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A preimplantációs genetikai diagnózis alkalmazásával lehetőség van arra, hogy beültetésre csak egy adott genetikai 

rendellenességben nem érintett preembriók kerüljenek. A szerzők trophectoderma-biopszia és vitrifi káció kombiná-

cióját alkalmazták monogénes betegség vizsgálatára. A genetikai vizsgálat indikációja a feleség korábban diagnoszti-

zált 1-es típusú neurofi bromatosisa volt. Az in vitro fertilizáció és a preembriók tenyésztése szekvenciális tápoldatok 

alkalmazásával történt. Az ötödik napon hét blasztocisztából lehetett mintát venni, amelyeket ezután vitrifi káltak. 

A polimeráz láncreakcióval végzett genetikai vizsgálat eredménye alapján két blasztociszta rendelkezett normális ge-

notípussal. A felengedett blasztociszták beültetését és zavartalan terhességet követően az asszony egészséges fi úgyer-

meknek adott életet. Orv. Hetil., 2015, 156(44), 1787–1792.
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Pregnancy and delivery with transfer of vitrifi ed blastocysts following 

trophectoderm biopsy

Application of preimplantation genetic diagnosis makes it possible to transfer only embryos unaffected by a certain 

genetic disorder. The authors have applied the combination of trophectoderm biopsy and vitrifi cation in order to 

detect a monogenic disorder. Previously diagnosed type 1 neurofi bromatosis of the woman was the indication for 

genetic examination. In vitro fertilisation and embryo culture was performed using sequential culture mediums. 

Seven blastocysts could be sampled on the fi fth day and were vitrifi ed subsequently. Two blastocysts turned out to be 

genetically normal based on the result of genetic examination using polimerase chain reaction. A healthy boy was 

delivered following the transfer of warmed blastocysts and an uneventful singleton pregnancy.
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Rövidítések

aCGH = arrayalapú komparatív genomiális hibridizáció; AMH 

= anti-Müllerian-hormon; ET = embriótranszfer; FET = fa-

gyasztott-felengedett embrió transzfer; FISH = fl uoreszcens in 

situ hibridizáció; FSH = folliculusstimuláló hormon; GnRHa = 

gonadotropin releasing hormon agonista; HRM = nagy fel-

bontású olvadáspont-analízis; IVF = in vitro fertilizáció; LH = 

luteinizáló hormon; NF1 = neurofi bromin-1 gén; NGS = új 

generációs szekvenálás; OPS = open pulled straw; PBS = fosz-

fátpufferoldat; PCR = polimeráz láncreakció; PGD = preimp-
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lantációs genetikai diagnózis; PGS = preimplantációs genetikai 

szűrés; SNP = egypontos nukleotid-polimorfi zmus; STR = rö-

vid tandem ismétlődések; Tm = olvadáspont; UP-HRM = jelö-

letlen próbás nagy felbontású olvadáspont-analízis; VIT = vitri-

fi kált-felengedett embrió transzfer

Genetikai rendellenességet hordozó párok gyermekválla-

lása komoly kockázattal jár. A terhesség gyakran spontán 

vetéléssel ér véget, másrészt a megszületett gyermekek 

öröklött betegségével, esetleg korai halálával is számolni 

kell. Az egészségügyi kockázaton kívül ez szociális terhet 

is jelent a szülők és a társadalom számára, illetve komoly 

etikai kérdéseket vet fel. A magzati korban végzett prae-

natalis genetikai vizsgálat eredményének ismeretében 

már csak a létrejött terhesség esetleges megszakítására 

van lehetőség.

Preimplantációs genetikai diagnózis (PGD) klinikai al-

kalmazásáról először 1990-ben számoltak be [1], azóta 

egyre szélesebb körben alkalmazzák [2, 3]. A PGD célja 

az, hogy beültetésre csak az adott genetikai rendellenes-

ségben nem érintett embriók kerüljenek. Hagyományo-

san a genetikai vizsgálat monogénes betegségek esetén 

polimeráz láncreakcó (PCR), számbeli és szerkezeti kro-

moszóma-rendellenességek esetén pedig fl uoreszcens in 

situ hibridizáció (FISH) alkalmazásával történik. Nem-

hez kapcsolt örökletes betegségek esetén mindkét mód-

szert alkalmazzák [4, 5]. Az utóbbi években újabb vizs-

gálati módszerek – arrayalapú komparatív genomiális 

hibridizáció (aCGH), egypontos nukleotid-polimorfi z-

mus (SNP), új generációs szekvenálás (NGS) – is beve-

zetésre kerültek [6]. A mintavétel során a zona pellucidát 

mechanikusan (parciális zónadissectio – PZD), savas Ty-

rode-oldattal vagy lézerrel megnyitják. Harmadik napon 

az 5–10 sejtes preembrióból egy vagy két blasztomert 

vesznek ki mikromanipulátor segítségével [7]. Ehhez a 

preembriót először kalcium- és magnéziummentes 

tápoldatba helyezik a sejtek közötti szoros kapcsolatok 

oldására [8]. Alternatív lehetőségként a petesejt első, il-

letve második sarki testéből is elvégezhető a vizsgálat, 

viszont ebben az esetben csak a petesejtről kapunk infor-

mációt [9]. Lehetőség nyílik továbbá a megtermékenyí-

tést követő ötödik napon, blasztociszta stádiumban, 

trophectoderm sejtek biopsziájára [10]. Trophectoder-

ma-biopszia esetén a genetikai vizsgálat elvégzésére ren-

delkezésre álló idő lényegesen rövidebb a sarkitest-, illet-

ve blasztomerbiopsziához képest, mivel a beültetést 

optimális esetben a mintavétel napján kellene elvégezni. 

A korlátozott időre megoldást jelent a blasztociszták 

mélyhűtése a biopsziát követően. Hagyományos lassú fa-

gyasztás esetén a felengedést követően végzett embrió-

beültetések (fagyasztott-felengedett embrió transzfer – 

FET) relatíve alacsony hatékonysága miatt az ötödik 

napi mintavétel az utóbbi évekig kompromisszumos 

megoldást jelentett. Korszerű vitrifi kációs technika alkal-

mazásával ezt a problémát is sikerült megoldani [11]. 

Így végül lehetővé vált trophectoderma-biopszia rutin-

szerű alkalmazása olyan esetekben is, amikor a hosszabb 

vizsgálati idő miatt nincs lehetőség az embriók beülteté-

sére ugyanabban a ciklusban. Esetismertetésünkben sike-

res PGD-ciklusunkat ismertetjük, amelynek során az 

ötödik napon végzett trophectoderma-biopszia után a 

blasztocisztákat vitrifi káltuk. A genetikai vizsgálat ered-

ményének birtokában a vitrifi kált blasztociszták felenge-

dése és beültetése (VIT) későbbi ciklusban történt. 

Módszer

A 34 éves asszony anamnézisében 1-es típusú neurofi b-

romatosis szerepelt, amelyet az NF1 génjének de novo 

defektusa okozott (heterozigóta c.1870delT mutáció, 

NM_000267.3). A betegség autoszomális domináns 

módon öröklődik. Korábban másfél éven belül három 

esetben művi terhességmegszakításra került sor a magzat 

érintettsége miatt. Az előzetes kivizsgálások során az 

alaphormonértékek a következők voltak: FSH 6,4 mIU/

mL, LH 4,3 mIU/mL, AMH 1,5 ng/L. A férj sperma-

vizsgálata normozoospermiát mutatott: 70 millió/mL 

koncentráció, 50% motilitás, 57% normálmorfológia. 

GnRH-antagonista és rekombináns FSH alkalmazásával 

kivitelezett hormonális stimulációt követően 2013. má-

jus 16-án transzvaginális ultrahang-vezérlésű folliculus-

aspiráció során 11 petesejtet nyertünk. A petesejteket a 

megtermékenyítésig SAGE PP Fertilization oldatban te-

nyésztettük. Három órával a petesejtnyerés után az elő-

zetesen megtisztított (Hyase, SAGE) 11 érett (MII) 

 petesejtet intracitoplazmatikus spermiuminjekció alkal-

mazásával termékenyítettük meg. A petesejtek és a pre-

embriók tenyésztéséhez a megtermékenyítést követően 

SAGE PP Cleavage Stage, majd harmadik naptól PP 

Blastocyst Stage tápoldatokat használtunk. Az inkubáci-

ót redukált oxigénkoncentráció (5%) mellett, Planer BT 

37 asztali inkubátorban végeztük. 18 órával a megtermé-

kenyítés után 10 petesejtben két előmagot (pronucleus), 

1 petesejtben pedig egy előmagot lehetett megfi gyelni. 

Negyedik napon a 11 osztódó preembrió zona pelluci-

dáját lézer (Octax, MTG) segítségével megnyitottuk. 

Ötödik nap reggel négy korai blasztociszta és három 

kompakt morula stádiumú preembriót lehetett megfi -

gyelni. Négy preembrió fejlődése megállt a korai osztó-

dások szakaszában. A három kompakt morula néhány 

órával később érte el a korai blasztociszta stádiumot. 

A trophectoderm sejtek egy része kitüremkedett a zona 

pellucidán kialakított apró nyíláson. A blasztocisztákat 

paraffi nolajjal (Ovoil, Vitrolife) fedett mikrocseppben 

(GMOPS Plus, Vitrolife) mikropipetta (MPH, Huma-

gen) segítségével rögzítettük, majd speciális biopsziás 

mikropipettával megragadtuk a kitüremkedő trophecto-

derm sejteket. A trophectoderm sejtek közötti kapcsola-

tot lézerrel és mechanikusan oldottuk (1–4. ábra). 

A mintát ezután PBS-oldatban mostuk, majd 0,5–1,0 μl 

PBS-oldattal PCR-csőbe helyeztük. Ezt követően 2,5 μl 

lizálóoldatot mértünk a minta tetejére. A mintavétel 

után a blasztocisztákat egyesével, egyedi számozással, 
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1. ábra Zona pellucida nyílásán kitüremkedő trophectoderma sejtek 2. ábra Trophectoderma sejtek megragadása mikropipettával

3. ábra Trophectoderma sejtek közötti kapcsolat bontása 4. ábra Eltávolított trophectoderma sejtek

5. ábra Az anyai NF1-génmutáció detektálása UP-HRM módszerrel
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külön-külön mikrocseppben (SAGE PP Blastocyst) in-

kubáltuk a vitrifi káció előtt. A vitrifi kációhoz Fertipro 

VitriFreeze oldatokat és OPS (open pulled straw, RVT) 

műszalmát használtunk. 

Az embriókból kiemelt sejteket egyedileg jelölt PCR-

csövekben szállítottuk át a molekuláris genetikai labora-

tóriumba, ahol genotipizálásuk történt. A vizsgálathoz 

az esetre előzetesen kidolgozott kimutatási módszert al-

kalmaztunk, amellyel egyidejűleg két markert – a pato-

gén mutációt és egy kapcsolt, intragenikus STR-markert 

– vizsgáltunk. A módszerrel a betegséget okozó NF1 

génmutáció direkt vizsgálata mellett indirekt módon is 

követhető volt a hibás NF1 gén öröklődése. A trophec-

toderm sejteket alkalikus lízissel tártuk fel, amely során 

15 percig inkubáltuk őket 65 Celsius-fokon, a minta-

vételkor rájuk helyezett 2,5 μl lízispufferben (50 mM 

 di thiothreitol, 200 mM KOH). A lízispuffert a sejtek 

feltárását követően 2,5 μl neutralizáló pufferrel semlege-

sítettük (900 mM Tris_HCl, 300 mM KCl, 200 mM 

HCl). A mintákra ezt követően mértük rá a multiplex 

PCR master mixet, amely tartalmazta a mutációt hordo-

zó génszakasz és a kapcsolt marker kimutatására alkalmas 

primerpárokat. A multiplex PCR-reakciók 50 μl végtér-

fogatban zajlottak, 0,2 μM primer végkoncentrációkkal, 

Qiagen Type-IT microsatellite PCR-kittel (PCR-prog-

ram: 95 ̊ C 5 min; 45 ciklus 95 ̊ C 30 s, 56 ̊ C 90 s, 72 ̊ C 

30 s; 68 ˚C 10 min; 4 ˚C ∞). A multiplex reakciók sike-

rességét (várt PCR-fragmentek jelenlétét) kapilláris gél-

elektroforézissel ellenőriztük Agilent microchipen (Agi-

lent 2100 bioanalyzer, DNA 1000 Kit). A  multiplex 

reakciók termékeit egy tisztítási lépés után (Agencourt 

AMPure XP magnetic beads) singlepex reakciókban vizs-

gáltuk tovább. A patogén NF1-mutációt hordozó gén-

szakasz vizsgálata UP-HRM módszerrel történt, a mutá-

ciót fedő próba olvadása alapján. Az NF1-mutációt 

detektáló PCR-reakciókban aszimmetrikus primer kon-

centrációkat (0,06–0,6 μM) használtunk, a detektálást 

szaturáló LC Green DNS-festékkel, 0,2 μM jelöletlen 

próbával végeztük, Roche LC480 real-time PCR-készü-

léken (5. ábra). Az 5. ábrán egy vad típusú és egy mutá-

ciót hordozó embrió analízise látható vad és mutáns 

kontrollok mellett. Kék görbe: normálkontroll, rózsa-

szín görbe: heterozigóta mutáns kontroll, zöld görbe: 

egészséges embrió, piros görbe: heterozigóta mutáns 

embrió. Az A) ábra: a reakciómixek Tm-analízise. Az 

alsóbb hőmérsékleti tartományban (60–70 ˚C) a mutáci-

ót fedő próba, a felsőbb hőmérsékleti tartományban 

(74–84 ˚C) a teljes amplikon olvadási csúcsai láthatók. 

A próba vad allél esetében 66 ˚C-on, mutáns (delT) allél 

esetében 64 ˚C-on olvad. A homozigóta vad minták ese-

tében (kék és zöld színnel jelölve) a próba csak 66 ˚C-on 

ad jelet, a heterozigóta mutáns minták esetében (rózsa-

színnel és pirossal jelölve) a próba 64 és 66 ˚C-on, két 

csúccsal olvad. A módszer HRM-analízissel történő érté-

kelést is lehetővé tesz, amely során az A) ábra felső hő-

mérsékleti tartományában látható amplikon csúcsok 

elemzése történik meg. A B) ábrán a normalizált olva-

dásgörbék, míg a C) ábrán a normalizált olvadásgörbék 

differenciált plot analízise látható. A vad típusú minták 

olvadásgörbéi mindkét analízis során egyértelműen elkü-

lönülnek a mutációt hordozó mintáktól.

A multiplex reakció másik termékét, a kapcsolt intra-

genikus STR-markert (D17S2163) fl uoreszcens frag-

menthossz-analízissel vizsgáltuk tovább. Az embrióknál 

a szülői fragmenthosszak kombinációi összhangban vol-

tak a direktmutáció-kimutatás eredményével, kontami-

nációra utaló fragmenthossz a mintákban nem volt ki-

mutatható. 

Eredmények

A vizsgálat során öt embrióra vonatkozóan tudtunk ge-

netikai eredményt adni, amelyből három hordozta az 

anyai mutációt, kettő pedig normális genotípusú volt. 

A két normális genotípussal rendelkező blasztociszta fel-

engedésére 2013. június 16-án került sor. A felengedés-

hez Fertipro VitriThaw oldatokat használtunk. A felen-

gedést követően a két blasztocisztát három órán keresztül 

inkubáltuk. A beültetéshez Wallace-katétert használtunk. 

Az embriótranszfer után az asszonyt szülész-nőgyógyá-

szához irányítottuk. Zavartalan terhességet követően az 

asszony egészséges fi úgyermeknek adott életet. 

Megbeszélés

PGD klinikai alkalmazásáról először 1990-ben számol-

tak be [1, 12]. A PGD-eljárást nemcsak meddő, hanem 

olyan nemzőképes párok is igénybe vehetik, akiknél is-

mert genetikai rendellenesség miatt van szükség az in 

vitro fertilizációs beavatkozás során elvégzett genetikai 

vizsgálatra. A módszer alkalmazásával magasabb implan-

tációs rátát értek el, és a spontán vetélések előfordulása is 

ritkább volt [13, 14]. A 2000-ben Bolognában megren-

dezett kongresszus (3rd International Symposium on 

Preimplantation Genetics) időpontjáig már több mint 

2500 ciklust végeztek el a világon, amelynek eredménye-

ként közel 500 gyermek született meg. A PGD-t követő-

en megszületett első 236 gyermek között 11 malformá-

ció fordult elő (4,7%), ami hasonló az átlagpopulációnál 

megfi gyelt gyakorisághoz [15, 16]. 

Az eredményesség szempontjából fontos, hogy ele-

gendő számú és minőségű preembrió álljon rendelkezés-

re a mintavétel időpontjában. Harmadik napi biopszia 

esetén a korlátozott mintaszám (egy vagy két blaszto-

mer) is befolyásolja a hatékonyságot. A probléma kikü-

szöbölésére több lehetőség kínálkozott. A mintaszám 

növelésére egyrészt a blasztociszta stádiumban végzett 

trophectoderma-biopszia kínálkozott alternatívaként, 

másrészt felmerült a harmadik napon eltávolított blasz-

tomerek in vitro replikációja is [17]. A rutin klinikai gya-

korlatban a trophectoderma-biopszia terjedt el. Ehhez 

azonban szükség volt rövidebb vizsgálati módszerek, il-

letve hatékonyabb krioprezervációs technika kifejleszté-

sére. 
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A számfeletti, visszaültetésre nem kerülő preembriók 

mélyhűtése (lassú fagyasztás vagy vitrifi káció) mindenna-

pos gyakorlat az in vitro fertilizációval (IVF) foglalkozó 

intézetekben. Az első mélyfagyasztott humán preembrió 

visszaültetése után létrejött terhességről 1983-ban [18], 

az első megszületett gyermekről pedig 1985-ben szá-

moltak be [19]. Hosszú ideig a lassú fagyasztás volt az 

egyetlen széles körben alkalmazott technika az IVF-

centrumokban. Vitrifi kációt először rágcsálók embriói-

nak mélyhűtésénél alkalmaztak [20]. Ennél a módszer-

nél a nagy hűtési sebesség miatt nem alakulnak ki 

jégkristályok sem az intracelluláris, sem pedig az extra-

celluláris térben. Az oldat üvegszerű állapotban dermed 

meg, innen ered a neve is. Ennek a folyamatnak az előse-

gítésére nagy viszkozitású vitrifi kációs oldatot használ-

nak. Emellett a gyors hűtés (>–10 000 ˚C/perc) is elen-

gedhetetlen ahhoz, hogy a jégkristályok képződését 

elkerüljék. Ezt egyelőre csak kisebb térfogatú mintáknál 

(0,5–2 μL) sikerült megoldani. A kis térfogat eléréséhez 

különféle műanyag hordozót használnak. Az első haté-

kony vitrifi kációs módszernél a kis térfogatot egy nyitott, 

elvékonyított műszalma (open pulled straw – OPS) biz-

tosította, amelybe a mintát a kapilláris erő segítségével 

szívták fel [21]. Később az OPS mintájára más műanyag 

hordozók is bevezetésre kerültek, így Cryotop vitrifi káci-

ónál műanyag lapocskát [22], Cryoloop vitrifi kációnál 

pedig műanyag hurkot [23] használnak. Krioprotektáns-

ként főleg etilén-glikolt (EG) használnak, amit a toxici-

tás kiküszöbölése érdekében más krioprotektánssal – di-

metil-szulfoxid (DMSO), propilén-glikol (PG), 

acetamid, Ficoll, szacharóz – kombinálnak [24]. Bárme-

lyik vitrifi kációs technika helyes alkalmazása gyakorlást 

igényel. Saját tapasztalataink alapján az OPS-módszer 

viszonylag könnyen elsajátítható a többi módszerhez ké-

pest. Korszerű vitrifi kációs technikák alkalmazásával a 

lassú fagyasztásnál magasabb túlélési és implantációs rá-

tát lehet elérni az embrionális fejlődés bármely stádiumá-

ban és a petesejteknél is [25, 26, 27, 28]. A vitrifi káció 

térhódítása révén ma már a trophectoderma-biopszia is 

rutinszerűen alkalmazott technikát jelent a blasztomer-

biopszia mellett.

Egy két éve publikált cikk eredményei azt mutatják, 

hogy az ötödik napi biopszia az implantációs ráta szem-

pontjából is előnyösebb a harmadik napi biopsziához ké-

pest [29]. A vizsgálat során minden esetben két embriót 

ültettek vissza, amelyek közül az egyikből a harmadik 

vagy ötödik napon mintát vettek. A mintákból arrayala-

pú SNP-vizsgálatot végeztek. A megszületett gyermekek 

SNP-profi lja alapján így utólag nyomon lehetett követni, 

hogy a két beültetett embrió közül melyik implantáló-

dott. A harmadik napi mintavételt követően 20%-kal ala-

csonyabb implantációs rátát tapasztaltak, míg az ötödik 

napi biopszián átesett blasztociszták implantációs rátája 

nem tért el szignifi kánsan a kontrollcsoportéhoz képest. 

FISH alkalmazásával végzett preimplantációs genetikai 

szűrések (PGS) eredménytelenségével kapcsolatban már 

korábban is felmerült, hogy a preembriók mozaicizmusa 

mellett esetleg az alkalmazott biopsziás technika is ront-

hatja az esélyeket [30]. Az implantáció szempontjából a 

preembriók életképességén kívül sok egyéb tényezőt is 

fi gyelembe kell venni, így Scott és mtsai 2013-ban publi-

kált eredményeit [29] is ennek megfelelően kell érté-

kelni. Másrészt a trophectoderma-biopszia technikai 

 kivitelezése nehezebben illeszthető be a labor napi rutin-

tevékenységébe. A harmadik napon kiváló értékelést ka-

pott preembrióknak is csak egy része jut el a blaszto ciszta 

stádiumba. Ráadásul az ötödik napon ezek is a blasztulá-

ció különböző szakaszában tartanak, így a mintavétel 

optimális időpontja is eltérő lehet. Saját tapasztalataink 

szerint a trophectoderm sejtek sem minden esetben búj-

nak ki a zona pellucidán korábban ejtett nyíláson keresz-

tül, ami megnehezíti a mintavételt. 

A jelen publikációnkban bemutatott sikeres PGD-cik-

lusunkkal együtt eddig 12 páciensnél 17 alkalommal 

nyertünk petesejtet és 13 esetben ültettük be a felenge-

dett blasztocisztákat. Az embriótranszfert követően hét 

esetben jött létre terhesség. Saját eredményeink így meg-

erősítik a Chang és mtsai [11] által közölt eredményeket.

Következtetés

Trophectoderma-biopszia és vitrifi káció kombinációja 

hatékony módszer monogénes betegségek preimplantá-

ciós genetikai diagnózisa esetén. A nemzetközi szakiro-

dalomban publikált terhességi eredményeket viszont 

csak nagyobb beteganyagon végzett statisztikai elemzé-

sek után tekinthetjük mérvadónak.

Anyagi támogatás: A közlemény megírása és a kapcsoló-

dó kutatómunka anyagi támogatásban nem részesült.

Szerzői munkamegosztás: M. Sz.: IVF-ET kezelés elvég-

zése, a vizsgálat előkészítése, az esetismertetésben be-

mutatott trophectoderma-biopszia/vitrifi káció elvégzé-

se, a kéziratban hivatkozott trophectoderma-biopsziák/

vitrifi kációk elvégzése, kézirat megírása. V. T.: Molekulá-

ris genetikai vizsgálat beállítása, vizsgálat elvégzése, kéz-

irat megírása, a kéziratban hivatkozott vizsgálatok beállí-

tása és elvégzése. K. P.: IVF-ET kezelés elvégzése, a 

kézirat megírása és ellenőrzése. K. M.: A kézirat megírá-

sa és ellenőrzése. R. K., B. É.: IVF-ET kezelés elvégzése, 

a kéziratban hivatkozott trophectoderma-biopsziák/vit-

rifi kációk elvégzése. Sz. B.: IVF-ET kezelés elvégzése, 

vitrifi kált blasztociszták felengedése, a kéziratban hivat-

kozott trophectoderma-biopsziák/vitrifi kációk elvég-

zése. K. G. S., Sz. Z.: A kézirat ellenőrzése. 
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