

folyamatosan né, de a

vilag régioi és orszagai

tekintetében a ndveke-

dés nem egyenletes, sé6t

markans  kuldnbségek

figyelheték meg. Alta-

laban megallapithato,

hogy a gazdasagilag fej-

tett régiokban alacsony,

a fejl6dd orszagokban

pedig magas a repro- 1. abra: A Fold népességének novekedése és
dukcids aranyszam. annak jévébeli becslése (nepesseg.com)
Mértékadd  elbrejelzé-

sek szerint 2050-re az

emberiség létszama 9 Mrd folé emelkedik. Napjainkban ez a szam csaknem
eléri a 8 Mrd-ot (1. abra).
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A FOLD LAKOSSAGANAK FEJLODESE

A reprodukciot jellemzé un. fertilitas index tekintetében Niger vezette a listat
2017-ben 71-es értékkel; India éppen produkalta a szimpla reprodukciét
21-el, Kina 1,5-el alig haladta meg Németorszag 1,4-es értékét. Europaban
Franciaorszag volt és van az élen 1,9-el. Magyarorszag reprodukcios indexe
emelkedd tendenciat mutatva 1,53-al az eurépai kdzépmezdnyben szerepel.

A reprodukcioé szempontjabdl kifejezetten negativ tendencia elsésorban a gaz-
dasagilag fejlett orszagokban, hogy az elsé gyermek vallalasanak idépontja
egyre magasabb életkorra esik (Eurépaban jelenleg 29,3 év, Magyarorszagon
28,2 év). Kézismert, hogy a termékenység az életkor elérehaladtaval progresz-
sziven csOkken és nagyjabodl 40-45 éves életkorra a nullat kozeliti, illetve éri el.
A vazolt negativ trend sajnos Magyarorszagon is évtizedek 6ta megfigyelhetd,
melynek eredményeként az 1980-as évek kdzepén a természetes szaporo-
das és fogyas grafikonon abrazolt vonala keresztezte egymast (2. abra), s
azota a magyar reprodukciét a természetes fogyas hatarozza meg!

A kbzelmult torténelmében ilyen helyzet csak a két vilaghaboru idején volt
jellemzé.

2. abra: Magyarorszag népességének alakulasa (KSH)
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TERMESZETES SZAPORODAS ES FOGYAS
MAGYARORSZAGON

A reprodukcio tertletén minden ,kis” el6relépés oriasi jelentéséggel bir
€s nagyon nagyra becsllendd, ugyanakkor nem délhetlink hatra, mert
még messze vagyunk az ahitott kettd feletti értéktsl! Ebben a kiadvany-
ban az elmult évtized human reprodukcio teriletén végzett kutatési-in-
novacios torekvéseit, kiemelten az elmult négy év eredményeit valamint
kdzeljovd programjat mutatjuk be.

Altalanossagban elmondhatd, hogy
ma Magyarorszagon minden esz-
kdézzel és modszerrel rendelkezink
a human reprodukcio, azon belll a
szorosabban vett medddségi diag-
nosztika és kezelés tekintetében.

Rendelkezésre allnak a laboratériumi diagnosztika eszkbzei a hor-
monalis kivizsgalas (FSH, LH, PRL, TSH, AMH, szexualis szteroidok,
pajzsmirigy-, és mellékvese hormonok, CH-anyagcsere, inzulin rezisz-
tencia), az immunoldgiai kivizsgalas, valamint a genetikai kivizsgalas
céljaira. Evtizedek 6ta rendelkezésre all a diagnosztikus és operativ
hiszteroszképia és laparoszkopia, melyekkel vizsgaljuk a reproduktiv
szervek anatémiajat, azok eltéréseit, s melyekkel minimalisan invaziv
modon, a lehet§ legkisebb megterheléssel oldhaték a meddéséget
okozo 6sszendvések, szinechiak, eltavolithaték a polipok, a lezart pe-
tevezet6k atjarhatova tehetdk, a cisztak és miomak eltavolithatok, az
endometridzis ugyancsak eltavolithatd, sét rosszindulatu elvaltozasok
ideg-, és szervkiméld modon operalhaték!

Rendelkezésre allnak a legkorszer(ibb ovulacié indukciés gyoégyszerek
a klomifén citrattél a gonadotrop hormonokon at (vizelet eredetli vagy
rekombinans FSH készitmények) a GnRH agonistakig és antagonistakig.
Szikség esetén az emlitettek kombinaldsa bromocriptinnel, glucocor-
ticoidokkal, metforminnal, stb. A kilénbdz6 intézmények a petefészek
stimulacidjara ezeket a gyogyszereket az ultrashort, short és a long
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protokollok médszerével alkalmazzak az egyénre szabott terapia szelle-
mében.

A daganatos betegek ellatasaban korabban nem latott sikereket értek el
a legkulonfélébb rosszindulati betegségek vonatkozasaban, melynek
eredményeként ma mar nem csak a gyogyulas, hanem az érintett szervek
funkcidinak megtartasa is realitas. Az Uj megkozelités és modern maéd-
szerek a gyogyult betegeknek mas életminéséget jelentenek, melyben
ma mar realitds a gyermekvallalas is! A modszertani lehetéségek kozott
megtalaljuk a megel6zés (védboltas!), a szilrés, a korai és komplex diag-
nosztika (citolégia, hisztologia, UH, CT, MRI, PET, SPECT-CT, PET-CT,
PET-MRI) és az adequat kezelés (tumor eltavolitas, nyirokcsomo eltavo-
litas, trachelectomia, szentinel nyirokcsomé excizid, stb.) hagyomanyos és
legmodernebb eszkoztarat és médszertanat.

A gyermekvallalas vonatkozasaban a személyre szabott gyogyitas szem-
pontjai szerint széba jon az onkoldgiai kezelés elbtti petesejt nyerés és fa-
gyasztas stimulalt ciklusbdl, illetve naturalis ciklusbdl, valamint az embrio
fagyasztasa. Ugyancsak lehet6ség van a kezelés el6tti petefészek (vagy
egy részének) eltavolitasara, majd a gyogyulast kdvetd transzplantaciora.
Ma mar a szakmai gondolkodas és a realitas része szikség esetén a méh
transzplantacidja is. Természetesen minden emlitett modszer sikeréhez
szukség van asszisztalt reprodukcidés modszerek alkalmazasara.

1978-6ta a vilagban, 1988-6ta Magyarorszagon is realitas az in vitro
fertilizacid, mely mddszer a bevezetés 6ta igen komoly fejl6désen
ment keresztll. Természetes ciklusban nagy eséllyel egy petesejt
nyerhet6, stimulalt ciklusokban rendszerint tébb petesejthez jutunk,
melyek révén tébb embrid indul fejlédésnek, ndvelve a varanddéssag
létrejottét. Egyre ndvekvd igény van a természetes ciklusokbdl nyer-
het6 petesejtekre, hiszen ez a modszer szikségtelenné teszi a ko-
moly hormonterhelést. Ugyancsak egyre tobb paciens részérdl elva-
ras, hogy tobb rendelkezésre all6 embrid esetén is csak egy kertljon
transzferalasra. Az természetes, hogy a transzferalasra nem keruld
embriokat lefagyasztjuk és egy késébbi ciklusban felhasznalhatjuk.
Ugyanakkor komoly és gyakorlati kérdésként mertl fel, hogy milyen
modszerrel valasztjuk ki a visszahelyezendd embriét vagy embridkat?
A legszélesebben alkalmazott kivalasztasi médszer az embrié morfo-

rol ad fontos informacidkat, hanem az embrid fejl6désének dinamika-
jarol is. Egyre szélesebben alkalmazott mddszer.

A masik irany a préimplantaciés genetikai diagnosztika (PGD), illetve sz{-
rés (PGS), melynek soran az embriobdl egy sejtet eltavolitanak, s alavetik
genetikai és anyagcsere vizsgalatoknak. A modszer hatékonysagahoz nem
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férhet kétség, ugyanakkor invaziv volta komoly etikai kérdéseket is felvet.

A tiz éve elkezdett kutatasainkat a gamétak maximalis védelme, valamint
az ,EL A KEZEKKEL AZ EMBRIOTOL!” elv vezérelte. Ennek megfe-
leléen kutatdcsoportunk azt a célt tlizte ki, hogy az embriot korilvevd
40 ul tapoldatbdl talaljunk olyan markereket és paramétereket, amelyek
biztonsaggal mutatjak az embrié életképességét, minéségét és megta-
padas képességét. A proteomikai vizsgalatok a legkorszeriibb témeg-
spektrometria alkalmazasaval, a genetikai vizsgalataink Uj generaciés
szekvenalassal, mikrovezikulas meghatarozasaink flow-citometriaval tor-
téntek, a fényvédelmet az alkalmazott eszkdzok foliazasaval és specialis
fényszlrd segitségével biztositottuk. Eredményeinkbél szamos publi-
kdcié és szabadalom sziiletett, melyekrél a kbvetkezé fejezetekben
részletesen beszamolunk. Minden térekvésiink azt a célt szolgalja,
hogy human reprodukcié el6zéekben felvazolt XXI. szdzadi kihiva-
saira a lehet6 legjobb szakmai vadlaszokat tudjuk adni!
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NONINVAZIV
EMBRIOSZELEKCIO

A szervezeten kivlli megtermékenyités az elmult négy évtizedben az orvos-
tudomany, a négyogyaszat rutin eljarasava valt. 1978-ban megsziletett az
els6 lombik-bébi, igy az asszisztalt reprodukciés technikak (ART) Uj tavlatokat
nyitottak azon gyermektelen parok szamara, akik kezelésére korabban nem
volt lehetéség. Vilagszerte tobb mint 5 millié gyermek szlletett az ART ered-
ményeként, a becslések szerint 1,5 millid in vitro megtermékenyitési (IVF)
ciklust hajtanak végre vilagszerte évente, ami 350 000 gyermeket eredményez.
Magyarorszagon a megsziletett csecsemék 1,5-2%-a in vitro fertilizacios
kezelést kovetben fogan, és a medddség valamilyen formaja a gyermeket
tervezd parok otodét érinti.

A reprodukcié endokrinolégidja nagy fej-
I6désen ment at az elmult évtizedekben,
melynek eredményeként nemcsak elméleti
ismereteink bdvlltek, hanem a mindennapi
klinikai gyakorlat szamara is forradalmian (j
lehetéségek nyiltak meg.

Az asszisztalt reprodukcios modszerek egyre novekvd effektivitasara,
valamint a sziilés koruli élettani és korélettani folyamatok behatobb megis-
merése eredményeként imponaldan javuld perinatalis eredmények ellenére
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az asszisztalt reprodukcidés modszerek eredményessége nem haladja meg
az élettani reprodukcids ratat, s messze elmarad az elméletileg lehetséges
sikerességtol.

Jelen médszerekkel a meddéségi kezelés elérte a hatarait, elére-
1épés egyediil abban rejlik, hogy a kezelés soran minél tébb olyan
befolydasolé tényezdt tudjunk megismerni, amelyek az egészséges
embriot jellemzik, és elére jelezhetik a sikeres terhességet. A
kezelés sikeressége jelenleg megfelel a spontan kialakult terhességi ratanak,
amiben szerepe van a human embrid sérulékenységének, érzékenységének
is. Ezek ereddje, hogy mintegy 100 létrejott embridbdl, mind spontan, mind
pedig asszisztalt keretek k6zott csupan 30-bdl alakul ki klinikai terhesség.

A szamokat jol jellemzi az is, hogy egy metaanalizis ravilagitott, miszerint az
IVF sziletési hatékonysaga a nyert petesejtek szamahoz viszonyitva rendkivul
alacsony, minddssze 3%, a belltetett embridk esetében ez az arany 9%. A
vizsgalat soran 61813 metafazis Il (MIl) petesejt kinyerése 24066 transzferalt
embriot eredményezett, melybdl 2059 gyermek szliletett.

Kutatécsoportunk feladata tobbrétd volt, egyrészt megalapozni az embrionalis
tapoldat vizsgalatokat a petesejtekre, az embridkra és a reprodukcios eljaras
hatésfokara jellemzd potencialis biomarkerek és endogén faktorok megha-
tarozasaval. Vizsgalatot folytattunk az IVF eljaras legsulyosabb potencialis
mellékhatassanak az Ovaridlis Hiperstimulaciés Szindroma hatterének felde-
ritésére iranyaban. Hatékony eréfeszitéseket tettiink az ivarsejtek és embridk
védelme érdekében, csokkentve az Oket ért kdrnyezeti hatasok, els6sorban
a fény karositdé kdvetkezményét. A molekularis genetikai munkacsoporttal
az embridk aneuploidia szlirésének iranyaban noninvaziv szelekciéos modell
kidolgozasaban vettlink rész, mikdzben folyamatosan elvégeztiik a chip kipro-
balashoz sziikséges klinikai vizsgalatokat., biztositottunk a klinikai hatteret és a
mintagyUjtést.

AZ OVARIALIS HIPERSTIMULACIOS SZIND-
ROMA (OHSS) HATTERENEK VIZSGALATA

Az asszisztalt reprodukcios kezelések egyik legsulyosabb, potencidlisan életve-
szélyes szév8dmeénye, az ovaridlis hiperstimulacios szindréma. AZ OHSS egy
az egeész szervezetet érintd betegség, melynek kialakulasaért a tulstimulalt pete-
fészkekbdl kidramld vazoaktiv anyagok, citokinek felel6sek. Bar a kérkép pontos
mechanizmusa nem ismert, tény, hogy fokozott érpermeabilitassal és trombocita
aktivacioval jar. Kialakulasaban részt vesz a renin-angiotenzin rendszer, citokinek,
mint az Interleukin-8 (IL-8), tumor nekrdzis faktor alfa, endothelin-1, és vascularis
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endothelialis névekedési faktor (VEGF), mely utébbinak egyre tobb szerepet
tulajdonitanak. A klinikai kép az enyhe hasi diszkomforttdl, a lebocsatast igényld
ascitesen at az intenziv osztalyos ellatast igényl6 veseelégtelenségig sokféle
lehet. A tlinetek sulyossaga alapjan t6rténé stadium beosztas a beteg kezelését
is meghatarozza, de miutan a tunetek id6rél-idére valtozhatnak, a terapias strate-
giat ennek megfeleléen kell modositani. A terapia tlineti, alapja a folyadékpatlas,
a paracentézis, illetve a sulyos szovédmeény elkertilése érdekében végzett throm-
boprofilaxis. A még nem teljesen tisztazott patomechanizmus és a kezelés tlneti
jellege miatt a legnagyobb kihivast a megelézés jelenti. A megel6zés alapja az
egyeénre szabott stimulacié (minimalis gonadotropin, GnRh antagonista protokoll,
hCG dozis csokkentése), a tlinetek sulyossagat csokkenti tovabba az alacsony
dézisu aszpirin adasa, a késleltetett embrié belltetés (blasztociszta transzfer), és
az elektiv embriéfagyasztas.

Az altalunk elvégzett vizsgalatokban a hiperstimulalt betegektdl tehermentesi-

3. abra: A Fold népességének novekedése és annak jovobeli becslése (nepesseg.com)
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tés céljabdl lebocsatott hasri folyadék 0sszetételét analizaltuk és hasonlitottuk
Ossze petefészek rosszindulati daganatos folyamatban szenvedd betegek,
illetve joindulati petefészek elvaltozas miatt, illetve endometridzis miatt operalt
betegek hasi mosofolyadékaval. A vizsgalt mintakban jellemz&en magasabb
volt a gyulladasos mediatorok (interleukinek) szintie a hiperstimulalt és a
daganatos betegekben, mint a jéindulatu elvaltozas miatt operaltakban. Feltéte-
lezéslink szerint az el6bbi két csoportban a szabad has(iri folyadék képz&dése
a mediatorok szintje alapjan hasonlé mechanizmussal torténhet, még ha a két
korkép lefutasa teliesen eltéré is. Az emlitett anyagok vérbeli koncentracioja
ugyanakkor szignifikansan magasabb a tumoros betegekben, mint a hipersti-
mulaltakban (3.abra). Ezek a megfigyelések alapjan kdzelebb juthatunk a kor-
kép pontosabb felismeréséhez, ezaltal az ilyen mellékhatassal jard kezelések
szama reményeink szerint csokkenthetd.

EMBRIOVEDELEMMEL KAPCSOLATOS
VIZSGALATOK

A korai embrionalis fejlédést gyors sejtosztédas és az embrionalis gének akti-
vacioja jellemzi, mely az embri6t rendkivil sérilékennyé és érzékennyé tesz a
hanem biztonsagos kérnyezetet nyljtanak a gamétak és az embrié szama-
ra. Az emberi test védelmet nyuijt a lathaté fénnyel szemben csdkkentve a
besugarzasi dozist. IVF és kulonos tekintettel ezen belll intracitoplazmatikus
spermium injekcié (ICSI), mint megtermékenyitési moédszer soran azonban
a fény karos hatast fejthet ki a sejtekre, tovabba a petesejtek leszivasakor, a
spermiumok el6készitésekor, az embriok inkubalasakor és mikroszkdpos vizs-

4. abra: A blasztulaciés rata (fejlédoé blasztociszta stadiumua embriok aranya) 6sszeha-
sonlatasa fényvédett és a hagyomanyos csoportban
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galatakor, valamint az embrié belltetése alatt is. Az UV fény toxikus hatasa
az él6 sejtekre mar régota ismert. A lathato fény (400-800 nm) toxikus hatasa
azonban kevésbé koztudott, pedig szamos korabbi vizsgalat igazolja a lathatod
fény karos hatasat a petesejtekre, a spermiumokra és az embridkra. A fény
karos hatasa 0Osszefliggésben allhat a peroxiszOmakban és a mitokondriu-
mokban képzddd hidrogén peroxiddal. A sejtekben talalhatoé flavinok - melyek
elnyelik az 500 nm hullamhossz alatti fénysugarakat - lehetnek felelések a
reaktiv oxigén gyokok keletkezéséért. Vizsgalatok alapjan a fénysugarzas
kivalthat stresszgén aktivaciét és DNS karosodast is az embridkban. A latha-
t6 fény karos hatasa fligg a fény hullamhosszatol. A kék fény (400-500 nm)
bizonyitottan nagysagrendekkel veszélyesebb, mint a hosszabb hullamhosszu
lathato fény. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy fénysziirék alkalmazasaval
csokkenteni lehet a karos kornyezeti hatasokat az IVF laboratériumokban.

Célunk a megvilagitas karos hatasai-
nak vizsgalata és csdkkentése volt, az
embridveszteség minimalizaldsa az in
vitro fertilizacié soran végzett tevékeny-
ségeink soran.

Ennek érdekében fényszlrd foliaval boritottuk be a mesterséges megterméke-
nyités soran alkalmazott eszkdzoket, a laboratériumi fényforrasait és az alkal-
mazott eszkdzok beépitett fényforrasait is. Az igy modon védett kdrilmények
utan egy éves tapasztalatainkat statisztikai modszerekkel a megel6z6 év azo-
nos paramétereihez hasonlitottuk. Az 6sszes tdbbi laboratdriumi koriimeény
(inkubatorok, tapoldatok, tenyésztési korilmények) és a stimulacios protokollok
valtozatlanok maradtak, igy csupan ez a paraméter befolyasolta a kimenetelt.
Megvizsgaltuk a fényvédett és a fényvédelem nélkili csoportokban a fertiliza-
cids arany, a blasztulacios arany és az implantacios arany mértékét konvencio-
nalis IVF és ICSI alkalmazasa esetén. Ezen paraméterek mindegyikében jobb
eredmények szllettek a fényvédett csoportban, ebbdl kiemelendd a jelentds,
mintegy 60%-0s blasztociszta veszteség csokkenés, vagyis ennyivel tobb
embrio jutott el a differencialtsag ezen fokara (4. abra). Ennek érdekében fon-
tos ajanlasunk, hogy minimalizaljuk a lehetséges karos kérnyezeti tényezbket.
A mitdk, laboratériumok, mikroszkopok megvilagitasa csokkentheti az embri-
Ok életképességét, mert a szabadgyok képz&dés karos bioldgiai folyamatokat
indithat be, csOkkentve ezzel a terhességi aranyt is.




Dr. Varnagy Akos
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EMBRIO SZELEKCIOS ELJARASOK

MORFOLOGIAN ALAPULO
OSZTALYOZASI RENDSZEREK

A Dbeliltetésre alkalmas legjobb min6éségli embridk kivalasztasa féként
morfologiai értékeléseken alapszik, am ez a megkdzelités hagyomanyosan
megfigyel6 jellegl, ezaltal korlatozott informacion alapul. Az elmult harom
évtizedben szamos osztalyozasi rendszert fejlesztettek ki az embridk
osztalyozasara.

A legkézenfekvébb paraméter, amelyet kbnnyen meg lehet hatarozni a
petesejttél a blasztociszta stadiumig, a morfolégia. Kdvetkezésképpen a
morfoldgia volt az elsé paraméter, amelyet részletesen vizsgaltak az IVF
korai éveiben is, és szamos tanulmany mutatta be a kapcsolatot a petesejt
és az embrid morfolégiai jellemz8i és a terhességi siker aranya kozott.
Azonban az embrioldgiai laboratériumonként eltéré rutin és gyakorlati
szokasok (példaul az embridk ellenérzésének idépontja) miatt a pusztan
morfoldgiai értékelés rendkivil hajlamos a szubjektivitasra. Ez a szub-
jektivitas az embrié min6ség megitélésekor nagyon valtozé embrio-érté-
keléseket eredményezhet. Példaul a megtermékenyitést kdvetd masodik
napon torténé ellenbrzés idézitése nagymértékben befolyasolhatja az
embriok osztalyozasat. Hiszen a korai ellenérzés soran a legtdbb embrio
két sejtes allapotban talalhatd, mig, ha néhany oraval késébb torténik a
vizsgalat, akkor szamos embrid mar a négy sejtes stadiumot is elérheti.
Vagyis a létrehozott embrio-pontozasi rendszerek viszonylag ,durva”, a
blasztomerek szaman és az embriok minéségén alapulnak. Ezenkivll a
és pontszamu embriok is sikeresen beagyazoédhatnak.

Az egységes statikus morfoldgiai elemzésre az Eurépai Human Reproduk-
cios és Embriolégiai Tarsasag (ESHRE) nemzetkozi pontrendszert veze-
tett be (Isztambul konszenzus), ez alapjan térténik ma a rutin osztalyozast.
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MORFOKINETIKAI
OSZTALYOZAS - TIME-LAPSE

Az embridk morfoldgiai ellendrzéséhez elengedhetetlen az inkubatorbdl vald
kivételik, amellyel kulonféle stresszfaktoroknak vagyunk kénytelenek kitenni
az embridkat (hémérsékletvaltozas, gazkoncentracid6 megvaltozasa, fény-
hatas). Tovabbi kritikaja lehet a klasszikus morfoldgiai elemzéseknek, hogy
legtobb esetben naponta egyszer torténik az embridk allapotanak vizsgalata.
Azaz egy 6todik napon elvégzett blasztociszta transzfer esetén, mindéssze 6t
statikus megfigyelés alapjan torténik a legéletképesebbnek gondolt embrid ki-
valasztasa. Ezzel szemben a time-lapse rendszerek esetében az inkubatorba
egy kamera van beépitve, amely elére meghatarozott id6k6zdnként - akar tobb
ezer - fényképeket készit az osztddé embridkrol, melyek késébb szoftveresen
egy videdba egyesithetdek, és elemezhetdek.

A technika tovabbi elénye, hogy az embridk a megtermékenyitéstél egészen
a belltetéséig zavartalanul fejlédhetnek, hiszen allapotuk folyamatos nyomon
kévetése az inkubatoron belll biztositott. Azonban a mdédszer legfontosabb
elénye, hogy kiszlirhetévé valnak az osztédasi rendellenességek, ezaltal a
hibas kromoszémakészlettel rendelkezd embriok visszalltetését elkertlhet-
juk. Azonban fontos megemiliteni, hogy jelenleg nem all rendelkezésre olyan
szakirodalmi adat, mely egyértelmien alatamasztana, hogy a time-lapse rend-
szerek hasznalatanak dontd hatasa lenne a teherbeesési sikerességre, élve
szlletési aranyra.

EMBRIONALIS DNS IZOLALAS
A TENYESZTO TAPOLDATABOL

Az anyai vérbdél izolalhatd sejtmentes magzati DNS vizsgalata igen szen-
zitiv és specifikus, nem invaziv genetikai tesztként rutinszerlien hasznal-
hat6é példaul a Down-szindréma kimutatasara. Hosszu idén at ismeretlen
volt, hogy a magzat fejl6dése soran mikor bocsat ki el6szor DNS-t, tébb
feltételezés is szlltetett, hogy mar a legelsé osztédasi ciklus soran, vagy
csak az embrionalis fejlédés egy késébbi idépontjatdl kezdédden. Ujabb
tanulmanyok azonban bizonyitottak, hogy az embrionalis fejlédés korai
szakaszaban is megjelenik a sejtmentes magzati DNS, hiszen sikerlt
izolalni a tapoldatbdl, melyben az embrié fejlédik. A tapoldat cseppbdl
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torténé genetikai analizis legnagyobb elénye, hogy nem invaziv médon
nyerhetink informaciot az embrié kromoszoma készletérél, esetleges
szambeli (aneuploidiak) vagy szerkezetbeli (pl. torl6dés, megkettézédés,
megfordulas) eltéréseirdl, a biopsziabdl szarmazé potencidlis karosodas
esélye nélkil. Bizonyitottak tovabba, a tapoldat cseppek, melyekben embridk
fejlédtek tartalmaztak szabad DNS-t és hogy ezek alapjan elvégzett genetikai
szlirés eredménye megfeleltetheté trofektoderma biopszia altal nyujtottal. A
modszernek azonban jelent6s hianyossagai vannak, azonban a legujabb és
legkorszeriibb nukleinsav 6sszetételre vonatkozo vizsgaldémaddszerek (NGS: U
generacids szekvenalas) bevezetése lehetévé tette a preimplantacios geneti-
kai szlirés (PGS) és preimplantaciés genetikai diagnosztika (PGD) szerepének
Ujraértékelését is, mely kapcsan néhany évvel ezelbtt Uj nomenklatara a PGT
(preimplantacios genetikai teszt) bevezetése tortént.

Jelen vizsgalatunkban ezt a modszert az embrionalis tapoldatbdl térténé
nukleinsav szekvenalasra alkalmaztuk. A moédszer nehézsége abbol
adddik, hogy az embriot korllvevd tapoldatban csupan nukleinsav rész-
letek (fragmentumok) talalhatok, melyekbdl nehéz feladat az eredeti tel-
jes szekvenciara kovetkeztetni. A molekularis genetikai vizsgalatot végz6
munkacsoportnak sikerllt egy olyan algoritmust kidolgoznia, melyben
kulénb6z8 bioinformatikai |épések beiktatasaval a szekvenalassal nyert
adathalmazbdl vissza lehet kdvetkeztetni az eredeti géntérképre.

A modszer bedllitasaval a vizsgalt embrionalis tapoldatok tobbségében
70% feletti egyezést tudtunk kimutatni a standard gén mintaval (5. abra).
Kildonbséget tudtunk detektalni a késdbb él6 terhességhez vezetd és az
elhalt terhességhez vezet6 embridk tapoldatai k6z6tt. Ezen tulmenden is-
mert génhibakat tudtunk felfedezni az elhalt terhességes csoportban, amik
az embrionalis veszteség potencialis okai is lehettek.

Ezen felismerések a preimplantacids vizsgalatok Uj lehetéségét nyithatjak
meg, amit mar kullféldi munkacsoportok vizsgalatai is alatamasztanak és igy
egy noninvaziv preimplantacios genetikai teszt (ni-PGT) alapjait teremthetik
meg.
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5. abra: Embrionalis tapoldatbol izolalt nukleinsav szekvenciak megfeleltetése a standard
kontrollhoz képest
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AZ EMBRIO ELETKEPESSE-
GENEK FEHERJEMARKEREI

Az embrid sikeres beagyazdédasa egy
rendkivil komplex, kétoldalti folyamat,
mely egyrészrdl igényli a méhnyalkahartya
sejtieinek befogaddképességét, masrész-
rél a lehet6 legmagasabb életképességgel
biré embrid kivalasztasat. Mivel a hazank-
ban elterjedt t6bbszdrds embrié belltetés
gyakorlata fokozott egészségiigyi kocka-
zatot jelent, utdbbi feladat megvalésitasara
vallalkoztunk e fejezetben bemutatasra
kertld kisérleteinkkel.

Az Uj szakmai iranyelvek szerint a lehetéségeknek megfeleléen tdrekedni kell
az egyszeres embridtranszfer gyakorlatara, mely azonban sziikségessé teszi,
hogy a belltetés el6tt meg tudjuk becsulni az embrié beagyazodasi képessé-
gét. Az egyszeres embrid beliltetés alkalmazasa terén a Skandinav orszagok
jarnak eldl, ahol a beavatkozasok tobb mint fele ezen elvek alapjan zajlik.

A belltetésre szant embriok mindségének értékelése etikai okokbdl csak
nem-invaziv maodszerekkel valésithatd meg, amelyek az embrid érintése
nélkil zajlanak. Ez a legkézenfekvébb médon mikroszképos értékelés alapjan
torténhet, ahol a vizsgald személy morfolégiai bélyegek, mint az embriét al-
kot6 sejtek szimmetridja, sejtmagok, polaris testek elhelyezkedése, sejtplazma
min&sége stb. alapjan allapitja meg az embrio életképességét.
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A mesterséges megtermékenyitéses kezelések hajnalan szamos, erésen
szubjektiv értékelési szempont merilt fel a beavatkozasokat végzé in-
tézmények egyéni elképzeléseinek megfeleléen, melyek végul 2011-ben
kerlltek egységesitésre. Ez a nemzetkdzi koncepciod Isztambul Konszenzus
néven kerllt elfogadasra, pontosan meghatarozva az értékelési szempontok
mellett azok sulyozasat is a folyamatban. Ez a harom kategdriat alkalmazé
pontrendszer ,poor” (belltetésre alkalmatlan), ,fair” és ,good” (beliltetésre
alkalmas) képezi jelenleg is a mesterségesen megtermékenyitett embridk
mindségeértékelésének protokolljat. A protokoll alkalmazasat kdvetéen nagy
altalanossagban a kezelések 30%-40%-ban terhességhez vezet§ ered-
ményesség azonban tovabbi novelésre szorul. A megsziletett gyermekek
aranya az ugynevezett ,baby-take-home-rate” inkabb a 30%-hoz kdzelebbi
értéket mutat. Természetesen a kiegészitd modszerek kidolgozasa soran is a
nem-invaziv, az embriét semmilyen formaban nem érint6 és igy nem karositd
megkozelitések jonnek szoba.

A MESTERSEGESEN MEGTERMEKENYITETT
EMBRIOK TAPOLDATA

Az in vitro fertilizacié folyamata soran a petesejt megtermékenyulése egy erre
a célra specialisan gyartott edényben (in vitro) zajlik le. Ezt kbvetéen a zigota
egy- az embrid ndvekedési igényeinek megfeleléen dsszedllitott tapoldatban
tenyészik a beultetésig.

Hasonléan az embridk értékelését megvaldsitd modszerek fejlédéséhez, a
tenyésztéshez hasznalt tapoldatok is jelentés valtozasokon mentek keresztul
a mesterséges megtermékenyitéses kezelések egyre szélesebb korl elterje-
désével parhuzamosan. Kezdetben altalanos, barmilyen sejt tenyésztéshez
hasznalhatd tapoldatok keriltek alkalmazasra, 6ket kdvették a mesterséges
megtermékenyitést végz6 intézmények altal eldallitott, mar célzottabb termé-
kek, melyek utdn megjelentek a kereskedelmi forgalomban elérheté oldatok.
Napjainkban ezeknek az oldatoknak két tipusat kildnbdztetjik meg. A mo-
nokultiras oldatok dsszetételét ugy allitiak dssze, hogy lehetéleg az embrid
valamennyi élettani igényét kielégitse fejlédése teljes stadiuma alatt. Ezeknek
a tapoldatoknak az elénye, hogy az embriét minimalis kilsé stressz éri, hiszen
fejl6dése soran, egészen a bedllltetés pillanataig allandé marad a kornyezete.
Hatranya azonban, hogy a monokultiras oldatok allandé dsszetétellik miatt a
fejl6dé embrié igényeinek valtozasaihoz, melyek az els6 harom és a késébbi
két nap soran nem egyformak, nem tud alkalmazkodni. Az ugynevezett szek-
vencialis médiumok két oldatbdl allnak, részben eltéré osszetétellel. Az els6
oldatot a tenyésztés elsé harom, a masodik oldatot a tenyésztés utolsé két
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napjan alkalmazzak. A szekvencialis médiumok elénye, hogy az embrié min-
dig a neki legmegfelelébb oldatban osztddik, hatranya, hogy amennyiben
a belltetést a megtermékenyitést koveté 6tddik napon kivanjak elvégezni
-mely egyébként egyre inkdbb preferalt koncepcié- az embridt szikséges
athelyezni az els6 oldatbdl a masodikba.

A tapoldatok 6sszetételét illetéen valamennyi termék alapja egy az él§ szer-
embrio fejlédéséhez sziikséges tapanyagokkal, aminosavakkal, vitaminokkal,
a Ph viszonyok stabilan tartasat elésegitd anyagokkal és kis koncentracidban
esetenként antibiotikummal kiegészitve. Egy nagyon lényeges eleme a tapol-
datoknak az albumin fehérje. Az albumin egy az él6 szervezetekben rendkivdil
nagy koncentraciéban eléforduld szolubilis fehérje, mely megtalalhaté a vér-
plazmaban. Az albumin funkcidja a tapoldatokban a pH valtozasok pufferelése,
a tapoldatban 1év6é ozmotikus viszonyok fizioldgias szinten tartasa, az embriét
alkotd sejtek membranjanak stabilizalasa, illetve a fejl6dé embrié anyagcseré-
je soran keletkez6 molekulak megkétése, eltavolitasa a tapoldatbol.

Az embridtenyészt6 oldatokban felhasznalt albumin két forrasbol szarmazhat.
Egyrészt specialis szlirési és tisztitasi eljarasokat kdvetéen a véradasok soran
Osszegy(ijtott, tobbszords ellendrzési, szlirési folyamatokon atment emberi
vérplazmabdl allithaté el6. A masik lehet8ség a rekombinans genetikai tech-
nikakkal modositott alacsonyrend(i él6lények, példaul élesztégombak altal ter-
melt ugynevezett rekombinans albumin. A rekombinans albumin elénye, hogy
garantaltan eliminalhato a fert6zések atvitelének lehetésége, tovabba a termék
100%-o0s tisztasaga. A tisztitott human albumin azonban tartalmaz olyan,
akar ismeretlen faktorokat is, amelyek jelenléte elésegiti az embrio fejlédését,
mivel igy a tapoldat 6sszetétele jobban megkdzeliti a leendé anya méhében
fennallé kérnyezeti viszonyokat. Ez utdbbi szempont figyelembevételével a
tisztitott human szérum albumin hasznalata tekinthetd altalanosabbnak.
Természetesen ez az albumin nem 100%-o0s tisztasagu, azonban ez nem
is kovetelmény. A gyartasi technolégia jellegébdl fakaddéan a termékben
ugyan elenyész8d szazalékban, de mindig jelen vannak egyéb fehérjék is,
ezt tdbb publikalt vizsgalat bizonyitja.

A tapoldat az embrid belltetését kdvetéen bioldgiai hulladékként megsemmisi-
tésre kerll, ez azonban lehetéséget nyujt arra, hogy az embrié életképességé-
nek biolégiai markerei utan kutassunk benne, ezzel elésegitve legjobb embrid
kivalasztasat. Az embrié harom vagy 6t napos jelenléte ugyanis nyomot hagy
a tapoldat kémiai 6sszetételében, bizonyos anyagokat elfogyaszt, mas anya-
gokat kibocsat magabdl, meghatarozott tapanyagokat pedig atalakit az anyag-
csere folyamatok (metabolizmus) soran. Ezeknek a bioldgia folyamatoknak,
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kémiai reakcioknak eredményei, termékei a metabolomika és a proteomika
korszer(i tudomanyanak eszkdztaraval vizsgalhatok.

METABOLOMIKAI VIZSGALATOK

A metabolomikai és a kdvetkezdkben leirt proteomikai vizsgalatok kozos jel-
lemzG&je, hogy valamely bioldgiai folyamatot, élettevékenységet vagy esetleg
kéros allapotot, valamilyen mennyiségi és/vagy mindségi valtozast mutaté mo-
lekulaval mutatunk ki. Ezt a molekulat, vagy esetleg molekulak csoportjat bio-
markereknek nevezzik. A biomarker egy olyan molekula, mely konzekvensen
azonosithatd, analizalhato és jelenlétével, hianyaval vagy koncentraciéjanak
megvaltozasaval pontosan jelez valamilyen, az érdeklédés targyat képezé
folyamatot. A metabolomikai vizsgalatok az elmondottaknak megfeleléen
az embridé anyagcseréjét jellemzd markerek kimutatasat célozzak. Ezen
markerek valtozasaibol pedig kdvetkeztetéseket, predikciokat vonhatunk le
a tapoldatban ndévekvé embrio életképességét illetéen.

A legkézenfekvébb lehetéség a tapoldatban talalhatéd glikéz vizsgalata. Az
elmélet szerint a magasabb életképességli embriok mar fejlédésik korai
szakaszaban is aktivabb anyagcserével birnak, ily médon intenzivebben
figyelhetd meg
a tapoldatban
talalhaté  glikoz
fogyasa, melyet
mennyiségének
csdkkenésén
keresztil  kovet-
hetiink  nyomon.
Lehetdséglnk
van a tapoldatban
taladlhatd  glikoz-
koncentracié nul-
ladik, illetve har-
madik vagy 6tddik
napi  értékeinek
Osszehasonlitasa-
ra vagy tobbszori mintavétel esetén a glikézfelhasznalas kinetikajanak
abrazolasara. Ezeket a vizsgalatokat pontosan ilyen jelleggel, csak fordi-
tott megkdzelités alapjan végezhetjiuk el az embrio altal kibocsatott laktat
mennyiségének meghatarozasaval, mely koncentraciéjanak emelkedé-
sét varjuk. A laktat, mint a glikéz lebontas terméke, szintén indikatora le-

6. abra: Infravoros spektrum a 860-1660 nm-es tartomanyban.
Forras: https://commons.wikimedia.org
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het az embrié anyagcseréjének, annak intenzitasanak és ezen keresztul
az életképességének is. Hasonld, de nem mennyiségi, hanem minéségi
vizsgalat a tapoldatban talalhaté aminosavOsszetétel valtozasanak
nyomon koévetése, a folyamatot ,amino acid turnover” néven ismerjuk.
Ebben az esetben biomarkerként a tapoldathoz hozzaadott, illetve az
embrid altal kibocsatott aminosavak szolgalnak, melyek egymashoz
viszonyitott aranyait 6sszefliggésbe hozhatjuk az embrié anyagcseré-
jével, azaz potencialis életképességével.

Joval komplexebb és komolyabb felkészlliséget igénylé technika a teljes
tapoldat ,metabolom” vizsgalata és az infravorés spektroszképia kombi-
nacidja. Az infravords spektroszkopia elve szerint az infravords tartomany
spektruman belll a molekuldkat 6sszetartd kémiai kotések elnyeléssel bir-
nak. Ha a tapoldatot infravords spektroszkopianak vetjuk ala, természete-
sen az embrid eltavolitasat kdvetden, infravords spektrumot kapunk, mely
hullamokat, csucsokat tartalmaz (6. abra). A csucsok, illetve hullamok
pozicidja és intenzitasa alapjan kovetkeztetéseket vonhatunk le a
vizsgalt oldatban talalhaté kémiai kotésekrél, ezek valtozasairdl, ily mo-
don pedig detektalhatjuk az oldatban végbement kémiai valtozasokat,
esetinkben a fejl6d6 embrid metabolizmusanak kdvetkezményeit. Az
embrié fejlédése altal hagyott lenyomat még specifikusabb vizsgalatara
a proteomikai technikak adnak lehet6séget.

PROTEOMIKAI VIZSGALATOK

A proteomikai vizsgalatok alaptézise, hogy a fejl6dé embrid, nem csak
az altala felhasznalt, hanem az altala kibocsatott anyagokon keresztil is
lenyomatot hagy az 6t a fejl6édése soran korllvevd tapoldatban. Ennek
a fehérjéket érintd molekularis lenyomatnak a mintazata, kombinalva a
modern analitikai kémia eszkoztaraval lehetéséget ad arra, hogy egy
Ujabb iranybdl kozelitsik meg a mesterségesen megtermékenyitett
embriok nem-invaziv vizsgalatanak lehetéségét. A végsd cél egy olyan
kiegészitd mddszertan megalkotasa, mely az embridk morfoldgiai érté-
kelését segitve lehetbvé teszi az életképes és a nem életképes embridk
pontos elkulonitését. A proteomikai vizsgalatok bizonyos esetekben még
a genetikai vizsgalatoknal is pontosabb képet adnak valamely organiz-
mus életmikodésérdl, hiszen nem a géneket vizsgalja, hanem a konkré-
tan abban a pillanatban aktiv gének termékei segitségével ad attekintd
képet. A proteomikai vizsgalatok eszkdzei a gél-elektroforézis, mely
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a fehérjék analizis elbtti tisztitasat teszi lehetévé, az elektroforézissel
parhuzamos fehérjeemésztés, mely az emésztés kdvetkeztében |étrejo-
v6 peptidek vizsgalataval teszi lehet6vé a talalt fehérjemarkerek pontos
azonositasat, illetve legf6képpen a tdmegspektrometria, mely alkalmas
valamely anyag egyetlen molekulajanak pontos tdmegét meghatarozni
és ezen keresztul azonositani is azt. A tdmegspektrometriahoz gyakran
kapcsol6do folyadékkromatografia az azonositott fehérjék mennyiségi
meghatarozasat teszi lehetévé. A proteomikai vizsgalatok altalanos sé-
maja szerint gélelektroforetikus technikakkal korul irhatjuk a mennyiségi,
vagy min6ségi valtozast mutaté fehérje biomarkerek csoportjat. A legigé-
retesebbnek tiiné jeldlteket az elekroforetikus gélbél torténd eltavolitast
kovetéen enzimatikusan emészthetjik, az emésztményben témegspekit-
rometria segitségével megallapithatjuk a keletkezett peptidek pontos
tomegét és egymashoz viszonyitott mennyiségét, majd ezen tdmeg-
spektrumokat bioinformatikai modszerekkel adatbazis keresésnek vetjuk
ala. Szerencsés esetben sikeres azonositast kdvetéen, a mar ismert
biomarker jeldltek kimutatasat vagy mennyiségi vizsgalatat folyadékkro-
matografiaval kapcsolt tdmegspektrometria segitségével végezhetjik el.

HAPTOGLOBIN ALFA-1 LANC, MINT _
A MESTERSEGESEN MEGTERMEKENY -
TETT EMBRIOK ELETKEPESSEGENEK

BIOMARKERE

Vizsgalataink elsé szakaszaban a mesterségesen megtermékenyitett
embriok tapoldataban négy olyan fehérjét, illetve polipeptidet talaltunk,
amelyek mennyiségukben jelentds meértéki eltérést mutattak az életképes
(élve szlletés) és a nem életképes (sikertelen terhesség) embridk min-
taiban. Statisztikai elemzés soran, T-probaval vizsgalva eredményeinket
csak az egyik (9184 Da) tdmegl molekula alapjan sikerilt szignifikans
kuldnbséget kimutatni a két embrié csoport kdzott, igy a tovabbiakban
erre az egy biomarker jeldltre koncentraltunk. Megallapitottuk azt is, hogy
a fehérjét mar a tapoldat el6allitasahoz hasznalt albumin készitmény is
tartalmazza, az embri6 fejlédése soran a mennyisége valtozik meg, a
belltetés kimenetelétdl fliggd mértékben (7. abra).

Intens. +MS, 11.6-11.8min # 694-706)
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7. abra: A biomarkerként azonositott fehérje tomegspektruma. A csticsok a fehérjékre

jellemzé, tobbszordsen ionizalt tomegspektrometrias csticsoknak felel meg.

A fehérjéet
emésztést kovetd
tandem tdmegspekt-
rometrias  vizsgalatok
segitségével a human
haptoglobin fehérje
alfa-1 lancaként azono-
sitottuk. Az életképes
és a nem életképes
embridk tapoldatmintai
kozott jelentbs, atlago-
san 50%-ot meghalado
mértéki mennyisegi
kilonbséget mutattunk

8. abra. Elvesziiletési aranyok a kontroll, illetve a tdmeg- ki. A tovabbi, folya-

spktrometrias analizissel kiegészitett kisérletes csoportban. dekkroma t? grafiaval
kapcsolt  tdmegspekt-

rometrias méréseinket nagyszamu vizsgalatokban kodolt mintakon,
anonim kisérletekben végeztik el. A meghatarozas és a parhuzamo-
san zajlé retrospektiv embriéminéség értékelés soran a haptoglobin
alfa-1 fehérje mennyiségét a kontrollként hasznalt, Gres tapoldat hap-
toglobin alfa-1 koncentracidjahoz viszonyitottuk, a koncentracié néve-
kedés mértéke dontotte el az életképes, illetve nem életképes diagno-
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zist. A vizsgalatokat az embriok bedltetését kdvetéen, a megmaradt és
archivalt tapoldat mintakon végeztik el, a belltetés kimenetelének is-
merete nélkil, vak kisérletekben. Az elemzéseket kdvetéen a feldolgo-
zott anyagot két halmazra csoportositottuk, és statisztikai elemzésnek
vetettik ala. Az elsd halmazban ugy helyeztik el az embridkat, hogy
abban csak a morfoldgiai értékelésen pozitiv minésitést (,good” vagy
,fair’) kapoé embriok helyezkedjenek el, ezt nevezhetjik egyszeresen
pozitiv vagy kontroll csoportnak. A masodik halmazban ugy helyeztik
el az embridkat, hogy a morfoldgiai értékelésen felil a tdomegspekt-
rometrias vizsgalat soran is, azaz egyuttesen pozitiv értékelést kapott
embridk helyezkedjenek el. Ezt a csoportot kétszeresen pozitiv vagy
kisérletes csoportnak nevezhetjiuk. A csoportositast kdvetéen mindkét
halmazban megvizsgaltuk a megsziletett gyermekek aranyat, azaz a
bevezeté gondolatoknal emlitett ,baby-take-home-rate”-et (8. abra).
Megallapithatjuk, hogy a kontroll csoportban a ,fair” minésitést embri-
Ok a kezelések 23%-ban, mig a ,good” min6sitésli embriok esetében a
kezelések 32%-ban tették lehetévé gyermek szuletését. A kétszeresen
pozitiv, kisérletes csoportban a ,fair” minésitési embridk a kezelések
40%-ban, mig a ,good” mindsitésii embridk esetében a kezelések
51%-ban tették lehetévé gyermek sziletését. Az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a haptoglobin alfa-1 [anc mennyiségi
meghatarozasa a meglévé morfolégiai bélyegek alapjan térténd
embrido minéség értekelést kiegészitve, azzal egylttesen alkalmazva
novelheti a mesterséges megtermékenyitéses kezelések sikerességét.
Természetesen fontos hangsulyozni, hogy az itt bemutatott eredmé-
nyek retrospektiv, azaz utdlagos elemzések eredményei. A modszer
alkalmazhatdsagat ténylegesen jellemzd, prospektiv vizsgalati ered-
mények feldolgozéasa a jelen kiadvany irasakor még folyamatban
van. A leirtak alapjan a haptoglobin alfa-1 lanc, melynek forrasa a
human szérum albumin szennyez8déseként a tapoldatban megtalal-
haté haptoglobin fehérje, mennyiségi, proteomikai markerként képes
az alacsony életképességli embridk azonositasara. Az alfa-1 frag-
mens mennyiségi valtozasanak hatterében valamely enzimatikus,
fehérjebontod folyamat allhat.

Az embrié fejlédése soran a sejtek szamanak ndvekedése nem
linearis folyamat, hanem sejtosztédas és sejtpusztulas aranyanak
pozitiv ereddjeként megvaldsulé eredmény. Hipotézisink szerint az
alacsonyabb életképességli embridk esetében a sejtpusztulas mérté-
ke fokozottabb, mely egyutt jar az enzimatikus vagy kémiai faktorok
emelkedett kibocsatasaval. Ez a jelenség magyarazhatja megfigyelé-
siinket, miszerint a tapoldatban jelenlévé haptoglobin nagyobb mér-
tékl fragmentaciot mutat a nem életképes embridok mintaiban, mint az
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életképes embriok mintaiban, mely jelenség a haptoglobinbdl szarma-
z6 alfa-1 lanc fokozott keletkezésével jar. Véleményink szerint
helyesebb, ha egy embrié életképesség vizsgald teszt a nem
életképes embridokat sziri, nem pedig a legjobbakat valasztja ki,
mert megvan az esélye, hogy a legjobb embrié sem vezet sike-
res terhességhez, a soha ki nem zarhaté anyai faktorok miatt.
De ha teljes bizonyossaggal meg tudjuk mondani, hogy ,mit ne
Ultesslink be” a felesleges embridtranszferek szama csdkkenhet,
ezaltal pedig a kezelések szazalékos sikeressége ndvekedhet.




AZ EMBRIO ELETKEPES-
SEGENEK ES BETEG-
SEGEINEK GENETIKAI

MARKEREI

UJ GENERACIOS SZEKVENALASI ELJA-
RAS ALKALMAZASA A PREIMPLANTACIOS
GENETIKAI DIAGNOSZTIKABAN

Az in vitro fertilizaciés (IVF) eljarasok hatékonysaganak ndévelése
érdekében olyan szlirdvizsgalatok bevezetése is aktualissa valik,
amelyekkel a sulyos genetikai rendellenességeket korai embrionalis
korban, lehet8ség szerint még a gyorsan osztddd embridé belltetése
el6tt szlrni tudjuk.

A preimplantaciés genetikai diag-
nosztika 1990 ota folyamatosan
fejlédd iranyvonalat képvisel a mole-
kularis genetika terén, mely magzati
aneuploiditas, a szambeli rendelle-
nességet mutatd kromoszomakész-
let vonatkozasaban (PGD-A).
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Mara rutinszer(i eljaras az anyai vérbdél kimutathaté magzati DNS azo-
nositasa. A vizsgalati modszer alapja a magzati kromoszémakészlet
szambeli eltéréseinek meghatarozasa, melyet alacsony lefedettségi
teljes genom szekvenalassal torténik, az anyai vérben keringé kis
mennyiségben jelen levd embrionalis DNS-bdl. A szekvenalas ered-
ménye megmutatja az egyes mintakban jelen [évé tébblet- vagy hia-
nyos kromoszomakészlettel jaro, allapotokat. Ez leggyakrabban a 21,
18 és 13-as kromoszomat, illetve a nemi kromoszémakat érinti. Ezen
betegségek kockazatat az anya kora, a petesejt genetikai rendellenes-
ségeinek emelkedd el6forduldsa révén nagymértékben noveli. (A 21-es
kromoszéma triszomia Down-szindromat jelez, a 18-as kromoszéma
szambeli tébblete Edwards-kért, ami ritka és halalos betegség, és az
érintett magzatok 95%-a magzati korban elhal. A 13-as kromoszéma
triszémiaja a Patau-koért okozza, mely rendellenesség az élettel nem
Osszeegyeztethetd, az érintett magzatok csupan 1%-a sztletik meg.)
Kutatécsoportunk célja volt olyan médszer elméleti és gyakorlati
kidolgozasa, mely az IVF eljdrdas sordn az embrioéfejlédés beliltetést
megel6z6 szakaszaban teszi lehetévé az aneuploid allapot azonosi-
tasat. A megtermékenyitett petesejttdl (zigéta) a morula kialakulasaig
(a 3. napig) a tapoldatba keril6 embrionalis DNS-t hasznaljuk fel a
genetikai allomany és életképesség vizsgalatara. igy lehetévé tesz-
szUk a nem invaziv, megfelel6en pontos és specifikus, Uj generacids
szekvencia analizisen alapulé moddszertan alkalmazasat annak meg-
itélésére, hogy az adott mintaban a kromoszéma készlet ép, vagy
megvaltozott dsszetételli, és ha az utdbbi lehet8séggel talalkozunk,
meg tudjuk allapitani a genetikai betegséget is. Klinikai szempontbdl
jelentés, hogy a kidolgozasra kerul6 eljaras 48 6ran belll kivitelez-
hetd legyen, mivel az embridé tenyésztése soran a klinikai dontést, az
embrid belltetését a 3. nap (morula stadium) és 5. nap (blasztociszta
stadium) kézott meg kell hozni, ezt kévetéen az embri6 mar nem al-
kalmas a méhuregen kivili tenyésztésre.

A DNS szekvencia alapu embriészelekcids eljaras modszertani kidol-
gozasahoz a klinikai IVF soran 40 intracitoplazmikus sperma injekciés
(ICSI) modszerrel megtermékenyitett, mikroszképos morfolégiai
értékeléskor j6 min6éséglnek itélt human embrid 3 napos tenyésztd-
folyadékanak uj generaciés szekvencia analizisét és bioinformatikai
elemzését végeztuk el. Az embridkat két csoportra osztottuk a ter-
hesség kimenetele alapjan: az egészséges és a vetéléssel végz6do
terhességet létrehozd csoportra. Az egyes csoportok dsszehasonlita-
saban az embridok morfolégiai paraméterei és a szul6i négyogyaszati
szempontbdl feldolgozott adatait az 1. tablazat tartalmazza.

A tapoldatban alacsony koncentraciéban jelen levd magzati DNS
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mennyiségi és minéségi paramétereihez alkalmazkodva a tapoldat
mintak DNS izolalasat linearis teljes genom amplifikaciés technikaval
(Multiple Annealing and Looping Based Amplification Cycles, MAL-
BAC) egészitettik ki, valamint kdnyvtarkészitéskor egyénileg beal-
litott szlkitett tartomanyu méretszelekciot alkalmaztunk az Illumina
HiSeq 4000 platformon t6rténd szekvenalashoz. A bioinformatikai
adatelemzés soran sikerdlt olyan elemzési stratégiat kidolgozni, mely
soran elkiulonithetévé valt a magzati DNS frakcié a tapoldatban jelen
levé nem embrionalis eredeti human genomialis DNS szennyez6dés.
Az altalunk kidolgozott laboratériumi munkafolyamat, valamint kap-

1. tablazat: Klinikai adatok és embrionalis paraméterek a vizsgalt csoportokban.

A terhesség kimenetele Vetélés Egészséges

ujsziilott

A szekvenalt embrionalis

tenyésztéfolyadékok szama 20 20

Isztambul konszenzus alapjan

torténd besorolas
atlagos blastomer szam 8.2 8.6
térfogatra vonatkozo fragmentaltsag <10% <10%
blastomer szimmetria teljes teljes

Kilinikai jellemzo6k

anyai atlagéletkor 3518 34.74
infertilitds oka: tubalis faktor 27.27 225
infertilitas oka: apai faktor 45.45 42.5
infertilitas oka: egyéb 2727 25
bazalis FSH koncentracio (IU/ul) 763 72
el6z6 vetélés 0 0
kinyert petesejtek szama 9.3 8.6
tenyésztésre alkalmas embriok szama 25 25
42
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9. dbra: A kidolgozott laboratériumi munkafolyamat, valamint a hozza kapcsolodo
bioinformatikai elemzési eljaras lépéseit foglalja 6ssze.

csolddé bioinformatikai elemzési eljaras lehetévé teszi a korai fejlett-
ségi stadiumban a human embridk tapoldatanak vizsgalatat (9. abra).

Eredményeink kiértékelése soran a magzati genomidlis DNS-re
vonatkoz6 képiaszam eltérések (copy number variations, CNV) sta-
tisztikai kildnbséget igazoltak az életképes, egészséges terhességet
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létrehozd embriok és a vetéléssel végz6dd terhességek esetében a
belltetett embriok 3 napos, morula stadiumban nyert tapoldatainak
DNS tartalma kozoétt (10. abra).

Mélyebb szekvencia adatfeldolgozassal és a UNIQUE, Genetic
Alliance és CDO genetikai adatbazisokkal térténd Osszevetéssel a
vetéléssel végz8d6 terhességek 75%-aban az embrionalis tapoldatok
magzati genomialis DNS-ében szambeli eltéréseket azonositottunk
|étfontossagu kromoszomalis szakaszoknak megfeleléen. A csdkkent
vagy megnodvekedett kdpiaszamban talalt DNS szakaszok a 2. tabla-
zatban bemutatott kromoszdémalis szakaszoknak feleltek meg a human
referencia DNS-re torténd illesztéskor. Az eltérés az adott szakaszon
elhelyezked§ fehérjekddold gének funkcidjat érinti.

10. abra: Az egészséges terhességet Iétrehozd és a vetélt embridk 1
megabazis (Mb) hosszusagu DNS szakaszaiban el6forduld képiaszam
eltéréseit mutatja, mindkét csoportnal az ures, embriét nem tartalmazo
tapoldatra vonatkoztatott aranyban. Az esélyhanyados szamolasara
kétféle modszert alkalmaztunk: vi= az 1Mb hosszlUsagu szakaszon
minden el6fordul6 CNV-t kilon talalatnak értékeltink, v2= az 1 Mb
szakaszon a CNV el6fordulast, fliggetlenll azok szamatdl vettik 1-nek.

10. abra: Az egészséges terhességet létrehozo és
a vetélt embriok 1 megabazis (Mb) hosszusagu




2. tablazat: A megvaltozott kopiaszamban kimutatott DNS szakaszok

Kromoszomalis Kromoszomalis

elhelyezkedés Funkcié

elhelyezkedés Funkci6

2935 delécip XRCCS5 gén inaktivacioé 14932.2-g32.33 delécio FOXG1 gén inaktivacio,
- a DNS javité mechaniz- fejlédési zavarok és struk-
musok sériilése turalis kozponti idegrend-
2937 23-24nbd elécid IGFBP2 gén inaktivacio szeri rendellenességek
3p25.3-p25.1 delécip miR-885 inaktivacio, 15q13.3 delécio MTMR10, FAN1 kereteltolédas
differencialédasi zavarok karyomegalias intersticialis
4p16.3-p16.1 duplilacié CNV melyet microarray nephritissel
modszerrel azonositottak 16923.3-24.3 duplikacié APRT, FOXC2 indel, adenin
fejlédési rendellenesség- foszforibozil transzferaz hiany,
gel vagy velesziiletett ren- disichtiasis lyphoedema szindréma
dellenességgel rendelkezé 17¢22-p23.2 delécio Ateleiotikus torpeség, izolalt |
egyéneknel (ISCA) ndévekedési hormon hiany
8qg24.3 duplifacié myc proto-onkogén, GWAS 20p12.2-p121 delécio JAG1-el 6sszefiiggd
vizsgalatokban azonositott Alagille szindroma
génszegény teriilet 20q13.31-q13.33 duplikacio PKCH1, foszfoenolpiruvat
9p12-p11.2 delécip ANKRD20A3 gén inaktiva- karboxikinaz hiany
cié, choroid plexus hyper- 21922.3 duplikacié RIPK4, PCNT poplitealis
plasia miatti hydrocephalus, pterygum szindroma,
glioma letalis tipus
109221 duplilacio COLIM3A1 kereteltolodasi 21p13-p11.2 delécio rovid kar veszté monoszomia
hiba (ClinVar) 22013.2-13.31 duplikacio SCO2 cardioencephalo-
11923.1-23.3 dupliacio Beckwith-Wiedemann myopathia, citokrém c
szindréma oxidaz hiany, fatalis
14¢g311-g31.3 delécip autoszémalis dominans
hypertelorizmus és
siiketség(HPPD)
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A k6z06s szul6ktdl szarmazé testvér embridk esetén talaltunk egyforman
el6forduld kromoszomalis rendellenességeket is: 9p12-p11.2: ANKR-
D20A3 gén inaktivacioja, hydrocephalussal, diffuz choroid hyperplasiaval
jaré rendellenesség; 11923.1-23.3: Beckwith-Wiedemann szindroma,
21922.3: RIPK4, PCNT poplitedlis pterygum szindréma letalis tipusa;
220913.2-13.31 SCO2 citokrém C-oxidaz hiannyal 6sszefiiggd cardio-en-
cephalo-myopathia. Ezen eltérések minden esetben vetéléshez vezettek.
Vizsgalataink soran sikerllt a mindennapi klinikai gyakorlatba illeszthetd,
48 o6ran belul megvaldsithatd, az Uj generacids szekvenalé eljarast alkal-
mazo6 modszert fejleszteni a human magzati genomialis DNS nem-invaziv
bizonyult az embri6é életképességének megitélésére és a vetélés bekod-
vetkezését joslo, az életképességet alapvetéen befolyasold embrionalis
kromoszémalis rendellenességek meghatarozasara. Eredményeink alap-
jat képzik az asszisztalt reprodukcios eljaras soran az embrié adatalapu,
objektiv értékelésének, melyet kdvetkezb l1épésben in silico - mesterséges
intelligencia (MI) alapu (deep learning, machine learning) bioinformatikai
algoritmusok alkalmazasaval kivanunk tovabbfejleszteni. Célunk a leg-
alkalmasabb, legmagasabb implantacids potenciallal rendelkezé embrio
kivalasztasi folyamatanak standardizalasa, hatékonysaganak ndvelése,
amellyel minimalizalni lehet a tdbbszords belltetések szamat, valamint a
sikerességi ratat is novelni lehet.

AZ EMBRIO KORNYEZETEVEL TORTENO
KOMMUNIKACIOJANAK VIZSGALATA
AZ EMBRIONALIS ELETKEPESSEG MEGITE-
LESEHEZ

Az embrionalis tapoldatbdl az embrid altal aktivan a kérnyezetébe bocsaj-
tott és implantaciot el6segité mikro-RNS (miRNS) molekulak szerkezeti és
mennyiségi meghatarozasa lehetévé teszi a korai embrionalis adaptacid
megitélését. A miRNS-ek révid 19-23 bazispar hosszusagu, fehérjék
koédolasaban részt nem vevé nukleinsav szakaszok, melyeknek a hirvivé
(messenger) MRNS transzlacié gatlasaban, a sejteket felépit6 strukturalis
és az anyagcsere folyamatokat meghatarozé funkcionalis fehérjék szinté-
zisének szabalyozasaban van. Szamos tanulmany igazolta a miRNS-ek
szerepét az embri6 fejlédése soran allatmodellek és a human embrio
esetében is. A miRNS molekulak az embrionalis sejtekbdl vezikularis
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szekrécio soran kerlilnek az embriot korllvevd kornyezetbe. Az embriona-
lis tenyészt6folyadék miRNS Osszetételének vizsgalata lehetéséget nyujt
az embrid kornyezetével torténd molekularis kommunikaciéjanak megha-
tarozasara. Az Uj generaciés szekvencia analizisbe bevont embrionalis
tapoldatok miRNS tartalmat is megvizsgaltuk, droplet digitalis PCR (dd-
PCR) technolodgia alkalmazasaval, mely egy magas érzékenységi jelenleg
még kevéssé elterjedt, innovativ PCR modszer. A 40 magzati tapoldat
minta mindegyikének 20 mikroliternyi térfogatabdl telies RNS kivonast
kdvetben reverz transzkripcié soran az RNS tartalmat cDNS-re irtuk at,
majd ddPCR analizist végeztink. Az eljaras soran a vizsgalt reakcidoldat
1 pl miRNS specifikus primer part, 12yl QX200 ddPCR EvaGreen Super-

1. abra: A droplet digitalis PCR folyamata.

mix-et (Bio-Rad), 9ul vizet és 100
pikogramm mennyiségli cDNS-t
tartalmaz a kiindulasi mintabdl.
Elsé lépésként a 20 ul reakciool-
dat 15-20.000 dropletre toérténd
emulzifikaciojat végezzik el, majd
a keletkezett dropletekben, mint
apré reaktorokban zajlik a PCR
héciklus szabalyozott nukleinsav
amplifikacio. Végil a reakciéoldat-
ban talalhaté dropletek egyenként
torténd vizsgalataval valosul
meg a specifikus primereknek

megfeleld, kimutatni kivant miRNS 12 abra: Magzati tapoldatok vizsgalati
szakaszok pontos mennyiségének csoportjai QX200 droplet digitalis PCR alkalmaza-
meghatarozasa (11. abra). saval. Quantasoft fluorescens detekcio.

Vizsgalataink soran a miR-191-3p mutatott szignifikans eltérést a veté-
Iéssel végz6d6 terhesség esetén belltetett embridk és az egészséges
terhességet létrehoz6é embriok tapoldatainak vizsgélata soran (12. abra).
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Ures, embriét nem tartalmazo tapoldatban a miR-191-3p jelenlétét nem
tudtuk kimutatni. (A tapoldatok miR-191-3p tartalmanak statisztikai
elemzését IBM SPSS Statistics 21.0, ANOVA teszt (p<0.01) LSD post
hoc analizissel végeztuk.)

Vizsgalatunk soran a miR-191-3p szignifikdnsan emelkedett koncentraciot
mutatott az egészséges terhességet létrehozni képes, j6 reproduktiv kom-
petenciaju embriodk tapfolyadékaban (12. abra). A miR-191-3p szerepét
mas fajok esetén (egér, marha, diszné) embrionalis beagyazddas soran
azonositottak. Potencialis jelentéségét a human embrié intrauterin be-
agyazoédasi képességének meghatarozasaban valdszindsitjik. A miRNS
markerek a nem invaziv magzati tapoldat Uj generacios szekvencian ala-
puld diagnosztikai eljarasai mellett alkalmazva jo kiegészitéként szerepel-
nek az embrié reprodukcids kompetenciajanak pontosabb megitéléséhez.

A FENYEXPOZICIO HATASA CD1 EGEREMB-
RIOK MOLEKULARIS ORAGENEKET SZABA-
LYOZO MIRNS RENDSZERERE ES A NANOG/
SMAD4 MEDIALT SEJTDIFFERENCIACIORA

Egyes mikroRNS-ek hatasa ismert a cirkadian ritmus fenntartasaban,
melyet sejtekben megtalalhatd Clock-gének (CLK) és a gatlasukeért felel6s
periodicitas (PER) gének szabalyoznak. Az eml8sdk esetében az agyban
Iéve fény érzékeny érzékel6k humoralis és neuroendokrin folyamatokon
keresztll szabalyozzak a sejtekben cirkadian ritmust. Fény hianyaban a
periférias sejtek is fent tudjak tartani a 24 6ras ciklusokat, amit negativ
autoregulacios visszacsatoldé mechanizmus révén képesek iranyitani. A
miR-192 és miR-194 igazolt célpontja a Per géncsalad, mig a miR-155 a
CYC fehérjék kifejez6dését akadalyozza. A 24 éras periodicitast tekintve,
el6szor csokken a miR-192 és -194, majd a PER és TIM fehérjék szintje
a citoszolban, majd a sejtmagban is, végul csokken a miR-155 és CYC és
CLK inhibitorok szintje, majd 24 éra mulva Ujra végbemegy ez a molekula-
ris folyamat, melyet a miRNS szabalyozé molekulak hangolnak tovabb.

A kutatas soran 8-12 hetes in vitro fertilizacios eljarassal (IVF) eljarassal
megtermékenyitett CD1 ndstény egerek embridit vizsgaltuk. Megtermé-
kenyités utan két nappal az embridkat KSOM médiumban tenyésztettik.
Amikor az embriok elérték a 4-sejtes allapotot, kilonb6zd csoportokra
osztjuk 6ket:
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1. csoport: 1x50 percig éri 1130 Lux erésségli fehér fény expozicié
(48 6ras embrio)

2. csoport: 2x50 percig éri 1130 Lux erésségii fény expoziciod
(72 6ras embrio)

3. csoport: 1x50 percig éri 450 Lux erésségli voros fény expozicié
(48 6ras embrio)
KEZELT CSOPORTOK KONTROLL CSOPORTOK

13. abra: A fehér (1130 lux) és voros (450 lux) fénykezelés hatasara kialakulé6 miR-155, miR-192

és miR-194 expresszios valtozasok a tenyésztéfolyadékban (y tengelyen koépia/ mikroliterben

kifejezve) valamint SMAD4 és NANOG fehérje kifejez6déseinek valtozasai (z6ld fluoreszcein-
nel jelélve) CD1 egér embriokban.

4. csoport: 2x 50 percig éri 450 Lux erésségii voros fény expozicio
(72 6ras embrio)
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5. csoport (kontroll csoport): 1x50 percig inkubaljuk s6tétben,
szobahémérsékleten (48 6ras embrid)

6. csoport (kontroll csoport): 2x50 percig inkubaljuk s6tétben,
szobahémérsékleten (72 6ras embrid)

A fény expozicié utan minden embrid inkubaciés médiumabdl RNS-t izo-
lalunk. PCR eljarassal vizsgaljuk a miR-155, miR-192 és miR-194 mikroR-
NS-ek jelenlétét, illetve szintjét a médiumokban. Az embriokon SMAD4 és
NANOG immunhisztokémiai festést végeztiink (13. abra).

Egér embrionalis modelliinkben vizsgaltuk az IVF eljarassal megterméke-
nyitett korai morula stadiumu egér embridk és érett blasztociszta stadiumu
belltetésre alkalmas egér embridk tapoldataiban megjelen6 miR-155,
miR-192 és miR-194 mennyiségét vizsgalva, valamint az embridkat az
embrionalis differencialtsagot jelz6 SMAD4 és NANOG immuncitokémiai
festéseit 6sszehasonlitva a fényexpozicio idétartamanak és fényerejének
megfeleléen jelentds eltéréseket tapasztaltunk. A nagyobb intenzitasu fe-
hér fény besugarzasa az embriondlis differencialtsag szintjét csokkentette,
a tapfolyadékok 6ragének szabalyozasaban résztvevé miRNS-regulatorok
szintjei szintén csdkkent mértéklek voltak mind a voérds fénnyel kezelt,
mind pedig a sotétben tenyésztett embriokéhoz képest. A vords fény az
elsd besugarzast kovetéen a fehérhez hasonld hatast valtott ki, de az
embriok a masodik besugarzaskor inkabb a kontroll, sotétben tenyésztett
embriokhoz hasonld miRNS és fehérje szinteket mutattak. Morfolégiai
fejlettséguk is kdzelebb allt a sététben tenyésztett csoportéhoz. A vords
fényforras hatasa kimutathatéan kisebb mértékben befolyasolta az emb-
riondlis fejlédés menetét és az az embrionalis cirkadian periodicitasra
haté miRNS szabalyoz6 rendszer miikodését.
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loproteinaz fehérje hasité enzimek végzik. Tehat a fraktalkin a t6bbi kemokintdl
eltéréen nem a sejtbdl kerdl ki a kdrnyezetbe, hanem a sejtfelszinrél hasad le.
A szolubilis fraktalkin a mucin-szer{ régiébdl és az amino terminalis doménbdl
all, utdbbi felelds a fraktalkin hatésanak kozvetitéséért (14. A abra). A fraktalkin
szerepét szamos betegségben leirtak, tobbek koézott sziv- és érrendszerei
megbetegedésekben, HIV fert6zésben, kilénbdzé daganatos megbetege-

A ~ désekben, reumas izlleti gyulladasban, veseelégtelenségben, magas vér-

A FRAKTAL KI N SZA BA I—YOZO nyomasban és kuldnb6zd, gyulladassal és/vagy degeneracioval jaré kdzponti
= idegrendszeri megbetegedésekben.

SZ E R E P E AZ E M B R I O A fraktalkin a receptoran, tudomanyos nevén a CX3CR1-en keresztul fejti ki

A = A A hatasat. A fraktalkin receptor egy hét transzmembran régiéval rendelkezé

BEAGYAZO DASANAK fehérje, mely a sejt (pl. mikroglia, idegsejt, makrofag, limfocitak, trophoblast,

FO LY A M AT A B A N endometrium) felszinén képes a fraktalkint megkotni. A fraktalkin receptor a

fraktalkin kotédését kdvetden szerkezeti valtozason esik at, majd aktival egy
un. G-fehérjét, mely Osszekapcsolja a receptort a sejten bellli szabalyozo
molekulakkal. A fraktalkin receptor harom f6 jelatviteli itvonalat indithat be: a
foszfolipaz C/protein kinaz C utvonalat, a foszfatidilinozitol-3 kinaz/AKT/NFkB

Az embri6 beagyazédasat hormonok
(6sztrogének, progeszteron), citokinek
és kemokinek 0&sszehangolt munkaja
szabalyozza. A kemokinek kisméretl
fehérjék, melyek képesek az immun-
rendszer sejtjeit a termel6désuk helyére
vonzani.

Az emberi szervezetben t6bb mint 6tven kemokin Iétezik, melyek szerkezetik
alapjan négy alcsaladba sorolhatok (C, CC, CXC és CX3C). A legtdbb kemo-
kin kisméret( fehérje, 20-25 aminosav hosszusagu. A kemokinek a sejteken
belll érési folyamaton esnek at, majd azt kovetden a termelé sejtek kibocsat-
jak 6ket a kornyezetukbe, ahol kifejtik hatasukat.

Az 1990-es évek végeén, egy Uj és egyedi kemokin alcsaladot fedeztek fel a
kdzponti idegrendszerben. Ez a csalad a CX3C elnevezést kapta, jelenleg
ismert egyetlen tagja a fraktalkin, tudomanyos nevén CX3CL1. A fraktalkin, a
tobbi kemokintdl eltéréen 373 aminosavbdl all, tehat joval nagyobb méretl és
a sejtet hatarol6 membranon ativel. gy rendelkezik egy sejten beliili farki régi-
dval, egy un. transzmembran régioval, egy kilsé mucin-szer( résszel és egy
ahhoz kapcsolodd amino termindlis régidval. A membranhoz koététt fraktalkin
mellett ismert a fehérje szolubilis formaja is, mely hasadas révén jon létre a

membranhoz kotott fraktalkin kiilsé régiojabdl. A hasitast kiilonb6zd an. metal- 13. abra: A fehér (1130 lux) és voros (450 lux) fénykezelés hatasara kialakulé miR-155, miR-192
és miR-194 expresszios valtozasok a tenyésztéfolyadékban (y tengelyen képia/ mikroliterben
kifejezve) valamint SMAD4 és NANOG fehérje kifejezédéseinek valtozasai (z6ld fluoreszcein-

nel jelolve) CD1 e%ér embriokban.
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utvonalat és a Ras/mitogén aktivalt protein kinaz (p38, ERK és JNK) utvona-
lakat. A foszfolipaz C/protein kinaz C utvonal szabalyozza a sejtek hormon
termelését, valamint aktivalja a fent emlitett Ras/mitogén aktivalt protein kinaz
utvonalakat. Ez utobbi Utvonalak szerepet jatszanak a sejtek osztddasanak,
novekedésének és tulélésének szabalyozasaban. A foszfatidilinozitol-3 kinaz/
AKT/NFkB utvonal ehhez kapcsoléddan képes a sejtek anyagcseréjét (cukor
és zsir anyagcsere), a fehérjék szintézisét, az osztodast és a tulélést segiteni
(14. B abra). A membranhoz kotott és a szolubilis fraktalkin hatasa eltérd: a
membranhoz kotott forma a sejtfelszini receptorhoz kétédve aktivalja a re-
ceptort és az altala szabalyozott Utvonalakat, mig a szolubilis fraktalkin képes
ugyan a receptor aktivalasara, azonban nagyobb mennyiségben a receptor
sejtfelszinrdl torténd eltlinését okozhatja (deszenzitizacid), igy a jelatviteli utvo-
nalak aktivitasa csOkkenhet, s6t meg is szlinhet.

A fraktalkin és a receptora szamos szaporitdé szévetben megtalalhato, igy a
méhben, a petefészkekben, a petevezetében és a méhlepényben is. Utdbbi
alatamasztja azt a feltételezést, hogy a fraktalkin-fraktalkin receptor kapcsolat
szerepet jatszat a magzati-anyai kommunikacioban. Ismert, hogy az endo-
metrium sejtek, melyek a méh legbelsé sejtrétegét alkotjak, membranhoz
kotott és szolubilis fraktalkint is termelnek (14. C abra). A fraktalkin
receptorat, a CX3CR1-et az embriét korilvevd trophoblast sejtek fejezik
ki. A fraktalkin lehetséges szerepét a beagyazdédasban 2005-ben vetették
fel el6szor Camnas és mtsai. juh trophoblast sejtek vizsgalatat kdvetéen.
Késbbbiekben kidertlt, hogy a fraktalkin szabalyozza a trophoblast sejtek
mozgasat azaltal, hogy segiti a megtapadashoz sziikséges un. adhézids
molekulak és az extracellularis matrix komponenseinek termelését. A
fraktalkin kétféle médon jatszhat szerepet a beagyazédas folyamataban.
A membranhoz kotott fraktalkin direkt kapcsolatot alakithat ki az endo-
metrium és a trophoblast sejtek kdzott, mig a szolubilis fraktalkin szignal
molekulaként befolyasolhatja a trophoblast sejtek mikodését.

Ennek vizsgalatara JEG-3 trophoblast és HEC-1A endometrium sejtek kulon-

Munkacsoportunk arra kereste a
valaszt, hogy a fraktalkin milyen
molekularis mechanizmusokon
keresztil fejti ki a hatasat, hogyan
befolyasolja a beagyazddasban
szerepet jatszd gének kifejez6dé-
sét a trophoblast és endometrium
sejtekben.
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all6 tenyészeteit (Un. monokulturat) kezeltlk fraktalkinnal, mely a beagyazddas
el6tti idészakot modellezi. Emellett Iétrehoztunk egy un. bilaminaris ko-kultura
modellt endometrium és trophoblast sejtek tenyészeteibdl. Ebben a kétféle
sejttipust egyltt tenyésztettiik gy, hogy 6ket csak egy vékony folyadékfilm va-
lasztotta el egymastdl, igy az altaluk termelt anyagok szabadon mozoghattak
és kotddhettek a sejtekhez. Ebben a kisérleti rendszerben vizsgaltuk, hogy a
fraktalkin kezelés hatasara a két sejttipusban (kilon-kulén), mely beagyazoé-
dasban szerepet jatsz6 gének kifejezédése valtozik meg. igy képet kaphattunk
arrol, hogy a sejtek fizikai kozelsége, illetve a kezelések hatasara az altaluk ki-
bocsatott anyagok befolyasoljak-e a beagyazoédasi gének kifejezédését. Ezen
kivil az is vizsgalhatova valt, hogy van-e eltérés a gének kifejez8désében a
monokultiraknal kapott eredményekhez képest, igy lathatéva valt az endomet-
rium és trophoblast sejtek kommunikacidja és egyuttmiikodése.

A sejtkulturas kisérleteinkben harom eltérd fraktalkin koncentraciot (5, 10 és
20 ng/ml) és harom kezelési id6tartamot (6, 24 és 48 ¢6ra) alkalmaztunk, igy
megvizsgalhattuk azt is, hogy a fraktalkin hatasa valtozik-e a koncentracié és/
vagy az id6 fuggvenyében. A kisérleteket mind trophoblast és endometrium
monokulturakon, mind pedig ko-kultiran elvégeztik. A kisérletek felépitése
és az alkalmazott mdédszerek a 15. abran lathatok. A kisérleteinkben a
kivalasztott gének hirvivd RNS és fehérje mennyiségi valtozasait vizsgal-
tuk. Az RNS szintl vizsgalatoknal un. valés ideji polimeraz lancreakciot
alkalmaztunk, melynek segitségével kiszamolhato a fraktalkin kezelés hata-
sara bekovetkezett hirvivé RNS relativ mennyiségi valtozasa, mig a fehérje
szint analizisben a vizsgalt fehérjére specifikus antitestekkel mutattuk ki a
sejtekben termel8d6 fehérjéket és mennyiségi valtozasukat.

15. abra: A kisérleti rendszer felépitése. Kisérleteinkben kétféle sejtkulturat
alkalmaztunk: trophoblast és endometrium sejtek 6nallé tenyészeteit, valamint
endometrium és trophoblast sejtek egylttes tenyészetét, melyben az egyik
sejttipus a tenyésztedény aljan helyezkedett el, a masik pedig kisméretd,
kerek mlanyag lemezeken. Utdbbiakat helyeztiik sejtekkel lefelé a tenyésztd-
edényre. Ebben az un. bilaminaris ko-kultira modellben a két sejttipust csak
egy vékony folyadékfilm valasztotta el egymastdl. igy a sejtek fizikailag is
kapcsolodhattak egymassal, illetve az altaluk termelt anyagok szabadon mo-
zoghattak és kotédhettek a sejtekhez. A fraktalkinnal vald kezelést kdvetéen a
sejteket levalasztottuk a tenyésztd fellletekrdl, majd kildén-kuldn vizsgaltuk az
RNS és a fehérje valtozasokat.

Az embri6 beagyazddasa soran a trophoblast sejtek hozzakapcsolddnak,
majd invaziéval benyomulnak a méh nyalkahartyajaba. Az embri6é beagyazo-
dasahoz szamos fehérje 6sszehangolt munkajara van szikség. Ezen fehérjék
kdzul olyanokat vizsgaltunk, melyek szintjének szabalyozasaban a fraktalkin
receptor jelatviteli utvonalai szerepet jatszhatnak.
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15. abra: A kisérleti rendszer felépitése. Kisérleteinkben kétféle sejtkulturat alkalmaztunk:
trophoblast és endometrium sejtek 6nallé tenyészeteit, valamint endometrium és trophoblast
sejtek egyiittes tenyészetét, melyben az egyik sejttipus a tenyésztéedény aljan helyezkedett
el, a masik pedig kisméretii, kerek miianyag lemezeken. Utobbiakat helyeztiik sejtekkel lefelé
atenyésztéedényre. Ebben az n. bilaminaris ko-kultura modellben a két sejttipust csak egy
vékony folyadékfilm valasztotta el egymastol. Igy a sejtek fizikailag is kapcsolédhattak egy-
massal, illetve az altaluk termelt anyagok szabadon mozoghattak és kétédhettek a sejtekhez.
A fraktalkinnal valé kezelést kdvet6éen a sejteket levalasztottuk a tenyészté feliiletekrdl, majd
kiilon-kiilon vizsgaltuk az RNS és a fehérje valtozasokat.
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A progeszteron receptor mind az endometrium, mind pedig a trophoblast
sejtek osztddasat és differencialédasat szabalyozza. A progeszteron receptor
(PR) aktivitasat befolyasolja a receptor fehérje foszforilalasa, mely hozzajarul a
fokozott miikddéshez. A fraktalkin receptor altal szabalyozott MAPK utvonalak
képesek a progeszteron receptort aktivalni, igy a fraktalkin kezelés hozzajarul
a progeszteron receptor fokozott kifejez6déséhez és aktivitasahoz. A receptor
mikodését pozitivan befolyasolja az in. SRC-1 fehérje, mely a progeszteron
receptorral egyuttmikodve szintén segiti annak mikodését. A fraktalkin szin-
tén ndveli az SRC-1 fehérje mennyiségét a trophoblast sejtekben.

Az embridé beagyazddasaban kulcsfontossagl szerepe van a matrix metal-
loproteindzoknak (MMP), amik olyan enzimek, melyek az endometrium sejtek
kozotti és sejten kivili kapcsolomolekulak lebontasat végzik, igy lehetévé
teszik az embrid endometriumba torténd invazidjat. Vizsgalataink soran kide-
rilt, hogy a fraktalkin kezelés ndveli a matrix metalloproteinaz 2 és 9 hirvivé
RNS mennyiségét, valamint fehérje szintjiket, azonban eltéréen viselkednek
a mono-és ko-kulturakban. A monokultiraban, tehat a beagyazodast megel6-
z6en mindkét enzim mennyisége ndvekedett, mig a ko-kulturdban, mely az
embrié megtapadasat és a beagyazédas korai szakaszat modellezi, az MMP9
mennyisége folyamatosan emelkedett, az MMP2 pedig csak a kezelés kései
szakaszaban. Az MMP fehérjék szintjének emelkedését a PR aktvitasa is
befolyasolja, mely szintén nétt a fraktalkin hatasara.

A sikeres beagyazédashoz az endometrium aktivan hozzajarul, hiszen alkal-
massa kell valnia az embrié fogadasara. Az endometrium fogadoképességét
(receptivitast) szamos fehérje mennyiségi valtozasa befolyasolja. A fraktalkin
receptor nem csak a trophoblast, hanem az altalunk vizsgalt endometrium
sejtek felszinén is megtalalhato, igy a fraktalkin kezelés befolyasolhatja a prog-
eszteron receptor mikddését az endometrium sejtekben is.

A Sox17 egy transzkripcids faktor, mely szamos mas, implantacioban is szere-
pet jatszd gén kifejez6dését szabalyozza a sejtmagban. Ismert, hogy a Sox17
jelentés mennyiségben van jelen a beagyazodas helyén az endometriumban
és kapcsolatot alakit ki az embrid kiilsé felszinével. Jelenléte aktivalja a be-
agyazodasi ablakot, mely idétartam alatt a méhnyalkahartya allapota a optima-
lis az embri6é beagyazddasa szempontjabdl. Vizsgalataink kimutattak, hogy a
fraktalkin képes ndvelni a Sox17 fehérje mennyiségét, ezaltal el6segitheti az
embrié megtapadasat és beagyazddasat az endometriumba.

Az endometrium szamos olyan fehérjét bocsat ki a méhbe, melyek poten-
cidlis szabalyozéi az anya-embrié kapcsolatnak. Ebbe a fehérjecsoportba
tartoznak az aktivinek, melyek az endometrium sejtekbél kikerulve képesek a
trophoblast sejtek felszinén elhelyezkedd receptoraikhoz kotddni, ezaltal be-
folyasolni a sejtek mikodését. A fraktalkin kezelés hatasara az endometrium
sejtek fokozzak az aktivin molekulak termelését, melyek az aktivin recepto-
rokhoz kétddve ndvelik a fent emlitett MMP enzimek termelését, igy el8segitik
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az embrid beagyazodasat. Az aktivin receptorok a fraktalkin receptorhoz ha-
sonldan szintén képesek a MAPK enzimek termelését fokozni, igy kdzvetve is
hozzajarulnak a beagyazédas sikeréhez.

Az aktivin fehérje miikddésében szerepet jatszik az endometrium altal termelt
follistatin, mely gatlé molekulaként képes megakadalyozni az aktivin recepto-
rahoz val6 kotédését. Vizsgalataink soran kiderult, hogy mig a fraktalkin noveli
az activin molekulak kibocsatasat, addig a gatlo fehérje termelését csokkenti,
igy ndvelve az aktivin hatasat a trophoblast sejteken.

A follistatin nemcsak az aktivin, hanem a csont morfogén fehérje 2 (BMP2)
miikodését is képes gatolni. A BMP2 termelését szintén fokozza a fraktalkin
kezelés, igaz nem kdzvetlenll, hanem a Sox17 fehérjén keresztil. A BMP2
sejtekbdl kikerlilve a sajat receptorahoz (BMPR) kétédik a trophoblast sejtek

16. abra: A fraktalkin szabalyozasi mechanizmusa az endometrium és a trophoblast sejtben.
A fraktalkin a trophoblast sejt felszinén talalhato fraktalkin receptorhoz kétédve elinditja a
MAPK, AKT és PLC utvonalakat. A MAPK fehérjék képesek a progeszteron receptor aktivita-
sat fokozni. Ezen kiviil fokozzak az invaziot szabalyozé matrix metalloproteinazok termelését.
A fraktalkin az endometrium sejtekben emeli a SOX17 fehérje termelését, mely elésegiti az

embrié megtapadasat, ugyanakkor noveli az aktivin és a BMP2 fehérjék kibocsatasat is.

Ezek a molekulak a trophoblast sejtek sejtfelszini receptoraihoz (AcvR és BMPR) két6dve

elésegitik a sejtek invaziojat és az embrié beagyazédasat az endometriumba.
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felszinén, hozzajarulva azok osztédasahoz és differencidlédasahoz. A
BMP2 és az aktivin termelése id8beli eltérést mutat, az aktivin 24 éranal,
mig a BMP2 6 és 48 o6ranal mutat emelkedést, igy védve a trophoblast
sejteket a tulaktivalodastol és a tulzott enzimtermeléstél. A fraktalkin
kezelés hatasara bekovetkezé sejten bellli valtozasokat és azok kovet-
kezményeit a 16. abra foglalja 6ssze.

Kisérleti eredményeink ravilagitottak arra, hogy a fraktalkin az embrié
beagyazodasanak pozitiv szabalyozéja. Képes befolyasolni a progeszteron
receptor, az aktivin receptor és a BMP receptorok mikodését, valamint a
matrix metalloproteinazok termelését a trophoblast sejtekben, ezaltal segiti
az invaziot. Az endometrium sejtekben a fraktalkin fontos szerepet jatszik
a beagyazodasi ablak létrehozasaban, azaltal, hogy néveli a Sox17 fehérje
termelését, igy lehetbvé téve az embrid megtapadasat. Mindezek alapjan
elmondhato, hogy a fraktalkin kezelés hozzajarulhat az embrio sikeres megta-
padasahoz és a beagyazodas folyamatahoz.

16. abra: A fraktalkin szabalyozasi mechanizmusa az endometrium és a
trophoblast sejtben. A fraktalkin a trophoblast sejt felszinén talalhat6 frak-
talkin receptorhoz kétédve elinditia a MAPK, AKT és PLC utvonalakat. A
MAPK fehérjék képesek a progeszteron receptor aktivitasat fokozni. Ezen
kivil fokozzak az invaziot szabalyozé matrix metalloproteinazok termelését.
A fraktalkin az endometrium sejtekben emeli a SOX17 fehérje termelését,
mely el6segiti az embrié megtapadasat, ugyanakkor néveli az aktivin és a
BMP2 fehérjék kibocsatasat is. Ezek a molekulak a trophoblast sejtek sejt-

és az embrié beagyazddasat az endometriumba.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a fraktalkin a legnagyobb alkalmazott
koncentracioban (20 ng/ml) volt hatasos a trophoblast sejtek beagya-
zbdast szabalyoz6é génjeinek kifejez6désére. Az endometrium sejtek
jelenlétében azonban a trophoblast sejtek mar az alacsonyabb fraktalkin
koncentraciéra (10 ng/ml) is reagaltak. A fraktalkin a receptoran keresztul
novelte azon gének kifejezédését, melyek a trophoblast sejtek invazidja-
hoz szikségesek (matrix metalloproteinazok), illetve azoknak a jelatviteli
utaknak az aktivitasat, melyek hozzajarulnak az beagyazddashoz sziiksé-
ges gének fokozott kifejez6déséhez. A fraktalkin emelte tovabba az endo-
metrium sejtek olyan fehérjéinek a kibocsatasat (aktivin, BMP2), melyek a
trophoblast sejtekhez kapcsoldédva képesek az invazio-képesség novelé-
sére, valamint az ehhez sziikséges Utvonalak aktivalasara.
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IN VITRO FERTILIZACIO HATE-
KONYSAGANAK NOVELESE:
UJ DIAGNOSZTIKAI
TERMEK SZULETESE

A PROJEKT CELKITUZESE ES A PIACI IGENY

Manapsag teljesen elfogadott, ha valaki a 30-as vagy akar 35-8s évei
utan vallalja be az els6 gyermekét.

Ezzel parhuzamosan azonban az emberek bioldgiai fertilitasa nem
toldédott ki. A fiatal n6k tovabbra is a huszas éveikben a legterméke-
nyebbek. A férfiak atlagos spermiumszama az elmult évtizedekben
olyan jelentés mértékben csdkkent, hogy a WHO-nak Uj norma limitet
kellett meghataroznia. Mindezek megnehezitik a természetes fogan-
tatasi folyamatot és egyre jobban dszténzik a mesterséges megter-
meékenyités iranyanak fejlédését.

Az IVF eljaras klinikai gyakorlatba térténé bevezetése 6ta szamos
olyan technolégia és médszertan sziiletett, aminek a célja a meg-
termékenyitési sikerrata névelése volt. Ennek ellenére a jelenleg
elért sikerrata is igen alacsony, nagysagrendileg minden harmadik
beliltetett embriobdl lesz gyermek.
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A projekt célja ezen arany javitasa
volt egy Uj, eddig klinikumban
nem hasznalt technoldgia segit-
ségével. A technoldgia a Pécsi
Tudomanyegyetem Szentagothai
Janos Kutatokézpont (PTE SZKK)
Lab-on-a-Chip Kutatécsoport altal
szabadalmaztatott étletén alapul.

A kutatécsoport retrospektiv vizsgalattal kimutatta, hogy az embrié
tapfolyadékaban olyan fehérje degradaciés folyamatok zajlanak, ame-
lyek kapcsolatban vannak az embrio leend6 életképességével. Ezért
fejlesztési célunk egy olyan diagnosztikai eszkdéz prototipusanak
mértékét egy a degradacios folyamat soran keletkez6é fragmens ter-
meék koncentracioszintjének a meghatarozasaval. A technoldgia nagy
elénye, hogy a mérési folyamat soran az embriét nem tesszik kis
semmilyen fizikai vagy kémiai stressznek csupan annak tapfolyadék-
jabol veszink ki csekély, 20 ul-nyi mintat.

A PROJEKTBEN RESZTVEVO PARTNEREK ES
SZEREPEIK

A projekt a PTE SZKK iranyitasa alatt valosult meg bevonva partner
kutatointézeteket, egyetemeket és a 77 Elektronika és Mdiszeripari
Kft.-t, mint ipari szerepl8k. A bevont partnerek mindegyike a megvalé-
sitando rendszer egy-egy eleméért feleltek:

A Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekularis Biolégiai és Pa-
tobiokémai Intézet In vitro bioldgia kutatécsoportja (SE-OVI) a méren-
dé fehérje fragmens szintetizalasaért, specialis nagy érzékenységi
€s magas stabilitdsu receptorok fejlesztéséért felelt Dr. Mészaros
Tamas iranyitasaval.

A Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Vegyészmér-
noki és Biomérnoki Kar, “Lendulet” Kémiai Nanoérzékel6k Kutato-
csoportja (BME-SZAKT) Dr. Gyurcsanyi E. Rébert iranyitasa alatt az
SE-OVI altal fejlesztett egyedi receptor molekulak karakterizalasaért
és specialis nanorészecskék e receptor molekulakkal térténé funkcio-
nalizalasaért feleltek.

Az EOo6tvos Lorand Kutatasi Halézat Energiatudomanyi Kutatékdzpont
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Mikrorendszerek Laboratérium kutatécsoportja (ELKH EK) a specialis,
bioszenzort integralt fogydeszkdz, ugynevezett lab-on-a-chip kazetta
fejlesztéséért felelt Dr. Flrjes Péter iranyitasaval.

Veégul a 77 Elektronika Kft. (77E) Szab6 Barnabas fejlesztési igazga-
tohelyettes vezetésével és Varga Maté szakmai iranyitasaval a fenti
partneri egyuttmikddést d6sszefogva a mérdkészulék kifejlesztéséért
és az egyes modulok rendszer-

be térténd integralasaért felelt,

valamint tamogatast nyujtott a

PTE SZKK pre-klinikai validaci-

0s méréseiben.

A IVF DIAGNOSZ-
TIKAI RENDSZER
FELEPITESE

A kifejlesztett IVF diagnosztikai ké-

szuléknek - mely jelenleg prototipus

fazisban van - harom nagy alegysé-

ge van: (1) mintael6készitd modul,

(2) meré modul, (3) fogybeszkoz 17. dbra: Az IVF késziilék (fent) és
modul (17. abra). fogyoeszkoze (lent)

A mintael6készitd modul feladata, hogy az embrié tapfolyadékjabdl a mintat
el6készitse a méréshez. Egy specialis protokoll szerint miikodd pipettazéd robot
megtisztitia a mérést zavard fehérje komplextél a mintat. Az antitest-antigén
kélcsdnhatason alapuld tisztitas hatasfoka >99%. Ez biztositja, hogy a méren-
dé analit (fehérje fragmens) koncentracidja kimutathaté legyen. Az anitest-an-
tigén affinitason alapuld tisztitasi folyamatot a modul tébb I1épcs6ben végzi el,
hogy a kivant tisztasag biztositott legyen. A készllék képes akar egyszerre 7
paciens 28 mintajat megtisztitani. Egy paciens atlagos mintael6készitési pro-
ceduraja, embrié szamtdl figgéen nagysagrendileg 2 6ra.

Az elBkészitett néhany mikroliternyi minta ezutdn automatikusan a készulék
egyedi kialakitasu fogyoeszkozeébe kerll. A fogydeszkdz egy olyan tobb csa-
tornas, egyszer hasznalatos, mlianyag kazetta, amelybe egy paciens 5 min-
taja egymas mellett elfér, igy 6t embrié varhaté életképességérdl kap azonnali
informaciot a klinikus.
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Ahhoz, hogy a készllék képes legyen a mérendd analit koncentracidszintjének
valtozasat mérhet6 fizikai jellé alakitani sziikség volt egy nagy érzékenységi
bioszenzor kifejlesztésére és integralasara a fogydeszkdzben. A bioszenzor
egy antitest-antigén kolcsonhatason alapuld fellleti torma-peroxidaz (HRP)
szendvics assay. Ebben a rendszerben két kilénb6zd, de az analitra specifi-
kus antitest biztositja a szelektiv és nagy érzékenységl kimutatast. A jel6l6 an-
titestet és a mérendd analitot tdmbi oldatban a pipettazo robot 6sszekeveri. Az
igy létrejové HRP-vel jeldlt antitest-antigén konjugatumot juttatjuk bele a kazet-
taba. Itt a befogo antitest szerepe, hogy a konjugatumot a tdmbi oldatbdl meg-
kdsse, igy kialakitva a befogd antitest — antigén — jel6ld antitest szendvicset.
Ahhoz, hogy a HRP jelolésli szendvics assay bioszenzorként funkcionaljon,
szlikség van egy specidlis el6hivo folyadékra (szubsztrat), amellyel reakcioba
lépve az elbomlik. A bomlas soran adott hullamhosszi megvilagitas hatasara
fényt emittal a rendszer, ami a mér6é modul segitségével mar mérhetd fizikai jel.
A mérémodul feladata, hogy a fogydeszkdzbe helyezett mintat lemérje és azt
kiértekelje. A modul egy specialis fluoreszcens fotométer, amely diszkrét hul-
lamhosszon megvilagitja a mintat és az onnan emittalt fény intenzitasat méri. A
mért intenzitas aranyos a mérend6 analit koncentracio szintjével. A pipettazo
robot a kazettdban kialakitott egyes reakcidterekbe beleméri a megtisztitott
mintakat. Ezt kévet6en egy specialis el6hivé folyadékot ad a mintakhoz majd 5
perces inkubaciot kdvetéen leméri a mintakat. A mérés automatizalt, a kazetta
behelyezése manualisan térténik. A mérés ideje 1-2 perc.

18. abra: 5 ng/ml analit koncentracié G1-ben mérve, rekombinans HSA mellett.
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19. dbra: Az életképtelen embriok esetében analit szintje mérhetéen megemelkedik a
kiindulasi allapothoz képest. Ez az életképes embridk esetében nem né szamottevoen.

EREDMENYEK

A PTE Lab-on-a-chip kutatocsoport el6zetes retrospektiv klinikai kutatasa alap-
jan az IVF késziléknek 100 — 500 ng/ml analit koncentraciét kellett, hogy kimu-
tasson (LOD - limit of detection) kb. 5-10 ng/ml-es kvantalasi Iépcsében (LOQ
— limit of quantification). A laboratériumi spike-olt (vizsgalandé oldat ismert analit
koncentracioval beallitva) mintakon tortént mérések alapjan megallapithato,
hogy a készllék képes elérni a kivant LOD és LOQ értékeket. A méréseket
klinikai mintakon folytatjuk, ahol a arany standardként kezelt tomegspektrosz-
kopiai eredményekhez viszonyitunk. A laboratériumi mérések, valamint az
el6zetes preklinikai mérések eredményeit a 18. abra és a 19. abra mutatja.

UT A PIAC FELE

Asszisztalt reprodukcios (ART) és in vitro fertilizaciés (IVF) modszerekre
vilagszinten egyre nagyobb az igény a bevezetében részletezett tarsadalmi és
kornyezeti problémak miatt. Jelenleg a termékeny korban lévé parok ~10-15
%-nak van valamilyen fertilitasi problémaja, akiknek segitségre van sziikséguk
a gyerekvallalashoz. A kulénbdzé IVF klinikak és centrumok vilagszerte évi 2,5
millié ciklust végeznek el, melyeknek jellemzéen negyede lesz sikeres terhesség,
azaz a gyermek egészségesen megsziletik. Ez azt jelenti, hogy éves szinten
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2,8 % az IVF modszerekkel szlletett gyermekek aranya a vilagban. Régionként
jelentsen eltér ez a szam: Japanban eléri az 5%-ot, mig Indiaban csupan 0,1%-
ot, de mindenhol névekszik. Célunk a sikerrata ndvelése egy Uj és sikeres eszkdz
segitségével. A klasszikus IVF szelekcids technologiat, azaz az embrié morfo-
I6giai jellemzdi alapjan torténd szelekciot a piacon jelenleg a morfokinetikai esz-
kdzdk és megoldasok tudjak hatékonyan ndvelni. Ekkor a belltetési procedura
sikerrataja elérheti optimalis esetben az 50 %-ot. A morfokinetikai rendszerek
a morfoldgiai vizsgalatokkal szemben nem csak diszkrét idépontokban adnak
informéaciét az embrié allapotardl, hanem kvazi folytonosan. igy a morfolégiai
valtozasokrdl jelentésen tobb informacié all a klinikus rendelkezésére, ami el6-
segqiti 6t a helyes dontésben. Tovabbi esélyt a tdbbszordés embridbelltetés ad,
ami azonban az ikerterhesség és koraszlilés kockazatat noveli.

Az éltalunk fejlesztett eszkdz a jelenlegi klinikai gyakorlat kiegészitését célozza
meg. A IVF rendszer az el6zetes klinikai kutatasok alapjan képes a negativ sze-
lekcios eljarasban segiteni a klinikus munkajat, azaz a morfolégiai jegyek alapjan
kivalasztott embridkat tovabb sziikiteni aszerint, hogy mely embridk nem lesznek
életképesek a beliltetés utan. Masképpen fogalmazva a kifejlesztett rendszer a
belltetés utani embrid életképtelenségét tudja nagy valdszinlséggel meghata-
rozni. Reményeink szerint a fejlesztés eredményeként megszuileté rendszerrel
kib&vitett IVF szelekcids protokoll sikerrataja meghaladhatja a 60%-ot is.

A mérérendszer jelenleg TRL5-6s szinten van, preklinikai vizsgalatok folynak vele.
A vizsgalatok eredménye hatarozza meg a kdvetkezd fejlesztési iranyokat.
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EMBRIO-EREDETU EXTRA-
CELLULARIS VEZIKULA:

AZ EMBRIO-ANYAI KOMMU-
NIKACIO ESZKOZE, ES AZ
EMBRIO BEAGYAZODASI
KEPESSEGENEK MUTATOJA

Kutatasaink gyujtopontjaban az
embrid beagyazddas mechaniz-
musanak vizsgalata, ezen belll a
j6 implantacios készséggel rendel-
kez6 embrio azonositasa allt.

A PIBF SZEREPE A BEAGYAZODASBAN

Bar az anya immunrendszere felismeri az a magzaton kifejez6dé az apai
eredetli antigének jelenlétét, normalis lefolyasu terhesség soran nem ta-
madja meg, hanem toleralja azokat. A magzat megfelel6 fejl6dését biztositd
immunolégiai kdrnyezet anyai és magzati eredetl citokinek "parbeszéde"
révén jon létre. Ennek a folyamatnak meghatarozé6 szerepléi a progeszteron,
valamint — egy annak immunolégiai hatasait kdzvetitd fehérje — a progeszte-
ron-indukalta blokkol6 faktor (PIBF).

A progeszteronreceptor aktivalédasa soran termel6dé PIBF elésegiti az endo-
metrium sztromasejtjeinek decidudlis atalakulasat, és hozzajarul ahhoz, hogy
a méhnyalkahartya egy rovid ideig (implantacios ablak) alkalmas legyen a
megtermékenyllt petesejt befogadasara. A PIBF endometridlis koncentracioja
az implantacios ablak id6szakaban a legmagasabb, ami valészinUsiti, hogy a
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PIBF szerepet jatszik a beagyazodas folyamataban.

Valoban, a peri-implantaciés idészakban PIBF-hianyos egerekben az
implantacioés arany szignifikansan alacsonyabb, mint a kontroll allatokban,
és azok az embriok, amelyek mégis beagyazddnak, a terhesség késbbbi
szakaszaban elpusztulnak (20. abra).

PIBF hianyaban az anyai immunvalasz is a terhesség fennmaradasa szem-
ponijtjabdl kedvezdtlen médon valtozik meg. PIBF deficiens egerek CD4+ T

20.abra PIBF deficiens egerekben a kontrollokhoz képest csokkent az implantacios
helyek szama, és fokozott a magzati halalozas. *P<0.05

sejtiein csokken a T sejt aktivacidoban szerepet jatszé gének expresszidja (21.
A abra), igy azok a T sejtek, melyek a normalis lefolyasu terhességre jellemzé
Th2 dominans citokin egyensuly kialakitasaban szerepet jatszanak, mikodés-
képtelenné valnak. Fokozza a problémat, hogy a naiv T sejtek PIBF hianyaban
Th1 irdnyban differencialédnak, ami kedvezétlen a magzati antigéneket toleraléd
immunolégiai kdrnyezet kialakitdsa szempontjabdl (21 B. dbra).

A fentiek alapjan nyilvanvald, hogy a PIBF jelenléte szikséges a terhesség
normalis lefolyasa szempontjabdl kulcsfontossagu Th2 dominans citokin
egyensuly kialakulasahoz. Felmeril ezek utan a kérdés, hogy az implantacio
id8szakaban hogyan kommunikal az embrié az anyai immunrendszerrel. Az
extracellularis vezikulak (EV) lipid membrannal hatarolt strukturak, melyekbe
a kibocsaté sejt nukleinsavakat, fehérjéket vagy egyéb molekulakat csomagol.
Ezek az Uzenetek eljutnak a kdrnyez8 sejtekhez, igy az extracellularis veziku-
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21.abra: PIBF hanyaban az anyai T sejtek Th1 iranyban differencialédnak PIBF defi-
ciens egerek CD4+ T sejtjeiben csokken a T sejt aktivacioban szerepet jatsz6 gének
expresszidja (A) és fokozodik a CD8+ sejtek IL-12 expresszidja, a CD4+ sejtekben
pedig csokken az IL-4 gen expresszidja (B).

lak a sejtek kozotti parbeszéd eszkdzeiként mikodnek. Az embrid altal termelt
extracellularis vezikulak kimutathatdk a tenyésztett embridk tapfolyadékaban,
valamint elektronmikroszkdppal, az implantacié helyén, az endometrium és a
beagyazddé embrid kozti résben. Immunfestéssel igazolhatd, hogy az emb-
rio altal termelt extracellularis vezikulak egyebek kozt PIBF-t is tartalmaznak.
Egerek periférias limfocitai embrio-eredetli extracellularis vezikulak jelen-
létében fokozott mértékben termelik az IL-10 cytokint (22. abra), tehat az
embrié eredetli extracellularis vezikulak befolyasoljak az anyai immunrend-
szer mikodését, hozzajarulva a magzat intrauterin fejlédése szempontjabdl
kedvezd immunoldgiai kérnyezet megteremtéséhez.

Az implantacio sikerének masik tényezdje a j6 minéségi embrid. Tobb or
zszagban elterjedt eljaras az asszisztalt reprodukcioé soran, egynél tdbb emb-
rié belltetése. Ez a gyakorlat azonban nem csupan a terhesség esélyét, de az
ikerterhesség veszélyét is noveli. Az ikerterhesség a koraszilés leggyakoribb
oka. Mig az egyes terhességek 12-15%-a, az ikerterhességek 50%-a végz&dik
korasziléssel. Nem beszélve az esetleges késdbbi kdvetkezményekrél, a
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22.abra: Az embri6 altal termelt EVk befolyasoljak az anyai limfocitak citokinter-
melését. A tenyésztett embrio altal termelt, nukleinsavat tartalmazé extracellularis
vezikulak szamanak meghatarozasa alkalmas a j6 beagyazédasi képességgel
rendelkez6 embri6 azonositasara

koraszulott csecsemd perinatalis ellatasaval kapcsolatos koltségek tizszer
magasabbak, mint a terminusra szliletett egészséges Ujszllotteké. A fentiek
miatt a kdvetendé eljaras egyetlen embrid belltetése lenne, ehhez azonban
képesnek kell lennlink azonositani azt az embriét, amely képes lesz beagya-
z6dni a receptiv endometriumba.

Kidolgoztunk egy nem invaziv, egyszeriien és gyorsan elvégezhetd tesztet, amely
alkalmas arra, hogy a tenyésztett embriok 5. napos tapfolyadékaban talalhatd nuk-
leinsav tartalmu (PI+) tartalmu extracellularis vezikulak szamanak meghataroza-
saval a tenyésztett embriok kdzll kivalasszuk azt, melynek legnagyobb az esélye
a beagyazodasra. A vizsgalatba 88 IVF kezelésben részesult nét valasztottunk
be. Otvennyolc esetben Klinikai terhesség jott létre, harminc esetben sikertelen
volt a beliltetés. A klinikai terhességet eredményezd 112 embrid tapfolyadékaban
szignifikansan alacsonyabb volt a nukleinsav tartalmd EV-k szama, mint annak a
49 embridnak a tapfolyadékaban, melyek nem implantalodtak (23. A abra). Tekint-
ve, hogy a hazai gyakorlatnak megfeleléen legtdbb esetben egynél tobb embrid
ker(lt beliltetésre, feltételeztiik, hogy a beliltetett két embrid kozll az implantalédott,
amelynek tapfolyadékaban alacsonyabb volt a Pl+ extracellularis vezikulak szama
(23. B abra). Ennek a feltételezésnek bizonyitasara husz olyan embrio tapfolyadé-
kat vizsgaltuk, amelyeknek egyes belltetése egy klinikai terhességet eredménye-
zett, igy azonosithatd volt az dsszefliggés a beagyazodott embrid és a tenyészts-
folyadékaban talalhatd Pl+ EVk szama kozott. A vizsgalt husz tapfolyadék koztil
19-ben alacsony volt a nukleinsav tartaimu EVk szama, ami azt mutatja, hogy ez
a modszer valdban alkalmas a j0 beagyazddasi képességgel rendelkezé embrid
azonositasara (23. B abra).

A modszer elénye, hogy gyorsan elvégezhetd igy kdzvetlenll a friss emb-
rié transzfer el6tt kivalaszthatd az az embrid, amelynek a legnagyobb az

esélye a beagyazddasra .
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23.abra: Nukleinsavat tartalmazé extracellularis vezikulak tenyésztett embriok
tapfolyadékaban

FENY HATASA A TENYESZTETT EMBRIOK
BIOLOGIAI TULAJDONSAGAIRA

Az embriét tenyésztése soran szamos stresszhatds érheti, amelyek
rontjak élettani funkcioit, igy bedgyazédasi képességét. Az egyik ilyen
karosito tényezé a fehér fénynek valo kitettség, amelynek hatdsai klini-
kai koriilmények ko6zott piros sziiré alkalmazasadval csékkenthetének
bizonyultak. Allatkisérletes modellben vizsgélva a fehér fény embrid-ka-
rositd hatasanak mechanizmuséat, megallapitottuk, hogy a tenyésztett
embridk fehér fénnyel vald kezelése ndveli a tapfolyadékba kibocsatott
nukleinsavtartalmu EVk szamat (24.A abra), fokozza a DNS fragmen-
taciot (24.C abra) és rontja az implantacios aranyt (24. B abra). A fehér
fényforras elé helyezett piros szird alkalmazasa valamennyi kedvez6t-
len folyamat hatasat szignifikdnsan csdkkentette.

A fenti eredmények alapjan megallapithatd, hogy a PIBF nélkilozhetetlen
a receptiv endometrium kialakulasahoz, az embrié extracellularis vezikulak
segitségével kommunikal az anyai immunrendszerrel, az embri6 altal termelt
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24.abra: Fény hatasa az embridk élettani funkcioira

DNS tartalmu extracellularis vezikuldk szamanak meghatarozésa alkalmas
a legjobb implantaciés készséggel rendelkezd embrid kivalasztasara és a la-
boratériumi manipulacié és tenyésztés soran figyelmet kell forditani az embrié
fényvédelmére.
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A TUSZOFOLYADEK BIOMAR-
KEREINEK VIZSGALATA
IVF KEZELT BETEGEKBEN

A tiszéfolyadék (follicular fluid, FF) a petesejtek kdzvetlen kérnyezetét ké-
pezi, melynek Osszetétele messzemenden befolyasolja a folliculusok fej-
I6dését és a petesejtek érését. Részben az ovarialis granulosa és theca
sejtek, részben a petesejtek termelik, részben pedig a vér/follikularis
barrieren atjuté transzudatum terméke. Olyan specialis kbzeget képez,
mely biztositja a petesejtek és follikularis sejtek kozotti kommunikaci-
6t és hozzajarul a j6 minéségl petesejt/embrio fejlédéséhez. Az IVF
eljaras soran a petesejtek aspiraciojakor rutinszer(ien nyerhetd, igy
alapul szolgalhat a fertilizacio sikerét és az IVF eredményességét jelz6
biomarkerek non-invaziv vizsgalatahoz.

A klinikai gyakorlatban az egyes biomarkerek meghatarozasa mellett
egyre inkabb elterjedt a nagyszamu marker egyideji vizsgalata. Ezek
koézul kiemelkedéek a fehérje (proteom)- és metabolit (metabolom)
profilok, valamint a gén expresszidés mintazatok diagnosztikus és pre-
diktiv értékeinek meghatarozasara tett prébalkozasok.
Munkacsoportunk a targyidészakban a FF neurohormon (szerotonin,
5-HT; kinurenin, kisspeptin, brain-derived neurotroph faktor, BDNF)
tartalmanak, oxidativ-stressz-markereinek (8-hidroxi-2’-deoxiguanozin,
8-OHDG; total antioxidans kapacitas, TAC) és egyes protektiv faktorainak
(sirtuin 1, sirtuin 6, resveratrol) jelent6ségét kivanta megismerni.
Vizsgalatainkat a mar korabban is alkalmazott protokoll szerint végeztik:
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a kérdéses biomarkert az ovarium hiperstimulacio elétt, majd az FF és
petesejt aspiracidoval egyidében nyert anyai szérum mintakban, valamint
az FF-ben hataroztuk meg. Illy modon lehetévé valt a hiperstimulacié
hatasanak és az egyes markerek szisztémas, vagy lokalis/ovarialis erede-
tének megitélése, valamint az IVF eredményességét jelz6 paraméterekkel
(érett petesejtek és életképes embriok szama, kémiai és klinikai terhes-
ség) kulon-kulon torténd Osszevetése.

NEUROHORMONOK SZEREPENEK
VIZSGALATA IVF KEZELT BETEGEKBEN

Szerotonin (5-HT)

Az 5-HT neurotranszmitter, mely fontos szerepet jatszik a hypothala-
mus-hypophysis-gonad tengely mikodésésnek szabalyozasaban és a ndi
reprodukcidban: 5-HT- axon végzdédéseket mutattak ki a hypothalamikus
gonadotropin-releasing hormon (GnRH) neuronokban és igazoltak szabalyozé

meghatarozé tényez@je az ovariumban zajl6é steroidogenesis, folliculogenesis
€s oogenesis centralis szabalyozasanak.

A kozponti szabalyozas mellett kiemelt jelent6ségl az 5-HT intraovaridlis
hatasa. Ezt latszik alatamasztani, hogy 5-HT-t mutattak ki az FF-ben, és az
ovaridlis granulosa sejtekben az 5-HT kdézvetlendl is fokozta a progeszteron
elemeit (triptofan hidroxilaz, 5-HT, 5-HT receptorok, 5-HT transzporterek) mu-
tattak ki petesejtekben és preimplantacios embridkban. Ezek a megfigyelések
egyértelmlen arra utalnak, hogy az autokrin/parakrin 5-HT rendszer mar a
fejlédés legkorabbi idészakaban is mikodéképes. Az 5-HT jelentdségének
vizsgalatat az is indokolta, hogy az IVF kezelésben részesllé asszonyok
kérében egyre gyakoribb a szelektiv szerotonin re-uptake inhibitorok (SSRI)
alkalmazasa, mely rontja az eljaras eredményességét, magzati karosodast,
terhességi komplikaciokat és az Ujszilottek adaptacids zavarait okozhatja.
Vizsgalatainkat a Pécsi Tudomanyegyetem Szllészeti és N6gydgyaszati Klini-
kajan mikodd Asszisztalt Reprodukcios Kdzpontban 30 betegnél végezetik. A
szuperovulacios kezelés, a fertilizacid médja és az embrid szelekcié az eddigi
gyakorlatnak megfeleléen tortént. Az 5-HT meghatarozasokat ELISA mad-
szerrel (IBL International GmBH, Hamburg, Germany) végeztuk.
Megallapitottuk, hogy az anyai szérum 5-HT az ovarium hiperstimulacio
hatésara szignifikansan emelkedett (173.61£64.7 vs 238+107.1 ng/ml, p<0.01)
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és a terhes csoportban jelentdsen magasabb értékeket mértiink, mint a
nem-terhes csoportban (p < 0.01) mind a hiperstimulacio elétt, mind azt ko-
vetéen. Az FF-ben az 5-HT alacsony koncentraciéban volt jelen (13.1£9.8 ng/
ml) és értéke fuggetlennek bizonyult mind az anyai szérum szintektdl, mind az
IVF kimenetelétdl. Eredményeink tobbvaltozos linearis regresszios analizisével
(Modell 1, R2=0.336) kimutattuk, hogy az érett petesejtek szama, mint fliggd
valtozé szignifikans 6sszefliggést mutatott a post-stimulaciés anyai szérum
(3=0.447, p=0.015) és az FF 5-HT szintekkel (3=0.443, p=0.016). Tébbvalto-
z0s logisztikus regresszios modell (Modell 3, R2=0.595) alkalmazasaval a
klinikai terhesség, mint fuggd valtozé ugyancsak szignifikans kapcsolatban
volt az anyai szérum 5-HT koncentraciojaval (f=1.028, p=0.047).

Vizsgalataink megerdsitették, hogy mind a kerings, mind a lokalisan képz6dé
ovarialis 5-HT fontos tényez8 a ndi reproduktiv funkcié fenntartasaban és az
IVF eredményességének biztositasaban.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

Mivel szoros kolcsonhatast irtak le az 5-HT és tébb hypothalamikus
neuropeptid kozott, vizsgalatainkat kiterjesztettlk a BDNF és a kisspeptin
szerepének tisztazasara. A BDNF els6dleges forrasa a kdzponti idegrendszer,
de termelését periférias szdvetekben, koztik a vaszkularis endotéliumban,
simaizom sejtekben és aktivalt mononuklearis fehérvérsejtekben is kimutattak.
Transzportjaért a thrombocytak felelések, melyek aktivalasakor az 5-HT-vel
egyutt a plazmaba kertl. A BDNF és receptora (TrkB) az ovariumban is meg-
talalhato, autokrin/parakrin miikodésik alapvetd feltétele a zavartalan folliculus
képz&désnek, a petesejt érésének, az implantacionak és a korai embrié és
placenta fejlédésének. IVF kezelésben részesulé betegekben, cumulus és
granulosa sejt preparatumokban a BDNF szekrécié fokozasat figyelték meg
Osztradiol, hCG, LH és FSH hatasara.

Erdekes kozlés, hogy az IVF kezelés el6tt nyert szérum BDNF szignifikansan
alacsonyabb volt azokban az esetekben, melyekben a kezelés eredményes
volt és klinikai terhesség alakult ki, mint azokban az esetekben, melyekben a
kezelés sikertelennek bizonyult.

Sajat vizsgalatainkban, melyeket az 5-HT-vel egyutt ELISA mddszerrel végez-
tink (Ray Biot ech, Peachtree Corners, GA, USA) az ovarium hiperstimulacio
nem okozott valtozast a BDNF szintjeiben és nem talaltunk kiildbnbséget a
terhes és nem-terhes csoportok értékei kozott. Ugyanakkor a terhes csoport
BDNF FF koncentracidja szignifikansan alacsonyabb volt, mint amit a nem-ter-
hes csoportban mértink (21.9+12.7 vs 47.6+52.9, p<0.026). Ennek megfelels-
en szignifikdns negativ korrelaciét igazoltunk a BDNF szintek, valamint a pete-
sejt és embrid szam, tovabba a kémiai és klinikai terhesség gyakorisaga kozott.
Alapvetéen Uj megfigyelés, hogy szignifikans pozitiv korrelaciot igazoltunk az
FF BDNF és 5-HT kozétt, ami arra utal, hogy a két hormon pozitiv feed-back
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szabalyozasa ovarialis szinten is mikodik, tehat a BDNF indirekt modon, az
5-HT termelés stimulalasa utjan hozzajarulhat a reproduktiv potencial megdr-
zéséhez, vagy javitasahoz.

Kisspeptin

A hypothalamikus peptid hormon, kisspeptin, a reprodukcié egyik fontos pozitiv
szabalyozdja. A hormont és receptorat az ovariumban is kimutattak és megy-
gy6z8 adatok bizonyitjak, hogy fontos szerepet jatszik a tlisz6-és petesejt éré-
sében, az embrid implantacidjaban és a placentacioban. Feltételezik, hogy az
ovarium eredet( kisspeptin és BDNF egyuttes hatasként névelik a petesejtek
érését, mikodd receptoraik hianyaban a jelatviteli rendszer sértl és korai pete-
fészek elégtelenség alakul ki. Klinikai szempontbdl is jelentés felismerés, hogy
az ovarium hiperstimulaciés szindroma miatt veszélyeztetett asszonyokban a
kisspeptin-54 egyszeri, vagy ismételt dozisban torténd adasaval kontrollalt LH
kiaramlast és a petesejtek érésének javulasat lehetett elérni.

Sajat IVF kezelt beteganyagunkban az ELISA-val mért kisspeptin (Peninsula
Laboratories International, San Carlos, CA, USA) szérum koncentraciojat a
hiperstimulacié szignifikansan névelte (0.50+£0.18 vs 0.79+0.21 ng/ml, p<0.01)
de nem talaltunk klldonbséget a terhes és a nem terhes csoportok értékei
kozott. Az FF kisspeptin koncentracio a tdbbi vizsgalt neurohormonhoz hason-
|6an a szérum szintektél fliggetlennek bizonyult, alatamasztva annak ovarialis
eredetét. Tobbvaltozds linearis regresszids modellt alkalmazva igazoltuk, hogy
a post-stimulaciés szérum kisspeptin az érett petesejtek szamat pozitivan
befolyasolta (R2=0.150, $=0.398, p=0.29). Eredményeink és az irodalmi
adatok alapjan a megfeleléen alkalmazott kisspeptin kezelés javithatja az IVF
eredményességét.

Triptofan-kinurenin-szerotonin (5-HT)

A triptofan esszencialis amindsav, melynek donté tobbsége a fehérje szintézisben
hasznosul, a fennmaradé rész ~95%-a kinurenin Uton katabolizalodik és csupan
<5% szolgal 5-HT prekurzorként. Az 5-HT és az IVF kapcsolatat az el6z6 rész-
ben tekintettik at, az alabbiakban a kinurenin lehetséges szerepét elemezzik.

A triptofaan-kinurenin konverziét két enzim medialja: a maj eredeti tripto-
fan-2-3-dioxigenaz (TDO), melynek aktivitasat a glukokortikoidok fokozzak, a
progeszteron és az 6sztrogének pedig gatoljak. .A masik enzim, indolamin-2-3
dioxigenaz, melyet citokinek és gyulladasos mediatortok aktivalnak, szamos
sejttipusban, kéztik a monocitakban és makrofagokban is megtalalhatd. A
triptofan szint csdkkenését a kinurenin és metabolitjainak ndvekedése és
az 5-HT szintézis csoOkkenése kiséri. Mivel az 5-TH protektiv reprodukcios
hatasat egyértelmlen igazoltak, a triptofan-kinurenin Ut aktivalasa az 5-HT
kdvetkezményes csokkenésével ronthatja a reprodukcios teljesitményt. Ennek
ellentmondani latszik, hogy a TDO-t, IDO-t és a kinurenin katabolizmus tovab-
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bi enzimjeit kimutattak a placentaban, a deciduaban és a korai embriéban,
ahol immunoldgiai védelmet biztosit a sikeres implantacidhoz és a zavarta-
lan embrionalis/fotalis fejlédéshez. Ezen tulmenden szamos vizsgalat arra
is felhivta a figyelmet, hogy a triptofan-kinurenin rendszer egyes elemei az
immun-tolerancia kialakitasa mellett fontos tényezdk az oxidativ stressz
elleni védelemben. A kinureninek pozitiv szerepét egyértelmiien az is bizo-
nyitja, hogy az IDO enzim gatlasa, vagy a gén delécidja magzati vesztesé-
geket és terhességi szovédményeket okozott.

Tekintettel arra, hogy mind a ftriptofan-kinurenin, mind a ftriptofan-5-HT
rendszer protektiv hatasu és mindkét metabolikus Ut verseng a szubsztrat
triptofanért, optimalisnak az latszik, hogy egyik vonal sem dominal, hanem
egyensulyi helyzet alakul ki. Ennek ellen6rzésére a korabbi vizsgalati protokollt
alkalmazva HPCL-MS-MS médszer felhasznalasaval 64 beteg azonos mintai-
ban meghataroztuk a triptofan,a kinurenin és az 5-HT szérum és FF szintjeit.
Megallapitottuk, hogy az ovarium hiperstimulacié hatdsara mindharom me-
tabolit koncentracidja csokkent, jelezvén, hogy kevesebb triptofan all a két
katabolikus Ut rendelkezésére. Az érett petesejtek szama az FF 5-HT-vel
pozitiv, mig az FF triptofan/5-HT és kinurenin/5-HT aranyokkal negativ
korrelaciét mutatott. Ennek megfelel6en a terhes csoportban szignifikansan
magasabb szérum (p=0.045) és FF 5-HT (p=0.020), valamint alacsonyabb
kinurenin/5-HT aranyt (p=0.024) tudtunk igazolni. Tobbvaltozés logisztikus
regresszids analizissel az érett petesejtek szamat, mint figgé valtozot csu-
pan az FF 5-HT befolyasolta szignifikansan (B=0.473, p=0.001). Eredmé-
nyeink azt igazoljak, hogy kedvezébb IVF kimenetel varhatd, amennyiben
az 5-HT-kinurenin egyensuly az 5-HT javara tolédik el.

Prof. Dr. Sulyok Endre
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OXIDATIV STRESSZ-MARKEREK ES ANT-
IOXIDANSOK VIZSGALATA IVF KEZELT
BETEGEKBEN

8-hidroxi-2’-deoxyguanozin (8-ODdG) és total antioxidans kapacitas (TAC)

A reaktiv oxigén molekulak (reactive oxygen species, ROS; szuperoxid
anion, hidrogén peroxid, hidroxil anion) a normalis sejt anyagcsere termé-
kei és fontos szerepet jatszanak a cellularis folyamatok szabalyozasaban.
Abban az esetben azonban, ha tulzott termelésik meghaladja a sejtek
antioxidans kapacitasat, a ROS-ok reakciéba lépnek a sejtek fehérje, lipid
és DNS elemeivel és cellularis diszfunkciét, morfologiai karosodast és
apoptozist okozhatnak. IVF kezelt betegekben fiziolégias ROS képzddés
szlikséges a petesejt egészséges éréséhez, a sikeres fertilizaciohoz és
az embrid zavartalan fejlédéséhez. Az FF optimalis ROS szintje azonban
nincs definialva és mind a tulzott, mind az elégtelen ROS generalas
kedvezétlenll befolyasolja az IVF kimenetelét. Ez a megfigyelés 6ssz-
hangban all a ,quiet metabolism” koncepcibjaval, mely szerint a normalis
metabolikus aktivitas felsd, vagy alsé hataran tul az embrié életképessége
csokken.

A kodzelmult kutatasai hivtak fel a figyelmet az oxidativ DNS karosodas
részleges korrekcidjanak jelentéségére a néi reprodukcidban. Megal-
lapitottak, hogy a 8-OHdG, mint az oxidativ DNS karosodas biomarkere
IVF kezelt betegek granulosa sejtjeiben és FF-jaban, negativan korrelal a
petesejtek és az embriok minéségével.

A kérdés tovabbi tisztazasara munkacsoportunk 61 IVF kezelésben része-
sult beteg esetében meghatarozta az anyai szérum és FF 8-OHdG szintjét
(ELISA; IBL International GmbH, Hamburg, Germany) és totalis nem-en-
zimatikus andtioxidans kapacitasat (TROLOX-kalibralt kemilumineszcen-
cias modszer). Megallapitottuk, hogy ovarium hiperstimulacié hatasasra
a szérum TAC jelent6ésen ndvekedett (95.4+17.8 vs 104.8+17.4 pmol/l,
p=0.02), mig a 8-OHdG szignifikansan csokkent (17.6£5.1 vs 15.6+5.3 ng/
ml, p<0.001). Mindkét biomarker kimutathato volt az FF-ben, de Iényege-
sen alacsonyabb koncentracioban, mint az anyai szérumban és azzal nem
mutatott 6sszefiiggést. A TAC és 8-OHAG kapcsolatat vizsgalva azok FF
értékei egymastdl fliggetlennek bizonyultak, mig a szérum koncentraci-
Ojuk kozott szignifikans negativ korrelaciot észleltink (r=0.241, p=0.009)
jelezvén, hogy a magasabb TAC csokkenti a DNS karosodast. Tovabbi
fontos megfigyelés, hogy mind a TAC (r=0.302, p=0.027), mind a 8-OHdG
(r=0.268, p=0.039) kedvezétlentl befolyasoljak az embridk életképességét.
Eredményeink megerésitik azon torekveések szikségességét melyek az
IVF eljaras soran az OS csokkentésére iranyulnak.
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Sirtuinok (SIRT 1, SIRT 6) és rezveratrol

A SIRT-ek NAD-fiiggd hiszton deacetilaz enzim fehérjék, melyek bizonyos
védelmet jelentenek az 6regedéssel és az 6regedéssel kapcsolatos kéros
allapotokkal szemben. A protein csalad 7 tagja ismert (SIRT 1-7), melyek
szovet-specificitasa, szubcellularis lokalizacidja és aktivitasa kildnbozé.
Altalanos jellemzéjiik, hogy alapvetd sejtfunkciok szabalyozasaban vesz-
nek részt (energiaforgalom, redox statusz, jelatvitel, sejtciklus, genom
stabilitas). Az életkor elérehaladtaval az ovarium funkcid is beszlkil, a
tisz8- és petesejt képzés csdkken, a petesejtek minésége romlik. Az ova-
rium Oregedésére jellemzd valtozasok szoros Osszefliggést mutatnak a
nuklearis SIRT1 és SIRT6 szintekkel. SIRT1 hianyos egértérzsekben ova-
rium diszfunkcié alakul ki és a petesejtek fejl6dési potencialja beszlkiil.
A kézelmultban végzett human vizsgalatok is igazoltak, hogy a SIRT 1-7
tagjai a germinalis vezikulumokban és az érett petesejtekben jelen vannak,
az érés folyaman up-regulaciojuk kdvetkezik be. A SIRT-ek fertilitast javitd
hatasanak kozvetitésében az anti-oxidans rezveratrol és a telomeraz akti-
vitasanak novelése, a telomer integritasanak védelme is szerepet jatszik.
Ezen irodalmi adatok alapjan a korabban is alkalmazott vizsgalati protokoll
szerint 30 IVF kezelt betegnél az anyai szérum és az FF mintakban ELISA
modszerrel meghataroztuk a SIRT 1 és SIRT 6, valamint a rezveratol
szinteket (Cloude-Clone Corporation, Houston, TX, USA).Megallapitot-
tuk, hogy az ovarium hiperstimulacioé hatasara a szérum SIRT1 a terhes
csoportban szignifikansan novekedett (6.0+5.6 vs 7.9+3.4 ng/ml, p<0.05)
és jelentésen meghaladta a nem- terhes csoport értékeit (4.7£2.7 ng/ml,
p<0.05). A SIRT6 esetében ilyen valtozas nem kdvetkezett be, de ezek ér-
téke a terhes csoportban csdkkent mind a hiperstimulacio elétt (0.31+0.19
vs 0.14+0.07 ng/ml, p<0.05), mind azt kdvetéen. Mindkét sirtuint (SIRT
1, SIRT 6) kimutattuk az FF-ben, de a szérum szintektdl figgetlennek
bizonyultak, ami lokalis, ovarialis termelésukre utal. Egyéb hat6é ténye-
z6kre tortén6 korrekciod utan szignifikans pozitiv korrelaciét talaltunk az
FF SIRT6 és az érett petesejt szam (F=6.609), valamint a szérum SIRT1
(F=10.008), szérum SIRT 6 (F=5.268) és a klinikai terhesség gyakorisaga
kozott. A rezveratrol sem a SIRT-ekkel, sem az IVF kimenetelét jelzé mar-
kerekkel nem mutatott 6sszefliggést.

Eredményeink megerdsitették a SIRT-ek lehetséges szerepét a reproduk-
cio sikerében, de tovabbi molekularis bioldgiai vizsgalatok sziikségesek a
SIRT enzimek aktivitasanak meghatarozasara és az esetleges epigeneti-
kai valtozasainak feltarasara.




MOLEKULARIS KEPALKO-
TAS AZ IN VITRO FERTILI-
ZACIO SZOLGALATABAN

TOMEGSPEKTROMETRIAS KEPALKOTO
VIZSGALAT

A tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) semleges atomok,
valamint molekulak ionizaciojan alapulé szerkezetvizsgald és analitikai
modszer. A technika Iényege, hogy a berendezés a vizsgalati anyagbol
eldallitott gaz halmazallapotu ionos részecskéket valaszt el toltésegy-
ségre esf relativ tdomeguk (m/z) szerint csdkkentett nyomason, elektro-
mos vagy magneses mezOk segitségével. A mérés eredményeként egy
fuggvényszerl abrat (tdmegspektrum) kapunk, melyen az ionintenzitas
jelenik meg a tdmeg/toltés aranyaban. A legmagasabb csucs a bazis-
csucs, ehhez viszonyitjuk az dsszes tébbi komponenst.

A tdmegspektrometria egyik fontos elénye a nagy érzékenység, ami
azt jelenti, hogy rendkivil kis mennyiségl (10-12 g) mintabdl is gyors
és megbizhaté mddon tudunk mar pontos mennyiségi mérést végezni.
Lényegében barmilyen halmazallapotd minta jol vizsgalhaté vele, csu-
pan az el6készitésen és az ionforrason mulik, hogy a minta gaz fazisba
jusson. A jobb készllékek esetén a felbontoképesség, a specificitas és
a reprodukalhatésag a legmagasabb igényeket is kielégiti. A technika
kapcsan megemlitheté hatranyok koézé tartozik, hogy maga az eszkoz
és a hozza tartozé laboratériumi felszerelés igen koltséges, valamint,
hogy a hatékony Uzemeltetéshez szikséges szakértelem megszerzése
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idéigényes feladat.

A matrix-segitette |ézer deszorpcioés ionizacids, repulési idén ala-
pulé képalkotd tomegspektrometria (MALDI-TOF MS Imaging) egy
Uj, gyorsan fejl6dé modszer, amely lehetévé teszi a molekularis jelek
értékelését kdzvetlenul a szdvetek felszinérdl. Az Imaging egy olyan
jeldlésmentes technika, amely segitségével képesek vagyunk egyetlen
mérés alkalmaval akar tobb szaz molekula szdveten belili lokalizaci-
6janak vizsgalatara és azt késébb 2D-ban vagy akar 3D-ban is meg-
jelenithetjik. A technika segitségével szdvettani metszetek, sejtek és
sejtkulturak jeldlésmentes képalkotasi vizsgalata valdsithatdé meg, akar
sejtszintl felbontassal. Ennek kovetkeztében olyan kép hozhato létre,
mely igen hasonlit egy szOvettani metszethez, mégis annal tébb, hi-
szen a molekularis alkotok térbeli megoszlasardl is informéaciot ad. igy
nem csak a terhesség soran jelentkez8 természetes biokémiai valtoza-
sokat tudjuk nyomon kévetni, hanem az in vitro fertilizacio (IVF) esetén
fellép6 esetleges valtozasokat is detektalni tudjuk.

A LIPIDEK SZEREPE A TERHESSEGBEN

A lipidek olyan szerves molekulak, melyek fontos szerepet jatszanak az
emberi szervezetben. Tagjai igen heterogén csoportot alkotnak, és val-
tozatos szerepekkel birnak szervezetiinkben. Ezek a molekulak tébbek
kozott a sejtmembranok felépitésében (foszfolipidek), tartalék tapanyag-
ként (trigliceridek), valamint masodlagos hirvivékként (prosztaglandinok,
leukotriének) funkcionalnak, valamint szabalyozzak a szdvetek aktivita-
sat is (szteroidok).

A lipidomikai kutatasok, melyek egy szovet vagy szerv teljes lipidossze-
tételének meghatarozasat, azonositasat, lipidosztalyokra bontasat foglal-
jak magukba, egy Uj és gyorsan fejl6d6 teriletet jelentenek tobbek kozott
az embridk fejlédésével, beagyazddasaval, koraterhességgel foglalkozo
kutatasokban. Mivel a kilénb6zd lipidosztalyok igen eltéré funkciokkal
rendelkeznek, melyek kdzul szamos csak rovid életidejl, igy ezek gyors
tér- és idébeli valtozasa tobb terlleten is érdeklédésre tarthat szamot.

Az elmult években robbanasszerlen novekszik azon tanulmanyok
szama, melyek a kulénboézé, IVF-el, vagy terhességgel kapcsolatos
szOvetek, szervek lipidomikajat vizsgaljak kilonféle modszerekkel.
Szamos kutatécsoport foglalkozott mar a kiilonb6zé allatok petesejtjei
nek, zigotainak, a korai embriéfejlédés szakaszainak, valamint kés6bbi
idépontokban a placenta lipidosszetételének a vizsgalataval, illetve
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szamos olyan lipid valtozasaval, melyek a jelatvitelben jatszanak fon-
tos szerepet.

Egy korabbi allatkisérletes tanulmanyban az implantacio, illetve a kora-
terhesség soran szamos lipid mind id6- mind térbeli valtozast mutatott.
Egyrészt a kuldonb6zé lipidosztalyok mutattak az idé elérehaladtaval
dinamikus valtozast (a beagyazodas el6tt a foszfatidilkolin, a beagya-
zodaskor a glicerofoszfolipid mutatott legnagyobb intenzitast), mas-
részt a kilonbdzé lipideket alkotd zsirsavak is jelentésen valtoztak (a
linolsavat, dokozahexénsavat tartalmazo lipidek az antemezometrialis,
mig az olajsavat tartalmazok a mezometrialis oldalon voltak nagyobb
koncentracioban megtalalhatoak).

A foszfolipidek nem csak a sejtek felépitésében, a membranok kialaki-
tasaban jatszanak kozponti szerepet, hanem szamos bioldgiailag aktiv
molekula, mint példaul az eikozanoidok el6anyagaiként is szolgalnak,
melyek egyik legfontosabb forréasa egy tobbszdrdsen telitetlen om-
ega-6 zsirsav, az arachidonsav. Az arachidonsavbdl a ciklooxigenaz 1
és 2 nevl enzimek (COX-1 és COX-2) allitjak el6 a megfeleld prosz-
taglandinokat, melyek attél figgéen, hogy melyik alosztalyba tartoznak,
kilonféle élettani hatdsokkal rendelkeznek.

Toébb kutatas ramutatott a COX-1 és COX-2 enzimek kdzponti szerepé-
re a beagyazédas korlli idészakban. A beagyazodas elbtti megnove-
kedett cox-1 gén kifejez6dése, melyet a méh 6démaja kisér, jelezheti
a COX-1 altal kifejez6d8d prosztaglandinok szerepét a méh nyalkahar-
tyanak a megfelel§ el6készitésében a megtermékenyitett petesejt be-
fogadasara. Ugyanakkor a beagyazoédas utan a cox-2 gén kifejez6dése
nd meg jelentésen azokon a terileteken, ahova az embrid beagyazo-
dott, azt sugallva, hogy a COX-2 altal szintetizalt prosztaglandinok az
érképz6désben és a méhlepény létrehozasaban jatszhatnak kézponti
szerepet. A COX-2 altal termelt prosztaglandinok kdézul az egyik leg-
fontosabbnak a prosztaglandin 12 (PGI2) tlnik a beagyazddasban,
valamint a méhlepény korai fejlédésében.

NORMAL ES IVF MINTAK
OSSZEHASONLITASA

A sikertelen terhesség hatterében gyakran a beagyazodas elétti, alatti,
vagy kozvetlen uténi karosodas all. Az IVF esetében a sikertelenség
oka lehet tdbbek ko6zott, hogy a megtermékenyitett petesejtet egy nem
megfeleléen felkészitett méhbe Ultetik be. A befogadasra alkalmas méh
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bels6 rétegének, az endometriumnak strukturalis és funkcionalis éré-
sen kell atesnie. Amikor ez lezajlott, rovid ideig fogékony lesz a meg-
termékenyitett petesejt érkezésére. A korai embrionalis torténéseket
bizonyitottan befolyasolja a foszfolipid metabolizmus és a hozza kap-
csolédo jelatviteli folyamatok. A foszfolipidek a biolégiai membranok lé-
nyeges felépitd és szabalyoz6 komponensei, tovabba szamos bioaktiv
molekula eléanyagaként is szolgalnak, mint példaul az eikozanoidok és
lizo-foszfolipidek.

Vizsgalati mintainkat CD-1 egerekbdl nyert terhes méhek alkottak. A
kioperalt szoveteket -80°C-on taroltuk a feldolgozasig, majd késébb
metszeteket gy(jtottiink a szovettani vizsgalatokhoz. Ehhez 8 um
vastagsagu metszeteket készitettlink egy Leica tipusu kriosztat készi-
Iékkel, majd a lemezeket standard hematoxilin-eozin festékkel festettik,
a dokumentalasra pedig digitalis targylemez szkennert alkalmaztunk.
Ugyanekkor 15 um vastagsagu metszeteket vettink fel ITO (Indium
Tin Oxide) lemezekre is, melyeket Imagingre szantunk. A minta eléké-
szitése kritikus 1épés az Imaging eredményei szempontjabdl. Ehhez a
megfelel6 vastagsagu metszetet egy gondosan kivalasztott matrixszal
kell bevonni, miel6tt a lemez bekerlilne a tdmegspektrométerbe. A
matrix oldatot, mely esetiinkben a-ciano-4-hidroxifahéjsav (CHCA) volt,
spray segitségével juttattuk a minta felszinére minél finomabb cseppek

25. abra: A) 6 napos terhesség. A PC 36:1 kevésbé dusult a mesterségesen lét-
rehozott embridkban, normal terhesség esetén azonban az embriok koriil jol lathatéan
dusult. B) 8 napos terhesség. A PC 36:4 normal terhesség alatt az antimezometrialis
zonaban jelentkezett jelentés intenzitassal, mig IVF esetén szinte teljesen hianyzott ez
a molekula. C) 10 napos terhesség. Normalis terhességben a mezometrialis zénaban a
PC 34:2 intenzitasa magasabb volt, mint az IVF terhességnél.
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formajaban, hogy az egy homogén bevonatot képezzen. Az optimalis
matrix megvalasztasaban jelentés szerepe van annak, hogy pozitiv
vagy negativ modban akarunk mérni. Jelenlegi eredményeinket
pozitiv médu mérés soran kaptuk, igy féként SM- és PC-cslucsokat
detektaltunk. A tomegspektrometrias méréshez Autoflex Il TOF/TOF
tipusu készuléket hasznaltunk.

Eredményeinkbél egyértelmien latszik, hogy a mesterséges megtermé-
kenyités hatassal van a méh kilénbdz6 részeinek, valamint az embrid
molekularis felépitésére. Hogy milyen biokémiai Utvonalon valésulhat meg
ez a valtozas, arra az alabbi két tedria ad valaszt (25. abra).

A méhben talalhatd teljes arachidonsav mennyiség mintegy 93%-a tarolo-
dik a foszfolipidekben, ezek koziil is 80% raktarozodik foszfatidilkolinban
(PC), foszfatidiletanolaminban (PE) és frigliceridek (TAG) formajaban.
szabadul fel. Arachidonsavbdl keletkeznek a ciklooxigenaz enzimek altal
a prosztaglandinok, melyek az eikozanoidok kdzé tartozé molekulak. Az
ilyen moédon el6allitott prosztaglandinok tébb tipusanak (PGI2, PGE2,
PGF2a) jelentés szerepe van az ovulacidban, a megtermékenyitésben, a
beagyazdédasban, tovabba a decidualizaciéban, mely az endometrium
sejtjeinek morfoldgiai és funkcionalis valtozasait jelenti, kiegészilve az
anyai artériak atalakulasaval. Els6dlegesen a prosztaciklin (PGI2) nélki-
I6zhetetlen a beagyazdédashoz és a decidualizaciohoz, mely hatasat a pe-
roxiszoma proliferator-aktivalt receptor egyik tipusanak (PPARpB/3) aktiva-
lasaval fejti ki. A receptor aktivalasaval sejtosztodas és érképzddés indul,
melyek a korai embridfejl6dés fazisaban elengedhetetlen folyamatok.

Egy masik jelentés molekula a lizo-foszfatidsav (LPA), mely jelatviteli
molekulaként a beagyazdédason tul abban jatszik még fontos szerepet,
hogy a hodlyagcsirak egyenlé tavolsagban agyazédjanak be a méhbe.
Ezt a folyamatot nevezzik spacing-nek. Hogy pontosan hogyan valésul
meg ez a folyamat, arrél egyel6ére csak feltételezések allnak rendel-
kezésre. Eszerint a LPA a méh simaizom rétegének 6sszehuzédasat
valtja ki. Az 0Osztrogén és progeszteron altal szabalyozott G-prote-
in-kapcsolt egyik receptoranak (LPAR3) expresszidja kilondsen az
implantacié korlli idészakban emelkedik meg, mely egybe esik a
megnovekedett prosztaglandin szintézissel. Ehhez hozzajarulhat, hogy
a LPAR3 kozvetetten fokozza a COX-2 enzim mikodését. Ez egy igen
szoros interakciot feltételez a két emlitett jelatviteli Gtvonal kdzott.
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COX-GATLAS ESETLEGES HATASA
A KORATERHESSEGBEN

Mivel t6bb kutatas felvetette a COX-1 és COX-2 enzimek kdzponti sze-
repének a lehet6ségét a beagyazodas korili idészakban, ezért arra a
kérdésre is kerestlik a valaszt, vajon egy COX-gatlé lényegesen befo-
lyasolja-e a korai implantacio lipidomikai eltéréseit. A COX-1 és COX-2
enzimek izoenzimek: hasonlé reakcidkat katalizalnak, mégis tdbb
kilonbség adodik egyrészt az altaluk létrehozott eikozanoidok kozaott,
masrészt részben ebbdl kifolydlag eltéré élettani hatasokkal is rendel-
keznek. Korabbi tanulmanyok alapjan a COX-1, és az altala létrehozott
prosztaglandinok és tromboxanok a szilés meginditasaban vesznek
részt, mig a COX-2 altal Iétrehozott prosztaglandinokat elsésorban az
ovulacioval, megtermékenyitéssel, beagyazédassal és a decidualizaci-
6val hozzak Osszefliggésbe. A terhesség folyaman tehat a COX-1 és
COX-2 jelent8s idébeli koncentraciovaltozason megy keresztil.

Bar szamos szelektiv (csak az egyik enzimre hatd) COX-gatlé gyogy-
szer létezik, vizsgalatunkban azonban egy nem szelektiv COX-gatlé, az
aszpirin hatasat vizsgaltuk a koraterhességben, mivel ezzel egyszerre
mindkét enzim altal képz&dott eikozanoidok képzédését gatolni tudjuk.
Kisérletinkben CD-1 egereket itattunk aszpirinnel mar a terhesség
elétt, majd folytattunk a méh kivételének idépontjaig. Az el6z6 vizs-
galathoz hasonldan itt is a kioperalt méhbdl metszeteket készitettiink
egyrészt klasszikus szovettani (hematoxilin-eozin), illetve Imaging
vizsgalatra. A lipideket ismét pozitiv moédban vizsgaltuk, igy els6sorban
a PC és SM frakcidk valtozasait kdvethettik nyomon.

Az Imaging képek alapjan szamos lipid mutatott jelentés id6- és tér-
beli valtozast a koraterhességben. A beagyazddas el6tt elsdsorban a
telitett zsirsavakat tartalmazé lipidek mutattak az endometriumban
jelentdés felhalmozdédast, mig a tobbszoérésen telitetlen zsirsavakat,
elsésorban a prosztaglandinok prekurzoraként szereplé arachidonsa-
vat tartalmazé lipidek igen alacsony intenzitast mutattak és nem volt
szOvetspecifikus felhalmozédas megfigyelhetd. Beagyazddas utan
elsésorban az egyszeresen telitetlen zsirsavakat tartalmazo lipidek
dusultak az antemezometridlis zonaban. A tobbszordsen telitetlen zsir-
savakat, els6sorban az arachidonsavat tartalmazé lipidek valtozatlanul
igen alacsony intenzitast mutattak, és elsésorban az implantaciés zé6-
nak kdzott voltak kimutathatok. A 10,5 napos terhes méhekben viszont
mar megjelentek és erds intenzitast mutattak az arachidonsav tartalmu
lipidek, els6sorban a deciduaban.

Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatjuk tehat, hogy nemszelektiv
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COX-gatlas hatasara a koraterhességben szamos lipid jelentds id6beli
valtozast mutatott. Ez a valtozas dsszefliggésben lehet a ciklooxigena-
zok altal szintetizalt eikozanoidoknak a lipidekre kifejtett hatasaival,
azonban a pontos dsszefliggéseket tovabbi vizsgalatokkal kell alata-
masztani. A lipidek valtozasa egyrészt oki lehet, tehat a terhesség
elérehaladasaval magyarazhaté bizonyos lipidek nagyobb el6fordu-
lasa, illetve eltlinése bizonyos szbévetekbdl. Masrészt fennall annak
a lehet6sége, hogy az altalunk tapasztalt valtozas okozati, tehat a
kilénféle eikozanoidok segitik elé a lipidek megfelelé valtozasat a
terhesség folyaman.

A MOLEKULARIS KEPALKOTAS
ALKALMAZASANAK AZ ELONYEI

A MALDI-TOF MS Imaging egy olyan képalkotasi technika, mely egye-
siti a kulonféle molekulak tdmegspektrometriai azonositasat a hagyo-
manyos szlvettani metszetek részletgazdag képi megjelenitésével. En-
nek a technikanak a segitségével lehet6évé valik a szdvetek vizsgalata
elbzetes kezelések, roncsolasok nélkdl.

Szamos korabbi tanulmany igazolta mar a kuldnb6z8 lipidosztalyok,
lipid természetl hirvivé molekulak szerepét a koraterhesség teljes
folyamata soran: a petesejt kilok6désétdl kezdve a megtermékenyité-
sen, beagyazodason keresztll egészen a decidualizacidig. Ha ebben a
finoman hangolt rendszerben barmelyik |épésnél kis hiba is jelentkezik,
az maradandé karokat okozhat és megakadalyozhatja az esetleg mar
megtermékenyitett petesejt beagyazddasat, vagy kilokédést is okozhat.
Az IVF sikeressége a téma intenziv kutatasa ellenére is még mindig
alacsonynak mondhat6. Ahhoz, hogy a természeteshez viszonylag
kozel allo viszonyokat tanulmanyozni tudjuk, elengedhetetlen az allat-
modell alkalmazasa. A MALDI TOF MS Imaging nagy elénye a tébbi
tomegspektrometriai technikahoz képest, hogy a terhes uterus kivétele
és lefagyasztasa utan azonnal metszetek készithetéek, melyek lipidész-
szetétele anatdmiai pontossaggal leképezhetd. Nem szikséges hosszu,
tobblépcsés mintael6készités, a szdvetek roncsolasa a lipidosszetétel
meghatarozasa el6tt, hanem fagyasztva metszés és megfelel6 mat-
rixszal valé kezelés utan rogton vizsgalhatdé a minta. A masik f6 elénye,
hogy a fagyasztva metszés soran a méh és embrié anatomiai képletei
érintetlendl maradnak, azok lipidosszetétele szovetfajta, illetve szerv-
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szinten tanulmanyozhatd, nem veszik el ez az informacié a szdvetek
roncsolasa soran.

Ezzel a technikaval tehat a kilonféle lipidek tér- és idébeli valtozasai
nyomon kovethetéek az egyes szdvettani képletekben és dsszehason-
lithatéak az IVF-el megtermékenyitett €s normal terhes egérméhekben.
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UJ BIOMARKER VIZS-
GALATOK FEJLESZTESE
TESTNEDVEKBEN ES
SEJTES MODELLBEN

Az emberi szervezet fizikai és szellemi j6léte alapvetéen befolyasolja az
egyének életminbségét, tarsadalmi és szocialis kapcsolatait és igy a gyer-
mekvaras sikeressegeét is. A testi és lelki jolét nagyon sok 6sszetev6tél
fugg, beleértve az életmddbeli és taplalkozasi szokasokat, fizikai aktivitast,
kornyezeti terheléseket, csaladi hatteret, munkahelyi korulményeket és
meég rengeteg egyéb tényez6t.

Az egészség hosszu tavu fenntartasa sajnos nem mindig sikerul, ennek
oka részben az OrOkletes sajatsagokban, részben a kornyezeti terhelés-
ben keresendd. Az egyik leggyakoribb egészségkarosodas a gyulladasos
folyamatok létrejotte, mely lehet lokalis és lehet az egész szervezetet érin-
t6 korfolyamat. A helyi gyulladasok (pl. orbanc) is szisztémassa valhatnak,
ezzel akar életveszélyes allapot képesek okozni (pl. szepszissé fejlédve).
Gyulladasos folyamatok a belsé szervekben is kialakulhatnak, illetve
tarsulhatnak alapbetegségekhez pl. cukorbetegség, magas vérnyomas,
érelmeszesedés, bélbetegségek, autoimmun kérképek stb. Ezek a folya-
matok kihatnak a termékenységi ratara is, csokkentve a természetes uton
torténé fogantatas sikerét, de ugyanugy kihatnak a mesterséges megter-
mékenyités hatasfokara is.

Eppen ezért, nagyon fontos olyan, az emberi szervezetben (vérben és
vizeletben) fellelhetd6 molekulak megismerése és mennyiségi mérése,
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melyek ezeket a kedvezbtlen folyamatokat érzékenyen jelzik a klinikusok
szamara. Az ilyen tipusu molekulakat szokas biomarkereknek nevezni.

Egy masik nagyon fontos teriulet az egészségi allapot felmérése szem-
pontjabol az egyes sejttipusok energiaszintjének, normalis miikodésének
a mérése. Ezek a technikak mesterséges korulmények kozt tenyésztett
sejtkulturakon végezheték el és alkalmasak jovend6 gyogyszermolekulak
vagy toxikus anyagok hatasainak tesztelésére. Ezeket sejtes életképesse-
gi modszereknek hivjuk.

Az IVF soran az orvosnak dontenie kell, hogy a megtermékenyitett pete-
sejtekbdl szarmazé néhany napos embriok kozil melyik a legalkalmasabb
a bedltetésre. A projekt f6 célkitlizése az embridk tapfolyadékaban talalha-
t6 fehérje biomarker (haptoglobin alfa-lanc) mennyiségi meghatarozasara
alkalmas antigén — antitest alapu mérés kidolgozasa volt.

A fent leirtak mindegyike fontos szerepet jatszhat az IVF sikerességében
és az esetleges sikertelenség okainak feltarasaban.

A SZERVEZET EGESZET ERINTO
GYULLADASOS FOLYAMATOK

A gyulladas lehet alacsony szintli, hosszu tavu jelenség, mely valamilyen
kronikus alapbetegséghez (pl. cukorbetegséq) tarsul. Ma ezt a folyamatot
tartjadk az egyik legfontosabb tényezének az artérias érkarosodasok
kialakuldsaban, kdvetkezményes sziv — érrendszeri betegségek és azok
szév8dményeinek létrejottében.

Egy masik, sajnos egyre gyakoribb és akar mar gyermekkorban is meg-
jelend szisztémas gyulladas a tapcsatornaban alakul ki (Crohn betegség,
colitis ulcerosa), sokszor sulyos szdévédményeket okozva. Abban az
esetben, ha a szervezet immunsejtjei a sajat szévetek vagy fehérjék ellen
termelnek antitesteket, akkor un. autoimmun folyamatrél beszélink. Illyen
gyakori kérkép pl. a mindenki altal ismert rheumatoid arthritis.

Az életet sulyosan veszélyeztetd altalanos gyulladas a szepszis. Ez a
korkép kialakulhat bakterialis, viralis, gombas fert6zések hatasara vagy
akar tobbféle kérokozd egyilittes fertézésével. Szepszis sok betegséghez
tarsulhat (immunelnyomé kezelés, daganatos kérképek, égési sértlilések,
sulyos lokalis gyulladasok), de szdév8dményként orvosi beavatkozasok
kdvetkeztében is felléphet, pl. nagy kiterjedés mitétek utan.

Ezen betegségek korai felismerése, a betegség nyomon kovetése és az
alkalmazott terapia sikerességének megitélése sokszor igen nehéz. Kilo-
ndsen szepszis esetében a korai diagndzis sokkal jobb gydgyulasi eséllyel
kecsegtet és az esetleges szov8dmények (pl. tdbb szerv karosodasa, akut
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veseelégtelenséq) elbre jelzése életeket menthet. Ebben a kiizdelemben a
laboratoriumi modszerek kiemelt szerepet jatszanak, és nagy szukség van
olyan Uj, kiegészité biomarkerek mennyiségi meghatarozasara melyek a
fent leirt kdvetelményeket teljesitik.

SEJTES ELETKEPESSEGI TESZTEK

Ezek a technikak nem az emberi szervezetbdl kdzvetlenul kivett mintak
(vér, vizelet, stb.) analizisén alapulnak, de vizsgalhatok velik emberi és
allati eredetli sejtek egyarant. Az életképesség megitélése nem konnyd,
nagyon sokféle eljaras létezik és ezek altalaban kilonb6zd sejtfunkciokrol
adnak informaciét. Ezen mdédszerek érzékenységének kdszonhetéen akar
egyetlen sejt is vizsgalhato, ezért allatkisérletes modellekben a megtermé-
kenyitett petesejtekbdl fejl6dé néhany napos embriok ,jol-Iétének” objektiv
megitélése is kivitelezhet6. Minél tébb paramétert tudunk meghatarozni
ugyanabbdl a sejtes mintabdl, annal pontosabban itélhetjlk meg azok
életképességét. Ezt hivjuk multiparaméteres életképességi tesztnek.

A multiparaméteres vizsgalatok azért is fontosak, mert segitségiikkel a
sejteket karositd vagy éppenséggel védd anyagok hatasa kimutathato és
pontosan mérhetd. A gyogyszerkutatasban, vagy toxikus anyagok (pl. mik-
ro-gombak toxinjai) vizsgalataban ezek a modszerek nélkildzhetetlenek.

ANTIGEN - ANTITEST ALAPU BIOMARKER
MERESEK

Az altalunk tanulmanyozott human biomarkerek fehérjék. A human fe-
hérjéket idegen faj (allatok) szervezetébe juttatva, azok immunvalaszként
specifikus fehérje molekulakat, antitesteket termelnek, melyek felismerik
a bevitt human biomarkereket (antigéneket) nemcsak a szervezeten bellil,
hanem azon kivul is (in vitro).

A fehérjék altalaban j6 antigének és specialis médszerekkel eldallithatok
— elsBsorban ragcsalékban — olyan antitestek, melyek tokéletesen azonos
felépitésiek és az idegen antigénhez csak egy adott ponton (epitépon)
kétédnek meg. Ezeket monoklondlis antitesteknek hivjuk. Megfelel6 korul-
mények kdzt az antitestek segitségével a biomarkerek mennyisége nagy
érzékenységgel és specifikusan mérhetd. Ma mar a legtdbb esetben ezek
a meérések laboratériumi automatakon torténnek, a készulék kalibracioja
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utan az eredmények mennyiségi egységekben kifejezve jelennek meg.

Az IVF soran mérni kivant haptoglobin alfa-lancra nézve nem allt rendel-
kezésre kereskedelmi forgalomban Iévé diagnosztikus modszer, a mole-
kula olyan kis mennyiségben fordul el az embri¢ tapfolyadékaban, hogy
csak nagy érzékenységl, fluoreszcencias jeldlével ellatott rendszerben
volt remény a kimutatasara.

VIZSGALT GYULLADASOS BIOMARKEREK

Gelszolin és Gce-globulin

A természetes sejtelhalas- és megujulas kdvetkeztében a vérbe kis meny-
nyiségben ugyan, de mindig bekerll a sejtek egyik f6bb fehérje alkotde-
leme, az aktin. Az aktin a sejtvaz (citoszkeleton) egy fontos Osszetevdje,
szerepe van a sejtek vandorlasaban, a szél6cukor (glukédz) felvételében és
szinte minden életfolyamatban. Ugyanakkor fokozott sejtpusztulas kovet-
keztében az aktin is nagyobb mennyiségben szabadul ki, ez a szervezet
szamara kedvezétlen. Ezért a vérben specifikus, aktint megkoté fehérjék
keringenek, melyek elfogjak a felesleges aktint és kilritik azt a kerin-
gésbdl. Legfontosabbak a gelszolin és a Gc-globulin, ezek egymassal
0sszhangban mikoédnek. A gelszolin a vazizomzatban termel6dik, mig a
Gce-globulint elsésorban a maj szintetizalja. A Ge-globulin az aktin megko-
tése mellett a D vitamint is szallitja.

Amennyiben sulyos foku sejtpusztulas kovetkezik be a szervezetben (pl.
szepszis esetében), nagy mennyiségl aktin szabadul ki a sejtekbdl, ami
fokozza a korfolyamat sulyossagat. Ekkor a gelszolin és a Gc-globulin
nem képes az Osszes aktin megkotésére és vérszintjik is lecsdkken. A
csOkkenés mértéke aranyos a folyamat sulyossagaval és elére jelzi a be-
tegség kimenetelét.

Mivel mindkét molekula uj biomarkernek szamit, ezért a gelszolin és a
Gce-globulin vérszérumban torténd meghatarozasahoz nem all rendelke-
zésre kereskedelmi forgalomban lévd diagnosztikus reagens.

Orozomukoid (alfa-1-savas glikoprotein vagy ORM)

Az ORM egy relative kis fehérjemolekula, de ugyanakkor sok szénhidrat
komponenst tartalmaz. Elsésorban a majban termelddik, onnan kertl a
véraramba. Szamos funkciot lat el, tdbbek koz6tt sokféle molekulat szallit,
és részt vesz a gyulladas kapcsan létrejové immunvalaszban is. A gyulla-
dasos folyamatokban a vérszintje megemelkedik, ezért az un. akut fazis
fehérjék csoportjaba tartozik. Az albuminnal kisebb, igy a mérete miatt a
veseken keresztll a vizeletbe is bekerll, bar egészségesekben csak na-
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gyon kis mennyiségben.

Medgfigyelték, hogy a vizelet ORM (u-ORM) koncentracidja szisztémas
gyulladasos folyamatokban (pl. Crohn betegség, szepszis) megemelkedik,
minél sulyosabb és kiterjedtebb a folyamat, annal magasabb u-ORM
koncentraciok mérhetdk. Sulyos szepszisben ez meghaladhatja az egész-
ségesekre jellemzé u-ORM szint 200-szorosat is. Ezért a vizelet ORM
koncentracidjanak mérése mind a diagnosztikaban, mind a betegek kove-
tésében kiemelt jelentéséggel bir. Az u-ORM is Uj jelz6 molekula, ezért
méréséhez szintén nem all rendelkezésre kereskedelmi forgalomban |évé
diagnosztikus reagens.

Cystatin-CA cystatin-C (CYSC) gyakorlatilag a szervezet 0sszes sejtjében
megtalalhaté kisméretl fehérje, elsédleges szerepe a fehérjéket bontd en-
zimek gatlasa (proteaz inhibitor). A CYSC molekula méreténél fogva szin-
tén megjelenik a vizeletben, a vérarambol a vesem(ikédés soran kiszlréd-
ve. Amennyiben a vese sz(ir6 funkcidja karosodik, a CYSC koncentracioja
megnd a vérben, ezért mennyiségi mérése jol tikrézi a vesefunkcidt. A
vérszérum CYSC meghatarozashoz rendelkezésre all gyari diagnosztikus
reagens.

Egészségesekben a vizelet CYSC (u-CYSC) nagyon kis mennyiségben
van jelen, de akut vesekarosodaskor a koncentracidja sokszorosara emel-
kedik. Ezért az u-CYSC szintjének emelkedése elbre jelezheti az akut ve-
seelégtelenség kialakulasat és az esetleges mivese kezelés sziikséges-
ségét. Mivel jelenleg az u-CYSC szintén nem része a rutin diagnosztikai
palettanak, ezért méréséhez nem all rendelkezésre gyari reagens készlet.

MULTIPARAMETERES SEJTES
ELETKEPESSEGI VIZSGALATOK

Az él6 sejtek talan legfontosabb sajatsaga, hogy energiaszintjilk maga-
sabb az 6ket korllvevd (nem él8 allapotu) kdrnyezetnél. Ehhez a sejtek
tapanyagokat, els6sorban glukézt hasznélnak fel és annak atalakitasa
soran a glukozbdl nagy energiaju vegyulet, az adenozin-trifoszfat (ATP)
keletkezik. Az ATP univerzalis energia donor, szinte minden életfolyamat-
hoz szikséges. Ezért, ha valamilyen oknal fogva a sejtek ATP tartalma
lecsdkken, akkor a sejtek fokozatosan a sejthaldl felé kozelednek, életké-
pességuk rosszabb lesz. Egy bizonyos szinten tul pedig bekdvetkezik a
sejthalal. Onmagaban azonban az ATP tartalom mérése nem elegendd
az életképesség megitéléséhez, mert azt viszonyitani kell mas, csak
lassabban valtozé (referencia) paraméterekhez, pl. a sejtek fehérje- vagy
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nukleinsav tartalmahoz. Az ATP-n kivlil mérhet6 a sejtek glukéz tartalma
is, ami szintén az életképességet tukrozi. Ezek a vizsgalatok altalaban
lumineszcencias moédszerekre épullnek, igy érzékenyek és nagyon kevés
sejt, akar egy allati embrio is elégséges a kivitelezésliikh6z. Tobb életké-
pességi paraméter egyuttes meghatarozasa pontos képet ad a sejteket
eér6 pozitiv vagy negativ hatasokrol (véd6 vagy toxikus anyagok).

AZ IVF EMBRIO TAPFOLYADEK
BIOMARKERENEK MERESE

A megtermékenyitett petesejteket mesterséges kdrnyezetben, tapfolya-
dékban steril kérilmények kozott ndvesztik, maximum 5 napon keresz-
til a beulltetés el6tt. Ekdzben, az embrionalis sejtekbél fehérje bontd
enzimek szabadulnak ki, melyek lebontjak a tenyészté6 médiumban lévé
haptoglobin nevi fehérjét. A bontas végeredménye a haptoglobin egy
része, az un. alfa-lanc. Az alfa-lanc mennyisége forditottan aranyos
az embridk életképességével, ezért annak mérésével a legegészsége-
sebb embridk kivalaszthaték.

A haptoglobin alfa-lanc igen kis koncentraciéban van jelen a tapfolyadék-
ban és maga a tapfolyadék mennyisége is nagyon csekély. Ezért a mé-
réshez antigén — antitest alapi modszer szikséges, nagy érzékenyseégi
fluoreszcencias detektalassal. llyen eljarashoz szikséges gyari reagens
készlet szintén nem all rendelkezésre

AUTOMATIZALT II\/JML)N-TURBIDII\/IETRIAS
MERESEK

A fent részletezett gyulladast jellemzé fehériék mennyiségi méréséhez un.
immun turbidimetrias eljarast hasznaltunk. Ennek Iényege, hogy a méren-
dé biomarkerhez (az antigén) specifikus antitestet adunk, majd 370C-on
bizonyos ideig inkubaljuk 6ket annak érdekében, hogy Osszekapcsoldod-
janak egymassal. Az igy kapott antigén — antitest komplexet megfelel6é
hullamhosszusagu fénnyel megvilagitva, az a fény egy részét szétszorja.
A reakciot testhdmérsékleten tartott reakcid edényben (kivettaban)
jatszatjuk le és folyamatosan kovetjik a megvilagité fény er6sségét (csok-
kenését) mely aranyos a komplexek mennyiségével. Hiteles kalibratorokat
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alkalmazva, a fényszorast koncentracié egységekben kapjuk meg.
Munkank soran a gyulladasos paraméterek mérését teljesen automa-
tizaltuk, felhasznalva egy diagnosztikai célra alkalmazott laboratoriumi
automata adta lehet8ségeket. Optimalizaltuk a méré kdzeget, a minta és
az antitest mennyiséget, és a mérési idét. Az egész folyamatot a készulék
emberi kéz érintése nélkll végzi és a minta bemérése utan 10 perc mulva
ad eredményt, koncentraciéban kifejezve.

SEJTES ELETKEPESSEGI VIZSGALATOK

Kisérleteinkben tobbféle human sejtvonalat hasznaltunk. A sejteket
steril korilmények kodzott 96 lyuku sejttenyésztd lemezen nodvesztettik,
specialis tapfolyadékban. Kilonb6zé kezeléseket alkalmaztunk, melyek
befolyasoltak a sejtek életképességét. Az alabbi méréseket végeztik el,
ugyanabbdl a mintabdl:

. Sejtes ATP tartalom

. Sejtek glukoz tartalma

. Sejt fehérje tartalom

. Sejt nukleinsav tartalom

Az ATP és a glukéz mennyiségét elosztottuk a fehérje- illetve nukleinsav
mennyiségével, ezaltal egy hanyadost kaptunk. Minél kisebb volt a hanya-
dos értéke, annal nagyobb volt a sejtkarosodas.

HAPTOGLOBIN ALFA-LANC MEGHATAROZASA

A vizsgalatokhoz tisztitott alfa-haptoglobin standardot (antigén) és kétféle
specifikus monoklonalis antitestet hasznaltunk, melyek két kilonbdz6
helyre kétédnek az antigénen. A mérést olyan 96 Iyuku lemezen végez-
tik, mely képes megkdtni a lyuk aljdba pipettazott fehérjéket. Elséként
az egyik monoklondlis antitestet koétottik ki a lyukakba, majd ezutan a
felesleget kimostuk és a még szabadon maradt két6helyeket leblokkoltuk.
Ezutan az alfa-lancbdl készitett higitasi sort tettiik az antitest boritasu lyu-
kakba és 1 6ran keresztill reagaltattuk 6ket. Ujabb mosas utan hozzaad-
tuk a masodik monoklonalis antitestet a lyukakhoz és Ujabb 1 6ras reakcio
kdvetkezett. Ily modon egy olyan komplexet kaptunk a lyukakban, mely
kikdtve tartalmazta a kétféle antitest k6zott az alfa-lancot (szokas ezt a
mddszert szendvics immunmaddszernek is hivni). A kialakult ,szendvicsek”
kimutatdsahoz egy harmadik antitestet hasznaltunk, mely felismerte a

105



masodszorra adott monoklonalis ellenanyagot. Ez a harmadik antitest egy
enzim jeldlSvel (torma peroxidaz) volt ellatva. A mérés soran hidrogén-pe-
roxid jelenlétében a torma peroxidaz hatasara az el6hivo reagensben |évé
szintelen molekula (Ampliflu Red) oxidalddott és rézsaszin fluoreszcens
terméket képezett. A fluoreszcencia intenzitas a lyukakban aranyos volt a
eljarast enzim kotott immun-esszének (ELISA) hivjuk.

A gyulladasos folyamatok diagnosztikajahoz és a betegek kdvetéséhez, az
esetleges szévédmeények elbre jelzéséhez Uj fehérje markerek automa-
tizalt méréseét dolgoztuk ki. A vérszérum gelszolin és Gc-globulin szintje
jol tikrozte a betegség sulyossagat és segitséget adott a szepszis korai
felismeréséhez. Ehhez tarsultak a vizeletvizsgalatok. Sulyos szisztémas
fertdzésekben az u-ORM szintek a kontroll csoporthoz képest sokszoro-
sara néttek, a mddszer a klasszikus rutin laboratériumi vizsgalatokat jol
kiegészitette. Az akut veseelégtelenség a szisztémas gyulladasos allapot
egyik legsulyosabb szévédménye. A vizelet CYSC méréseink érzékenyen
és specifikusan jelezték a veseelégtelenség kialakulasanak veszélyét és
a meglévd allapot sulyossagat. Az u-ORM méréseket el6szér mi alkal-
maztuk a Crohn betegség aktivitasanak jellemzésére mind felnétt, mind
gyermek betegcsoporton. Ez a vizsgalat kiléndsen gyermekeknél lehet
elényos, mert a vizeletminta gy(jtése teljesen fajdalmatlan eljaras.

Osszefoglalva, sikerilt Gj fehérje bio-
markerek mérését automatizalni, me-
lyek hasznos kiegészité informaciokat
szolgaltatnak a klinikusok szamara a
szervezet altalanos gyulladasos alla-
potaiban. Sejtes vizsgalatainkban si-
kerilt olyan Uj médszereket bevezetni,
melyek nagyon kis mintamennyiségbdl
tobb paraméter egylttes meghataro-
zasaval a sejtek életképességérdl az
eddigieknél pontosabb képet adnak.

Mivel a sejtek energia- és tapanyag szintje kedvezétlen kérilmények kozt
nagyon gyorsan képes valtozni, ezért az altalunk mért ATP/fehérje- vagy
nukleinsav és glukoz/fehérje hanyadosok az esetleges toxikus vagy akar
védd hatasok meglétét, az altaluk okozott finom eltéréseket pontosan
tikrozik. Ezek a modszerek a tesztelni kivant, bioldgiailag aktiv molekulak
esetében alkalmasak dézis — hatas 0sszefliggések feltarasara. Médszere-
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ink — mivel lemezolvasdval torténik a mérés — lehetévé teszik nagyszamu
minta gyors analizisét (96 vagy akar 384 minta egyideji vizsgalata).

Az IVF programban kiemelt jelentéséggel biré haptoglobin alfa-lanc mé-
rési modszerének kidolgozasa sikerrel teljesult antigén — antitest szend-
vics immun-esszé létrehozasaval. Ez az eljaras automatizalhato és joval
egyszerlbb a jelenleg alkalmazott folyadék kromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometrias mérésnél, mely igen draga berendezéseket és ku-
I6nleges szakértelmet kovetel. A két, kilonb6zé helyen kétédé antitesttel
egy molekularis szendvicset hoztunk létre, mely szilard fazishoz volt kotve.
A harmadik, detektald antitesten 1év6 torma peroxidaz enzim egy specialis
el6hivo rendszert alkalmazva fluoreszcens terméket hozott létre, melynek
fényintenzitasa aranyos volt a mérni kivant haptoglobin alfa-lanc meny-
nyiségével. A modszer tisztitott alfa-lanc higitasi sorozat alkalmazasaval
kalibralhatd, igy a bedltetendd embri6 tapfolyadékanak alfa-lanc koncent-
racidja kozvetlenll mérhetd. Az 26. abran a fluoreszcencias maédszerink
kalibracidja lathato.

26.abra: Haptoglobin alfa-lanc szendvics immun-esszé kalibraciés gérbéje
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A PALYAZAT FOBB
KERETSZAMAI ES MUTATOI

A ,Lab-on-a-chip prototipus fejlesztése human in vitro fertilizaci6 min6-
ségellen6rzéséhez” elnevezésl szolgéaltatas keretében integralt minta-
el6készitést tartalmazd point-of-care (POCT) koncepcidju laboratoriumi
készilék 3 db prototipusa jon létre.

A KUTATASI PROJEKT ALTAL GENERALT
) HAZAI KUTATASI,
VALLALATI EGYUTTMUKODESEK

1. 77 Elektronika Kft.
2. Energiatudomanyi Kutatékézpont, ELKH
3. Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
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Semmelweis Egyetem
Zsigmondy Vilmos Harkanyi Gyogyfurdé Korhaz
Cyclolab Kift.

ok

A KUTATASI PROJEKT ALTAL GENERALT
NEMZETKOZI KUTATASI, VALLALATI
EGYUTTMUKODESEK

Dako A/S, Glostrup, Dania
Agilent Technologies Denmark Aps, Glostrup, Dania
Quadram Institute Bioscience, Norwich Research Park,
Egyestilt Kiralysag
4. Institute for Medical Research and Education,
Essen, Németorszag
5. Department of Physiology and Immunology, Faculty of Medicine,
University of Rijeka, Rijeka, Horvatorszag

W

A PALYAZAT EREDMENYEI SZABADALMAK
ES INNOVATIV
MEGOLDASOK TEKINTETEBEN

A projekt rendkivul sikeresnek mondhaté a létrejott innovativ eredmé-
nyek tekintetében is. Osszesen 5 darab szellemi alkotast azonositottunk,
amelyek Ujdonsagat a 18 orszagban megadott szabadalmak bizonyitjak
Németorszagtél Svédorszagon at az Egyesiilt Kiralysagig. Ezen tal tovab-
bi 6 folyamatban lévé szabadalmi eljaras sikeres lezarasat varjuk tébbek
kozott a tengerentulon és Ausztraliaban.

A projekt egyik kézzel foghato fejlesztési eredménye egy TRL-5 szinten lévd
berendezés prototipus, amelynek hasznositasardl mar folynak a targyalasok.
A projekt soran azonositott szellemi alkotasokat, azok jogi sorsat és
varhaté atjat az alabbiakban foglaljuk 0ssze:

Noninvaziv prenatalis diagnosztika: szabad embrionalis
DNS detektalas és genetikai analizis az embrid
tenyésztésére hasznalt tapoldatbol
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Eurépai bejelentési szam: E15707424.6

Feltalalok: Dr. Rideg Orsolya; Dr. Kovacs L. Gabor; Dr. Vermes
Istvan; Dr. Bddis Jozsef; Dr. Bihari Zoltan; Dr. Pach Ferenc; Bato
Emese; Papp lldiké; Galik Bence; Szerzd Csaba

Jogtulajdonosok: Pécsi Tudomanyegyetem (70%); Bay Zoltan Al-
kalmazott Kutatasi Kézhasznu Nonprofit Kft. (30%)

Szabadalmi statusz: A megadott eurépai szabadalom az alabbi or-
szagokban kerul érvényesitésre: Egyesult Kiralysag, Franciaorszag,
Magyarorszag, Németorszag, Olaszorszag és Spanyolorszag

Taldlmany roévid leirasa: A talalmany azon betegeknél kerilhet alkalma-
zasra, akiknél magas kockazat all fenn arra, hogy szlletendd gyermekuk-
nek olyan genetikai rendellenességet orokitsenek at, amely jelentésen
csOkkenti a szuletendd gyermek életkilatasait vagy életminéségét (magas
kockazatu PGD). A PGD javallatat képez6 betegség egyarant lehet gén-
mutacio (autoszomalis dominans, autoszomalis recessziv vagy X-kromo-
szomahoz kotott) vagy kiegyensulyozott szerkezeti kromoszéma-rendelle-
nesség eredménye. A PGD vizsgélatokkal ma mar az egy génhez kotott
(monogénes) betegségek tdbb szaz féle tipusa is kizarhaté. A talalmany a
megtermékenyitést kdvetéen, nem-invaziv médon képes kimutatni a gene-
tikailag 6rokl6dé betegségeket, az embrido megsértését elkerilve.

IN VITRO HUMAN EMBRIOK ELETKEPESSEG
VIZSGALATA TAPOLDATBAN TALALHATO
FEHERJEMARKEREK SEGITSEGEVEL

Eurépai bejelentési szam: E1576273.3

Feltalalék: Dr. Montské Gergely; Dr. Kovacs L. Gabor; Dr. Bédis Jozsef
Jogtulajdonosok: Pécsi Tudomanyegyetem (100%)

Szabadalmi statusz: A megadott eurépai szabadalom az alabbi orsza-
gokban kerilt érvényesitésre: Belgium, Bulgaria, Csehorszag, Fran-
ciaorszag, Németorszag, Magyarorszag, Olaszorszag, Spanyolorszag,

Svédorszag, Hollandia, Egyeslilt Kiralysag. Emellett az USA hivatala el6tt
folyamatban van a szabadalmi eljaras.
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Talalmany rovid leirasa: A fejlesztés célja egy biomarker azonositasa volt,
mely kvalitativ vagy kvantitativ médon 6sszefiggést mutat az embrio viabili-
tassal. A fejlesztés soran in vitro tenyésztett 3 és 5 napos embriok tapoldatat
vizsgaltak, és elemezték az abban detektalhato fehérjéket. A vizsgalatok soran
négy fehérjét azonositottak, melyek dsszefliggést mutattak az embrié transz-
fer kimenetelével. Nagy esetszamon (100 minta) elvégzett tovabbi elemzés
eredményei alapjan kivalasztasra kerult egyetlen fehérje, mely a legszorosabb
korrelaciot mutatta az embrié transzfer klinikai kimenetelével. A talalmany
lehetévé teszi, hogy az eddigi morfoldgiai vizsgalattal elért 30%-o0s eredmé-
nyességet 60% kdzelébe lehessen emelni.

Hasznositasi perspektiva: A PTE vezetésével a Semmelweis Egyetem, a
Budapesti Miszaki Egyetem, Az Energiatudomanyi Kutatéintézettel, valamint
a 77 Elektronika Kft-vel vald egylttmlkddés eredményeként létrejott egy,
jelenleg TRL-5 szinten allé prototipus, amely lab-on-a-chip technoldgia alkal-
mazasaval teszi lehet6vé a talalmany klinikai felhasznalasat.

TENYESZTETT EMBRIOK TAPFOLYADEK
FELULUSZOJABAN LEVO DNS TARTALMU
MV-K KIMUTATASA FACS MODSZERREL,
AZ IN VITRO FERTILIZACIO HATEKONYSAGA-
NAK FOKOZASA ERDEKEBEN.

Eurdpai bejelentési szam: EP 16834093.3

Feltalaldk: Dr. Szekeres Julia; Dr. Bognar Zoltan; Godony Krisztina; Dr. Bodis
Jozsef; Dr. Pallinger Eva; Dr. Buzas Edit

Jogtulajdonosok: Pécsi Tudomanyegyetem (66 %); Semmelweis Egyetem
(34 %)

Szabadalmi statusz: A talalmany Magyarorszagon szabadalmi oltalmat szer-
zett. Az Eurdpai Szabadalmi Hivatal, az USA hivatala, valamint Kanada és
Ausztralia hivatalai el6tt tovabbi szabadalmi eljarasok vannak folyamatban.

Talalmany rovid leirdsa: A megoldas Iényege egy in vitro eljaras embrio-
kompetencia nem invaziv értékelésére, amely magaban foglalja a kdvetkez6
|épéseket: a) DNS-t tartalmazé extracelluléris vezikulumok (EV) szdmanak
meghatarozasa egynél tobb, embrié tenyésztésére alkalmazott tapkdzegbdl
szarmazo mintaban, b) magasabb szamu DNS-tartalmi EV-ot tartalmazo
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tapkozegben tenyésztett embrid azonositasa olyan embridként, amely esetén
korlatozott valdsziniséggel alakul ki klinikai terhesség egy olyan embridhoz
képest, amely alacsonyabb szamu DNS-tartalmu EV-ot tartalmazoé tapko-
zegben tenyésztett. A EV mennyiség mérés az eddigi vizsgalati eredmények
alapjan (a két vizsgalatot hasonld szamu sokasagon, nagymintan végezték)
82,6%-ban volt képes elbre jelezni a beagyazddast (valodi pozitiv arany), mig
77,9%-0s pontossaggal jelezte az embriok alkalmatlansagat (valddi negativ
arany).

FENYTOL VEDETT ASSZISZTALT REPRO-
DUKCIOS LABORATORIUMI ELJARASOKHOZ
HASZNALATOS ESZKOZCSALAD; ILLETVE A
FENYTOL VEDETT ASSZISZTALT REPRODUK-

CIOS MODSZER (LIGHT-PROT ART)

Feltalalok: Godony Krisztina; Dr. Bodis Jozsef, Dr. Kornya Laszlo; Dr.
Varnagy Akos; Koppan Miklés Endre

Jogtulajdonosok: Pécsi Tudomanyegyetem (90%); Dr. Kornya Laszlo
(10%)

Szabadalmi statusz: A szellemi alkotasok tekintetében elvégzett ujdonsag-
kutatas alapjan iparjogvédelmi oltalom iranti eljaras az USA hivatala el6tt
indult, amely eljaras jelenleg folyamatban van.

A szellemi alkotasok rovid leirdsa: Szakirodalmi adatokkal alatdamasztott,
hogy az in vitro fertilizacié hatasfokanak novelése érdekében csdkkenteni
érdemes az ivarsejtek (petesejt, himivarsejt) és az embridk karos, afiziold-
gias fényterhelését. A projekt soran bebizonyosodott, hogy ezt leghatéko-
nyabban a fény kizarasaval, illetve lathatosagot igényl6 munkafazis soran
voros fényszlrék alkalmazasaval, avagy a vords fény egy bizonyos tarto-
manyaval érhetjik el. Az eljaras lényegesen javitja az embridk viabilitasat,
csOkkenti az embrid veszteséget, ndveli a terhességi ratat és csokkenti a
terhességi veszteséget.

A szellemi alkotasok rovid leirasa: Szakirodalmi adatokkal alatamasztott,
hogy az in vitro fertilizacié hatasfokanak novelése érdekében csdkkenteni
érdemes az ivarsejtek (petesejt, himivarsejt) és az embridk karos, afiziold-
gias fényterhelését. A projekt soran bebizonyosodott, hogy ezt leghatéko-
nyabban a fény kizarasaval, illetve lathatdsagot igényl6 munkafazis soran
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vOros fényszlir6k alkalmazasaval, avagy a vords fény egy bizonyos tarto-
manyaval érhetjik el. Az eljaras lényegesen javitja az embriok viabilitasat,
csokkenti az embrié veszteséget, noveli a terhességi ratat és csokkenti a
terhességi veszteseget.
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OSSZEFOGLALAS

sokoldalu el6zményei vannak. Az egyetemi kutatélaboratéri-

umok a klinikkummal 6sszefogva folyamatosan részt vesznek a
tudomanyos munkakban, fejlesztésekben. Korabban a TAMOP-4.2.2.A-11/1/
KONV-2012-0053 palyazat (2012.10.01. — 2014.12.31.; Tamogatas 0sszege:
755,4 millio Ft.), illetve a TAMOP-4.2.2.D-15/1/KONV-2015-0004 (2015.04.01.
— 2015.12.15.; Tamogatasi 6sszeg: 299,2 millié Ft) keretén belll, jelenleg a
témaban a Magyar Tudomanyos Akadémia kutatécsoportja is dolgozik.
(2013.07.01. — 2019.06.30.; majd 2019.07.01-2024.06.30.) Az eddig elért ered-
mények alapjan és Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Hivatal jova-
hagyasaval a GINOP-2.3.2-15-2016-00021 sz. ,Chip-technolégia alkalmazasa
a human in vitro fertilizacié eredményességének javitasaban” ciml projekt

, , A Pécsi Tudomanyegyetemen a reprodukcié kutatdsanak
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A kutatasi projektek célja a mesterséges megtermé-
kenyitési technikak hatdsfokanak jelentés emelése az
embrié potencialis kdarosoddsa nélkiili vizsgalatokkal.
Célunk olyan biomarkerek azonositasa, ill. az irodalom-
ban leirt markerek olyan kombinacidinak azonositasa,
amelyek az egészséges embridt jellemzik, és elbre jelez-
hetik a sikeres és egészséges terhességet. Az eredmé-
nyek megfeleld statisztikai elemzését kdvetden lehetéség
nyilik olyan kovetkeztetések levonasara, melyek alapjan a
biomarkerek eléfordulasa és szintjik szerint osztalyozha-
tok lesznek az embridk. Ezen eredmények alapjan a cél,
hogy a kifejlesztésre kertild lab-on-chip mddszer alkal-
mas legyen az embrié megtapadasanak és viabilitasanak
prognosztizalasara.

2016.10.01. —2020.09.30. kdz6tt valosul meg. (Koltségvetés: 1,976 milliard Ft.)
A Pécsi Tudomanyegyetem tudomanyos publikacidja érdemelte ki 2015-ben a
Laboratériumi Medicina Eurépai Szovetsége (EFLM) dijat, amellyel a legkiva-
I6bb kutatasi eredményeket felmutatd szerzdket tuntetik ki. Az ilyen formaban
elismert, mesterséges megtermékenyitéssel foglalkozé kutatas annak a mun-
kacsoportnak az elsd kiemelked6 eredménye, mely az asszisztalt reprodukciod
eredményességeének fokozasat célozta meg az embridt korllvevd tapoldatbol
torténd diagnosztikaval. A Laboratériumi Medicina Eurdpai Szévetségének
dijat egy fuggetlen szakértdkbdl allé bizottsag itéli oda minden évben, a korab-
ban ismert diagnosztikai moédszerekhez képest mind klinikai, mind gazdasagi
szempontbdl legjobb eredményt és hasznosithatésagat bemutatd tudomanyos
cikk szamara. Mindezen kutatasi folyamatok eredéjeként a human meddéségi
klinikak szerte a vilagon az emlitett asszisztalt reprodukcios technikakat alkal-
mazzak, ahol a szervezeten kivili mesterséges megtermékenyités 60-70%-a
ICSI-vel torténik és 30-40%-a csak a tradicionalis IVF. Célunk az asszisztalt
reprodukcios technikak hatasfokanak jelentés emelése az embrid potenci-
alis karosodasa nélkuli vizsgalatokkal. Tébb kulfoldi szerzd altal is felvetett
klinikai gyakorlati igény alapjan mertlt fel az az alapkutatasi cél, melynek
Iényege a fejl6d6 embrié anyagcseréjének kdzvetlen kdrnyezetét biztositd
tapoldat vizsgalata, olyan markerek iranyaban, melyek az embrié viabilitasat
mutathatjak.

GINOP palyazatunkat hosszu évek kdzds klinikai és elméleti kutatasai
alapoztak meg és a kdzds munkanak nem a végét, hanem egy sikeres koz-
bilsé allomasat jelentik a GINOP palyazatban most bemutatott eredmények.
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A palyazat legjelent6sebb innovaciés hozadéka, hogy — az innovacidban
jaratos, elismert vallalkozasok, pl. 77 Elektronika Kft segitségével — TRL-5
szintl chip-diagnosztikai berendezést sikerllt kifejlesztentink az embriona-
lis életképesség eredményesebb megitélésére.

Mindezen k6z0s kutatasi munkak alapoztak meg a tovabblépést is: a

Prof. Dr. Bédis Jozsef, kutatoprofesszor,
PTE KK Szllészeti és N6gydgyaszati Klinika

Pécsi Tudomanyegyetem az elmult hetekben elnyerte kormanyzattél a Qsabal T|meja,.eg’yettejm| t,anar’segg.d, i
Human Reprodukciés Nemzeti Laboratérium programot, amely 2020- PTE AOK Orvosi Biologiai Intezet €s Kozponti
2023 kozodtt fogja biztositani a kutatdsok nemzetkdziesitését Elektronmikroszképos Laboratorium

és az innovativ eredmények termék iranyu tovabbfejlesztését. , ,

Csepregi Rita, PhD hallgato,
PTE KK Laboratériumi Medicina Intézet

Dr. Dilk Metta, tudomanyos munkatars,
77 Elektronika Kift.

Dr. Farkas Balint, egyetemi adjunktus,
PTE KK Szllészeti és N6gyogyaszati Klinika

” r Galik Bence, tudomanyos segédmunkatars,
A K I A DVA N Y S Z E R Z O I PTE Szentagothai Janos Kutatokdzpont

Gitta Stefania, PhD hallgato,
PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet

Balassa Timea, egyetemi tanarsegéd,

PTE AOK Orvosi Biolégiai Intézet és Kézponti Dr. Gombos Katalin, egyetemi adjunkius,
Elektronmikroszk()pos Laboratérium PTE KK Laboratdriumi Medicina Intézet
Bencsik-Péter lidiko, projektmenedzser, Godony Kri"sz’tina,le’mbrii)légiai I’abor.vez.ch'S,
PTE Palyazat- és Projektmenedzsment Igazgatésag PTE KK Sziilészeti és N6gyogyaszati Klinika
Bogdan Agnes, egyetemi tanarsegéd, Gorgey EVE_" (?gy,et.er.ni tefnérs’egéﬁj., _
PTE AOK Orvosi Biolgiai Intézet és Kézponti PTE AOK Orvosi Biologiai Intézet és Kozponti
Elektronmikroszképos Laboratérium Elektronmikroszkopos Laboratorium
Dr. Bognar Zoltan, tudomanyos munkatars, Dr. Gyenesei A’\ttila, tl.Jd(’)ményos f('j'mynkatérs,
PTE AOK Orvosi Bioldgiai Intézet és Kézponti PTE Szentagothai Janos Kutatokozpont

Elektronmikroszképos Laboratorium
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Dr. Herczeg Rébert, tudomanyos munkatars,
PTE Szentagothai Janos Kutatékdzpont

Dr. Horvath-Szalai Zoltan, PhD hallgato,
PTE KK Laboratériumi Medicina Intézet

Janosa Gergely, tanarsegéd,
PTE GYTK Gyogyszerészi Biologiai Tanszék

Prof. Dr. Koppan Miklds, intézetigazgatd egyetemi tanar,
PTE KK Szlilészeti és N6gyogyaszati Klinika

Kottaszné dr. Vass Orsolya, féosztalyvezetd,
Kutatashasznositasi és Technolégiai-transzfer Kozpont

Prof. Dr. Kovacs L. Gabor, MTA rendes tagja,

professor emeritus, PTE Szentagothai Janos Kutatékdzpont és

PTE KK Laboratériumi Medicina Intézet

Kdsa Brigitta, orvosdiagnosztikai laboratériumi analitikus,
PTE KK Laboratériumi Medicina Intézet

Prof. Dr. Készegi Tamas, egyetemi tanar,
PTE KK Laboratériumi Medicina Intézet

Dr. Mark Laszl6, egyetemi docens,
PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet

Dr. Montskd Gergely, tudomanyos munkatars,
PTE Szentagothai Janos Kutatokdzpont

Dr. Pandur Edina, adjunktus, tanszékvezet6 helyettes,
PTE GYTK Gydgyszerészi Biologiai Tanszék

Pap Raména, tanarsegéd,
PTE GYTK Gydgyszerészi Biologiai Tanszék
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Dr. Pallinger Eva, egyetemi docens,
Semmelweis Egyetem, AOK Genetikai,
Sejt- és Immunbiolégiai Intézet

Ruszkai-Szaniszl6 Szilvia,tudomanyos munkatars,
77 Elektronika Kft.
Dr. Sipos Katalin, altalanos és kapcsolatokért felelés dékanhelyettes,
egyetemi docens, PTE Gydgyszertudomanyi Kar

Prof. Dr. Sulyok Endre, professor emeritus,
PTE Egészségtudomanyi Kar

Szabo Barnabas, fejlesztési igazgatohelyettes,
77 Elektronika Kft.

Dr. Szab6 Eva, adjunktus,
PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet

Prof. Dr. Szekeres-Barthé Julia, egyetemi tanar,
PTE AOK Orvosi Bioldgiai Intézet és Kézponti
Elektronmikroszképos Laboratérium

Dr. Szirmay Balazs, PhD hallgato,
PTE KK Laboratériumi Medicina Intézet

Temesf6i Viktoria, PhD hallgato,
PTE KK Laboratériumi Medicina Intézet

Varga Maté, Point of Care Csoport vezetdje,
77 Elektronika Kft.

Dr. Varnagy Akos, egyetemi docens,
PTE KK Szllészeti és N6gyogyaszati Klinika




A PROJEKT
MENEDZSMENTJE
ES MUNKATARSAI

Bencsik-Péter lldiko projektmenedzser

Habelné Kocsis Eva pénziigyi vezet6
Prof. Dr. Kovacs L Gabor szakmai vezet6

Kottaszné Dr. Vass Orsolya f6osztalyvezetd,
Kutatdshasznositasi és Technolégiai-transzfer Kézpont

Dr. Banna Zoltan IP menedzser
Czibok Balazs innovacié menedzser
Csongor Zita innovacié menedzser
Kincs Gergely innovacié menedzser

Bakonyvari Timea projektasszisztens

Nagyné Ger6ces Szilvia Eszter pénzigyi projektasszisztens
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Rado Gabor csoportvezetd, Utazasi Asszisztensi Csoport
Horvath Istvan asszisztens, Utazasi Asszisztensi Csoport
Magyar-Papp Julia asszisztens, Utazasi Asszisztensi Csoport
Okroés-Héra Fanni asszisztens, Utazasi Asszisztensi Csoport

Onhausz Nikolett kdzbeszerzési szaktanacsado, kozbeszerzd
Simon Dorina kdzbeszerzd

Szabo6 Tamas gazdasagi lgyintézd, Kozbeszerzési Féosztaly
Braida Viktor gazdaséagi Ugyintéz8, Beszerzési Féosztaly

Kiilon koszénet:

Huba-Varga Nikolettnek, a Palydzat- és
Projektmenedzsment Igazgatésdg igazgatdjanak

Nagy Eszternek, a Palyadzat- és
Projektmenedzsment Igazgatésag féosztalyvezetbjének

Kiirti Péternek, a Palyazat- és
Projektmenedzsment Igazgatésag féosztalyvezet6-helyettesének

Pirkhoffer Zséfidanak, az Altalanos Asszisztensi Csoport vezetojének

Végh Tamaranak, a Szentagothai Janos Kutatékézpont
menedzser igazgatdjanak
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