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A szerzSk ismertetik vizsgalataik eredményeit, melyeket a kozelmultban az in vitro tertilizacios kezelésben részesiil§
betegeikben a tiiszéfolyadék biomarkereinek analizisével értek el. A vizsgalatok célja annak feltirdsa volt, hogy az
in vitro fertilizicids eljards sordn a petesejtek aspiracidjakor nyert tiisz6folyadék-biomarkerek lokdlis /ovarialis vagy
szisztémds eredettick, ¢s milyen 6sszefliggést mutatnak az in vitro fertilizicié eredményességét jelz6 paraméterekkel.
Megerésitettiik, hogy az autokrin/parakrin szerotoninrendszer mar a fejlédés legkorabbi idGszakaban is miikod6ké-
pes, és mind az anyai szérum, mind a tiisz&folyadék szerotoninszintje szignifikins pozitiv Osszefiiggést mutatott az
érett petesejtek szimaval és a klinikai terhességgel (8 = 0,447, p = 0,015, illetve § = 0,443, p = 0,016). Az agyi ere-
det( neurotrofikus faktor (BDNF) esetében ilyen kapcsolat nem volt igazolhatd, de a tiisz6folyadék BDNE- és sze-
rotoninszintjei kozotti pozitiv korrelacié (r = 0,377, p = 0,040) azt mutatja, hogy a két neurohormon ’feed-forward’
(el8recsatold ) szabdlyozasa ovarialis szinten is miikodik. A hypothalamicus kisspeptin esetében csupan a posztstimu-
laciés anyai szérumhormonszint befolydsolta az érett petesejtek szamat (B = 0,398, p = 0,029). A triptofin—kinurenin—
szerotonin rendszer elemzése azt mutatta, hogy kedvez8bb in vitro fertilizicidés kimenetel virhatd, ha a szerotonin—
kinurenin egyensuly a szerotonin javira tolédik el. Az oxidativstressz-markerek koziil vizsgiltak a DNS-kdrosodas
biomarkerét, a 8-hidroxi-2'-deoxiguanozin és a totdlis antioxiddns-kapacitas szérum- ¢és tiiszGfolyadékszintjeit, és
megdallapitottak, hogy mindkét marker kedvezétlentil befolydsolja az életképes embriok szamat (r = 0,302, p = 0,027
ésr=0,268, p = 0,039). A protektiv hatdsa szirtuinok — nikotinamid-adenin-dinukleotid-fiiggs hiszton-deacetiliz
fehérjék — koziil a vizsgdlt szirtuin-1 és szirtuin-6 a szérumszintektdl fliggetlentl kimutathaté a tiisz6folyadékban.
Szignifikidns pozitiv korreldcié van a tiiszGfolyadék-szirtuin-6 és az érettpetesejt-szam (F = 6,609, p = 0,016), vala-
mint a szérum-szirtuin-1 (F = 10,008, p = 0,005) és a szérum-szirtuin-6 (F = 5,268, p = 0,031) és a klinikai terhes-
ség gyakorisiga kozott. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a tiiszGfolyadék biomarkereinek vizsgalata javit-
hatja az in vitro fertilizicié kimenetelének megitélését.
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Investigations of follicular fluid biomarkers in patients undergoing in vitro
fertilization

This article outlines the result of recent studies on several follicular fluid biomarkers in patients undergoing iz vitro
fertilization. The aim of these studies was to investigate whether 1) the follicular fluid biomarkers in question are
produced locally by the ovaries or they originate from the circulating plasma, 2) and to establish their association with
parameters of in pitro fertilization outcome. It was confirmed that the autocrine /paracrine serotonin system is func-
tional already at the earliest stage of development and both maternal serum and follicular fluid serotonin levels were
positively related to the number of mature oocytes (f = 0.447, p = 0.015 and = 0.443, p = 0.016, respectively) and
clinical pregnancy (ff = 1.028, p = 0.047). Such associations for brain-derived neurotrophic factor (BDNF) could not
be found, but BDNF and serotonin in the follicular fluid were closely related (r = 0.377, p<0.040) suggesting that
the feed-forward regulation of these neurohormones is activated at ovarian level. The hypothalamic kisspeptin in the
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post-stimulation maternal serum also increased the number of mature oocytes (B = 0.398, p = 0.029). Analysis of the
tryptophan—kynurenine—serotonin system showed a more favourable iz vitro fertilization outcome when the seroto-
nin-kynurenine balance was shifted and serotonin predominated over kynurenine. The oxidative stress markers,
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, an indicator of DNA damage and the total antioxidant capacity in follicular fluid and
maternal serum had negative impact on the number of viable embryos (r = 0.302, p = 0.027 and r = 0.268, p =
0.039), respectively. The protective sirtuins — the nicotinamide adenine dinucleotide-dependent histone deacetylase
proteins — could be detected in follicular fluid irrespective of their maternal serum levels. Significant positive relation-
ship was demonstrated between follicular fluid sirtuin 6 and mature oocytes (F = 6.609, p = 0.016) as well as between
serum sirtuin 1 (F = 10.008, p = 0.005) and serum sirtuin 6 (F = 5.268, p = 0.031) and the rate of clinical preg-
nancy, respectively. On the basis of these results, it can be concluded that measuring several follicular fluid biomarkers
may improve the prediction of the outcome of iz pitro fertilization .
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Roviditések

5-HT = 5-hidroxitriptamin; 8-OHdG = 8-hidroxi-2'-deoxigu-
anozin; BDNF = (brain-derived neurotrophic factor) agyi ere-
det( neurotrofikus faktor; DNS = dezoxiribonukleinsav; EFOP
= Emberi Er6forrds Fejlesztési Operativ Program; ELISA =
(enzyme-linked immunosorbent assay) enzimhez kapcsolt
immunszorbens-vizsgalat; FSH = folliculusstimulilé hormon;
GnRH = (gonadotropin-releasing hormone) gonadotropinfel-
szabadité hormon; hCG = humin choriogonadotropin;
HPLC-MS-MS = (high-performance liquid chromatography—
tandem mass spectrometry) nagy hatékonysagu folyadékkro-
matografia-tandem tomegspektrometria; IDO = indolamin-
2-3-dioxigendz; IVF = in vitro fertilizacié; LH = luteinizilo
hormon; NAD = nikotinamid-adenin-dinukleotid; ROS = (re-
active oxygen species) reaktivoxigén-szarmazék; SIRT = szir-
tuin; SSRI = (selective serotonin reuptake inhibitor) szelektiv
szerotoninvisszavétel-gatld; TAC = totdlis antioxiddns-kapaci-
tas; TDO = triptofin-2-3-dioxigendz; TrkB = tirozin-kindz-B;
VEKOP = Versenyképes Kozép-Magyarorszag Operativ Prog-
ram

Az in vitro fertilizacids (IVE-) eljaras az elmult négy év-
tizedben az orvostudomany, a négyégyaszat rutineljara-
savd valt. 1978-ban megsziiletett az elsG ,,lombikbébi”,
akit azota mar tobb mint 5 millié kovetett, és az asszisz-
talt reprodukcids modszerek 4j tavlatokat nyitottak azon
gyermektelen parok szamadra, akik kezelésére koribban
nem volt lehet8ség. Magyarorszdgon az 6sszes, medds-
ségi problémaval kiizd6 hazaspar szama eléri a populacié
15%-4t. Koziilik természetesen nem mindenki szamara
indokolt az IVF-kezelés, azonban a megsziiletett csecse-
md6k 1,5-2%-a ilyen kezelést kdvetGen fogan hazinkban,
és ez a szam folyamatosan emelkedik. Ez a kortilmény az
infertilitas és az IVE-eljards kutatdsinak népegészségiigyi
jelentGségére hivja fel a figyelmet. Hazai szerzdk a kozel-
multban is kozoltek fontos ismereteket a fertilizdcié im-

munoldgiai és inflammatorikus vonatkozasair6él [1],
valamint a fertilitast befolyasol6 egyes tényez&krdl [2].

A tiisz6folyadék (follicularis folyadék) a petesejtek
kozvetlen kornyezetét képezi, melynek 6sszetétele mesz-
szemendGen befolydsolja a folliculusok fejlédését és a pe-
tesejtek érését. Részben az ovarialis granulosa- és theca-
sejtek, részben a petesejtek termelik, részben pedig a
vér—follicularis barrieren dtjuté transsudatum terméke.
Olyan specidlis kozeget képez, mely biztositja a petesej-
tek és a follicularis sejtek kozotti kommunikaciot, és
hozzdjirul a j6 minGségl petesejt/embrio fejlédéséhez.
Az IVE-eljaras sordn a petesejtek aspiracidjakor rutinsze-
rien nyerhetd, igy alapul szolgdlhat a fertilizacio sikerét
és az IVF eredményességét jelzd biomarkerek noninva-
ziv vizsgalatdhoz.

A Kklinikai gyakorlatban az egyes biomarkerek meg-
hatdrozdsa mellett egyre inkdbb elterjedt a nagyszama
marker egyidejd vizsgilata. Ezek koziil kiemelkedSek a
fehérje (protecom)- ¢és metabolit (metabolom)-profilok,
valamint a génexpressziés mintdzatok diagnosztikus és
prediktiv értékeinek meghatarozasira tett probilkoza-
sok.

Munkacsoportunk az elmult években a tiisz6folyadék
neurohormon- (szerotonin, 5-HT; kinurenin, kisspep-
tin, agyi eredeti neurotrofikus faktor [BDNF]) tartal-
manak, oxidativstressz-markereinek (8-hidroxi-2'-deoxi-
guanozin, 8-OHdAG; totilis antioxiddns-kapacitas, TAC)
és egyes protektiv faktorainak (szirtuin-1, szirtuin-6,
rezveratrol) jelentGségét kivinta megismerni.

Vizsgalatainkat a mdr kordbban is alkalmazott proto-
koll szerint végeztiik: a kérdéses biomarkert az ovarium-
hiperstimulicié elStt, majd a tiiszGfolyadék- és petesejt-
aspirdciéval egy id6ben nyert anyai szérummintikban,
valamint a tiisz6folyadékban hataroztuk meg [3]. Ily
modon lehetévé vélt a hiperstimuldcié hatdsinak és az
egyes markerek szisztémds vagy lokalis /ovarialis eredeté-
nek megitélése, valamint az IVF eredményességét jelz6
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paraméterekkel (az érett petesejtek és életképes embridk
szdma, kémiai és klinikai terhesség) kiilon-kilon torténd
Osszevetése. Bar a tiisz6folyadék konnyen hozziférhetd
az IVF-eljaras soran, vizsgalatainknal a mintagydjtés
technikai ¢és etikai okok miatt nem tiisz6nként, illetve
petesejtenként, hanem betegenként tortént. A minta
szelektiv gytjtése megoldhatd, de miutan ez mdr eltér a
rutin klinikai gyakorlattél, az ilyen mintavételt csupan
kell6 szamt és eredményd hasonld vizsgilatbdl nyert
kedvezd tapasztalat utin indokolt alkalmazni.

A neurohormonok szerepének vizsgalata
IVE-kezelt betegekben

Szerotonin (5-HT)

Az 5-HT neurotranszmitter, mely fontos szerepet jatszik
a hypothalamus—hypophysis—gonad tengely miikodésé-
nek szabdlyozidsiban és a ndi reprodukcidban: 5-HT-
axon-végzddéseket mutattak ki a hypothalamicus gona-
dotropinfelszabadit6 hormon (GnRH) neuronjaiban, és
igazoltak szabidlyozé szerepét a GnR H-gén expresszidja-
ban és a hormon szekrécidjaban, kozvetve a hypophyse-
alis FSH ¢és LH szintézisében és szekrécidjaban; ezeken
keresztiill meghatirozé tényez8je az ovariumban zajlo
steroidogenesis, folliculogenesis és oogenesis centralis
szabalyozasanak [4].

A kozponti szabalyozas mellett kiemelt jelentSségii az
5-HT intraovarialis hatdsa. Ezt latszik aldtimasztani,
hogy 5-HT-t mutattak ki a tiisz6folyadékban, és az ova-
rialis granulosasejtekben az 5-HT kozvetleniil is fokozta
a progeszteron szekrécidjat [5]. Tovabbi jelentSs felis-
merés, hogy az 5-HT-rendszer egyes elemeit (triptofin-
hidroxildz, 5-HT, 5-HT-receptorok, 5-HT-transzporte-
rek) mutattdk ki petesejtekben és preimplantacios
embriokban. Ezek a megfigyelések egyértelmden arra
utalnak, hogy az autokrin/parakrin 5-HT-rendszer mar
a fejlédés legkorabbi idGszakaban is mikodSképes [6, 7].
Az 5-HT jelent8ségének vizsgalatit az is indokolta, hogy
az IVF-kezelésben részesiilé nék korében egyre gyako-
ribb a szelektiv szerotoninvisszavétel-gatlok (SSRI-k)
alkalmazasa, melyek rontjik az eljards eredményességét,
magzati karosoddst, terhességi komplikicidkat és az Gj-
szllottek adaptacids zavarait okozhatjik.

Vizsgalatainkat a Pécsi Tudomanyegyetem Sziilészeti
és NGgyogyaszati Klinikdjan mikods Asszisztilt Repro-
dukciés Kozpontban 30 betegnél végeztiik. A szuper-
ovulaciés kezelés, a fertilizicié modja és az embridsze-
lekcié az eddigi gyakorlatnak megfelelen tortént. A
szuperovulacios kezelés szuppresszios részét a GnRH-
agonista triptorelin adasaval végeztiik rovid, illetve hosz-
szt protokoll alkalmazasaval. A stimulicié a betegre
egyénileg szabott dé6zisti rekombindns FSH és LH ada-
saval tortént, a dozis 100 és 225 egység napi adasa ko-
zOtt mozgott a tiisz6éréstdl fiiggben. A kezd§ adagot a
testtomegindex és a kor hatirozta meg.
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Azon betegeknél, akik kordbban kedvezétleniil reagal-
tak a stimuldciés kezelésre, a napi dézist maximum 300-
350 cgységgel kezdtiik, sziikség esetén LH addsival ki-
egészitve. A tlisz6érést a menstruacios ciklus 6. napjatél
masnaponta ultrahangvizsgilattal ellendriztiik. A tiisz6k
méretétd] fiiggben az alkalmazott gonodotropin meny-
nyiségét egyénileg valtoztattuk. Amennyiben legalabb
két tiisz6 mérete elérte a 17 mm-t, 250 pg hCG addsdval
ovuldciéindukciét végeztiink.

A hCG-adis utdn 36 6raval rutin intravénds narkozis-
ban ultrahangvezérelt transvaginalis folliculuspunkciét
végeztiink; az embri6(k) betiltetése 3—5 nappal a follicu-
luspunkcié utan tortént. A petesejtek fertilizacidja, majd
a preembridk tenyésztése szekvencidlis tipoldatban tor-
tént (Vitrolife, Goteborg, Svédorszag; G széria).

Az 5-HT-meghatirozdsokat ELISA-médszerrel (IBL
International GmbH, Hamburg, Németorszig) végez-
tiik.

Megallapitottuk, hogy az anyai szérum-5-HT az ova-
rium-hiperstimuldcio hatdsara szignifikinsan emelkedett
(173,6 £ 64,7 vs. 238,0 = 107,1 ng/ml, p<0,01), és a
terhes csoportban jelentsen magasabb értékeket mér-
tiink, mint a nem terhes csoportban (p<0,01) mind a
hiperstimulicié elétt, mind azt kovetSen. A tiiszGfolya-
dékban az 5-HT alacsony koncentriciéban volt jelen
(13,1 = 9,8 ng/ml), és értéke fliggetlennek bizonyult
mind az anyai szérumszintektSl, mind az IVF kimenete-
1ét6l. Eredményeink tobbviltozos linedris regresszids
analizisével (Modell 1, R? = 0,336) kimutattuk, hogy az
érett petesejtek szaima mint fiiggd valtozo szignifikans
Osszefiiggést mutatott a posztstimulacios anyai szérum-
(=0447,p=0,015) és a tiszSfolyadék-5-HT-szintek-
kel (p = 0,443, p = 0,016). Tobbvaltozos logisztikus
regresszios modell (Modell 3, R? = 0,595) alkalmazasa-
val a klinikai terhesség mint fliggd valtozo ugyancsak
szignifikins kapcsolatban volt az anyai szérum-5-HT
koncentracidjaval (f = 1,028, p = 0,047).

Vizsgalataink megerdsitették, hogy mind a keringd,
mind a lokalisan képz&d6 ovarialis 5-HT fontos tényezd
a n6i reproduktiv funkcié fenntartisiban és az IVF ered-
ményességének biztositasiban [8].

Agyi evedetit newrotrofikus faktor

Mivel szoros kolesonhatast irtak le az 5-HT és tobb
hypothalamicus neuropeptid kozott, vizsgalatainkat ki-
terjesztettiik a BDNF és a kisspeptin szerepének tisztaza-
sira. A BDNF els6dleges forrisa a kozponti idegrend-
szer, de termelését periférids szovetekben, koztik a
vascularis endotheliumban, simaizomsejtekben és akti-
vilt mononukledris fehérvérsejtekben is kimutattik.
Transzportjaért a thrombocytik felelGsek, melyek aktiva-
ldsakor az 5-HT-vel egytitt a plazmdba keriil. A BDNF és
receptora (TrkB) az ovariumban is megtaldlhatd, auto-
krin /parakrin mitikodéstik alapvetd feltétele a zavartalan
folliculusképz&désnek, a petesejt érésének, az implanti-
cidnak ¢és a korai embrié és placenta fejlédésének [9].
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IVF-kezelésben részesiilé betegekben, cumulus- és gra-
nulosasejt-preparitumokban a BDNF-szekrécio fokoza-
sat figyelték meg Osztradiol, hCG, LH és FSH hatasara
[10, 11].

Erdekes kozlés, hogy az IVE-kezelés el6tt nyert szé-
rum-BDNF szignifikinsan alacsonyabb volt azokban az
esetekben, melyekben a kezelés eredményes volt, és kli-
nikai terhesség alakult ki, mint azokban az esetekben,
melyekben a kezelés sikertelennek bizonyult [12].

Sajat vizsgilatainkban, melyeket az 5-HT-vel egyiitt
ELISA-médszerrel végeztiink (RayBiotech, Peachtree
Corners, GA, USA), az ovarium-hiperstimulacié nem
okozott viltozast a BDNF szintjeiben, és nem talaltunk
kiilonbséget a terhes és a nem terhes csoport értékei ko-
zott. Ugyanakkor a terhes csoport BDNF-tiisz6folya-
dékkoncentracidja szignifikinsan alacsonyabb volt, mint
amit a nem terhes csoportban mértink (21,9 + 12,7 vs.
47,6 = 5,9, p<0,026). Ennck megfelelSen szignifikins
negativ korreldciot igazoltunk a BDNF-szintek, valamint
a petesejt- és embridszam, tovabbd a kémiai és klinikai
terhesség gyakorisaga kozott. AlapvetGen Gj megfigyelés,
hogy szignifikins pozitiv korreldciét igazoltunk a tiisz6-
folyadék-BDNF és -5-HT kozott, ami arra utal, hogy a
két hormon pozitiv *feed-back’ (visszacsatold) szabalyo-
zasa ovarialis szinten is m@kodik, tehat a BDNF indirekt
moédon, az 5-HT-termelés stimulaldsa atjan hozzajarul-
hat a reproduktiv potencidl meg&rzéséhez vagy javitdsa-
hoz [8].

Kisspeptin

A hypothalamicus peptidhormon, a kisspeptin a repro-
dukcié egyik fontos pozitiv szabalyozéja [13]. A hor-
mont és receptordt az ovariumban is kimutattdk, és meg-
gy6z6 adatok bizonyitjak, hogy fontos szerepet jatszik a
tlisz6- és petesejtérésben, az embrid implantacidjiban és
a placenticiéban [14]. Feltételezik, hogy az ovariumere-
detd kisspeptin és a BDNF egytittes hatisként novelik a
petesejtek érését, miikodd receptoraik hidnyaban a jelat-
viteli rendszer sériil, és korai petefészek-elégtelenség ala-
kul ki [15]. Klinikai szempontbdl is jelentSs felismerés,
hogy az ovarium-hiperstimulaciés szindréma miatt ve-
szélyeztetett nSkben a kisspeptin-54 egyszeri vagy ismé-
telt dézisban torténd adasaval kontrollalt LH-kidramlast
és a petesejtek érésének javulasat lehetett elérni [16].
Sajit IVE-kezelt beteganyagunkban az ELISA-val
mért kisspeptin (Peninsula Laboratories International,
San Carlos, CA, USA) szérumkoncentricidjat a hipersti-
muldcié szignifikinsan novelte (0,50 = 0,18 vs. 0,79 =
0,21 ng/ml, p<0,01) de nem taldltunk kiilonbséget a
terhes és a nem terhes csoport értékei kozott. A tiisz6-
folyadék kisspeptin-koncentricidja a tobbi vizsgilt neu-
rohormonhoz hasonléan a szérumszintektdl fiiggetlen-
nek bizonyult, alitimasztva annak ovarialis eredetét.
Tobbviltozos linedris regressziés modellt alkalmazva
igazoltuk, hogy a posztstimuliciés szérumkisspeptin
az érett petesejtek szamdt pozitivan befolyasolta

(R* = 0,150, B = 0,398, p = 0,29). Eredményeink és
az irodalmi adatok alapjan a megfelelGen alkalmazott
kisspeptinkezelés javithatja az IVF eredményességét [8].

Triptofin—kinurenin—szevotonin (5-HT)

A triptofin esszencidlis aminosav, melynek donté tobb-
sége a fehérjeszintézisben hasznosul, a fennmaradé rész
~95%-a a kinurenindton katabolizalédik, és csupan <5%
szolgal 5-HT-prekurzorként. Az 5-HT és az IVF kap-
csolatit az el6z6 részben tekintettiik at, az alibbiakban a
kinurenin lehetséges szerepét elemezziik.

A triptofan—kinurenin konverziét két enzim medialja:
a majeredetd triptofin-2-3-dioxigenaz (TDO), melynek
aktivitdsit a gliikokortikoidok fokozzak, a progeszteron
és az Osztrogének pedig gatoljak. A masik enzim az in-
dolamin-2-3-dioxigendz, melyet citokinek és gyulladasos
mediatorok aktivalnak, szdmos sejttipusban, koztik a
monocytiakban és makrofigokban is megtalalhaté [17].
A triptofanszint csokkenését a kinurenin és metabolitjai-
nak novekedése és az 5-HT-szintézis csokkenése kiséri
[18]. Mivel az 5-TH protektiv reprodukciés hatdsat egy-
értelmten igazoltik, a triptofin—kinurenin Gt aktivalasa
az 5-HT kovetkezményes csokkenésével ronthatja a rep-
rodukcids teljesitményt. Ennck ellentmondani litszik,
hogy a TDO-t, IDO-t és a kinureninkatabolizmus to-
vabbi enzimjeit kimutattik a placentiban, a decidudban
és a korai embriéban, ahol immunolégiai védelmet biz-
tosit a sikeres implanticibhoz és a zavartalan embriond-
lis/fetalis fejlédéshez [19]. Ezen tilmenden szamos
vizsgalat arra is felhivta a figyelmet, hogy a triptofin—ki-
nurenin rendszer egyes elemei az immuntolerancia kiala-
kitdsa mellett fontos tényezSk az oxidativ stressz elleni
védelemben [20, 21]. A kinureninek pozitiv szerepét
egyértelmtien az is bizonyitja, hogy az IDO enzim gat-
lasa vagy a gén deletidja magzati veszteségeket és terhes-
ségi szovédményeket okozott [18].

Tekintettel arra, hogy mind a triptofin—kinurenin,
mind a triptofin-5-HT rendszer protektiv hatdst, és
mindkét metabolikus Gt verseng a szubsztrat triptofi-
nért, optimalisnak az latszik, hogy egyik vonal sem do-
mindl, hanem egyensulyi helyzet alakul ki. Ennek ellen-
Grzésére a korabbi vizsgilati protokollt alkalmazva
HPLC-MS-MS modszer felhasznalasaval 64 beteg azo-
nos mintaiban meghatiroztuk a triptofan, a kinurenin és
az 5-HT szérum- és tiisz6folyadékszintjeit. Megallapi-
tottuk, hogy az ovarium-hiperstimulicié hatdsira mind-
hirom metabolit koncentriciéja csokkent, jelezvén,
hogy kevesebb triptofan dll a két katabolikus at rendelke-
zésére. Az érett petesejtek szdma a tiisz6folyadék-5-HT-
vel pozitlv, mig a tliszéfolyadék triptofan/5-HT és
kinurenin/5-HT arinyokkal negativ korrelaciét muta-
tott. Ennek megfelelSen a terhes csoportban szignifikin-
san magasabb szérum- (p = 0,045) és tiisz6folyadék-
5-HT (p=0,020),valamintalacsonyabb kinurenin/5-HT
aranyt (p = 0,024) tudtunk igazolni. Tobbvaltozos lo-
gisztikus regresszios analizissel az érett petesejtek szamat
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mint fiiggs valtozot csupdn a tiiszéfolyadék-5-HT befo-
lyasolta szignifikinsan ( = 0,473, p = 0,001). Eredmé-
nyeink azt igazoljik, hogy kedvez&bb IVE-kimenetel
varhat6, amennyiben az 5-HT-kinurenin egyensuly az
5-HT javara tolédik el [22].

Oxidativstressz-markerek és antioxidansok
vizsgalata IVF-kezelt betegekben

8-hidroxi-2'-deoxiguanozin (8-OHAG)
és totilis antioxidans-kapacitas (TAC)

A reaktivoxigén-molekuldk (reaktivoxigén-szirmazék,
ROS; szuperoxid-anion, hidrogén-peroxid, hidroxilani-
on) a normalis sejtanyagcsere termékei, és fontos szere-
pet jatszanak a cellularis folyamatok szabalyozasiban.
Abban az esetben azonban, ha tdlzott termelésiik meg-
haladja a sejtek antioxiddns-kapacitasat, a ROS-ok reak-
cidba lépnek a sejtek fehérje-, lipid- és DNS-elemeivel, és
cellularis diszfunkciot, morfologiai karosodast és apop-
tézist okozhatnak. IVE-kezelt betegekben fiziologids
ROS-képz6dés sziikséges a petesejt egészséges éréséhez,
a sikeres fertilizaciohoz ¢és az embrid zavartalan fejlédé-
s¢hez [23]. A tiisz6folyadék optimdlis ROS-szintje azon-
ban nincs definidlva, és mind a talzott, mind az elégtelen
ROS-generilas kedvezétlentil befolydsolja az IVF kime-
netelét [24]. Ez a megfigyelés 6sszhangban all a ,,quiet
metabolism” koncepcidjival, mely szerint a normalis
metabolikus aktivitas fels§ vagy alsé hatdrdn tal az emb-
ri6 életképessége csokken [25].

A kozelmult kutatasai hivtik fel a figyelmet az oxidativ
DNS-kdrosodais részleges korrekciéjanak jelentéségére a
ndi reprodukcidban. Megallapitottik, hogy a 8-OHdG
mint az oxidativ DNS-karosodds biomarkere IVE-kezelt
betegek granulosasejtjeiben és tiisz6folyadékjaban nega-
tivan korreldl a petesejtek és az embridk mindségével
[26, 27].

A kérdés tovabbi tisztizasira munkacsoportunk 61,
IVF-kezelésben részesiilt beteg esetében meghatirozta
az anyai szérum ¢és a tiisz6folyadék 8-OHdAG-szintjét
(ELISA; IBL International GmbH) és totdlis nem enzi-
matikus antioxidins-kapacitdsit (Trolox-kalibralt kemi-
lumineszcencids médszer). Megallapitottuk, hogy ovari-
um-hiperstimuldcié hatdsira a szérum-TAC jelentSsen
novekedett (95,4 + 17,8 vs. 104,8 + 17,4 nmol/1, p =
0,02), mig a 8-OHdG szignifikinsan csékkent (17,6 +
5,1 vs. 15,6 = 5,3 ng/ml, p<0,001). Mindkét biomarker
kimutathaté volt a tiisz6folyadékban, de lényegesen ala-
csonyabb koncentraciéban, mint az anyai szérumban, és
azzal nem mutatott 6sszefuiggést. A TAC és a 8-OHdG
kapcsolatit vizsgalva azok tiisz6folyadék-értékei egymas-
tol fuggetlennek bizonyultak, mig szérumkoncentracio-
juk kozott szignifikins negativ korrelaciot észleltiink
(r=-0,241, p = 0,009), jelezvén, hogy a magasabb TAC
csokkenti a DNS-kdrosodast. Tovabbi fontos megfigye-
lés, hogy mind a TAC (r = -0,302, p = 0,027), mind a
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8-OHdG (r =-0,268, p = 0,039) kedvezbtleniil befolya-
solja az embridk életképességét.

Eredményeink meger&sitik azon torekvések sziiksé-
gességét, melyek az IVF-eljards sordn az oxidativ stressz
csokkentésére iranyulnak [28].

Szirtuinok (SIRTI, SIRTO) és rezveratrol

A SIRT-ek NAD-fiiggd hiszton-deacetiliz enzim fehér-
jék, melyek bizonyos védelmet jelentenek az 6regedéssel
és az Oregedéssel kapcsolatos koros allapotokkal szem-
ben. A proteincsalad 7 tagja ismert (SIRT1-7), melyek
szovetspecificitisa, szubcelluldris lokalizacioja és aktivita-
sa kiilonboz6. Altalinos jellemzdjiik, hogy alapvetd sejt-
funkcidk szabdlyozdsiban vesznek részt (energiaforga-
lom, redoxstatus, jelatvitel, sejtciklus, genomstabilitds)
[29]. Az életkor el6rehaladtaval az ovariumfunkci6 is
besziikiil, a tiisz6- és petesejtképzés csokken, a petesejtek
mindsége romlik. Az ovarium oregedésére jellemz6 val-
tozasok szoros Osszefiiggést mutatnak a nukledris SIRT1
¢és SIRTG szintjeivel [30]. SIRT1-hidnyos egértorzsek-
ben ovarium-diszfunkcié alakul ki, és a petesejtek fejls-
dési potencidlja beszikiil [31]. A kozelmultban végzett
humdnvizsgalatok is igazoltik, hogy a SIRT1-7 tagjai a
germinalis vesiculumokban ¢és az érett petesejtekben je-
len vannak, az érés folyaman up-regulicidjuk kovetkezik
be [32]. A SIRT-¢k fertilitast javité hatisinak kozvetité-
sében az antioxidans rezveratrol és a telomerdz aktivita-
sdnak novelése, a telomer integritdsanak védelme is sze-
repet jatszik [33, 34].

Ezen irodalmi adatok alapjan a kordbban is alkalma-
zott vizsgalati protokoll szerint 30, IVE-kezelt betegnél
az anyai szérum- ¢és a tlisz6folyadék-mintikban ELISA-
modszerrel meghataroztuk a SIRT1- és SIRTO6-, vala-
mint a rezveratrolszinteket (Cloude-Clone Corporation,
Houston, TX, USA). Megillapitottuk, hogy az ovarium-
hiperstimuldcié hatdsira a szérum-SIRT1 a terhes cso-
portban szignifikinsan novekedett (6,0 = 5,6 vs. 7,9 =
3.4 ng/ml, p<0,05), és jelent@sen meghaladta a nem
terhes csoport értékeit (4,7 = 2,7 ng/ml, p<0,05). A
SIRT6 esetében ilyen valtozas nem kovetkezett be, de
ezek értéke a terhes csoportban csékkent mind a hipers-
timuldcié el6te (0,31 = 0,19 vs. 0,14 + 0,07 ng/ml,
p<0,05), mind azt kovetSen. Mindkét szirtuint (SIRT1,
SIRT6) kimutattuk a tiiszéfolyadékban, de a szérum-
szintektdl fiiggetlennek bizonyultak, ami lokalis, ovaria-
lis termelésiikre utal. Egyéb, haté tényezSkre torténd
korrekeié utdn szignifikins pozitiv korrelaciot talaltunk a
tiisz6folyadék-SIRT6 és az érettpetesejt-szam  (F
6,609), valamint a szérum-SIRT1 (F = 10,008, p =
0,005), szérum-SIRTG6 (F =5,268, p = 0,03) és a klini-
kai terhesség gyakorisiga kozott. A rezveratrol sem a
SIRT-ekkel, sem az IVF kimenetelét jelz6 markerekkel
nem mutatott Osszefiiggést.

Eredményeink megerdsitették a SIRT-ek lehetséges
szerepét a reprodukci6 sikerében, de tovabbi molekularis
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biologiai vizsgilatok sziikségesek a SIRT-enzimek aktivi-
tasinak meghatdrozdsara és esetleges epigenetikai vilto-
zasainak feltardsara [35].

Kovetkeztetés

Munkacsoportunk kiterjedten vizsgalta a tiisz6folyadék
biomarkereit, és kisérletet tett az intraovarialisan képzd-
d6 neurohormonok, oxidativstressz-markerek és antioxi-
ddns molekuldk prediktiv értékének meghatirozisara.
Az intrafollicularis mikrokérnyezet ugyanis messzeme-
néen befolydsolja a petesejtek érését, minéségét és a
megtermékenyitésre valéd alkalmassiagat. Optimalis Osz-
szetételének fenntartasa feltétele a természetes és mes-
terséges megtermékenyités sikerének, ezért minden
genetikai vagy kornyezeti tényezs, amely a granulo-
sascjt—tiisz6folyadék egység funkciondlis integritisat és a
tisz6folyadék osszetételét karosan befolyasolja, csokken-
ti a fertilizacié eredményességét. A biztatd kezdeti ered-
mények ellenére sziikségesnek tartjuk a vizsgalatok
nagyobb beteganyagra torténd kiterjesztését, diagndzis-
specifikus  csoportok képzését, valamint a potencialis
markerek génexpressziés mintazatinak és esetleges
poszttranszkripciés médosuldsinak meghatirozasat.

Anyagi tamogatds: A munka a ,Nemzeti laboratériumok
létrehozdsa 2020” program keretében késziilt a Humén
Reprodukciés Nemzeti Laboratérium Projekt és az
»EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009: Az  orvos-,
egészségtudomanyi és gyogyszerészképzés tudomanyos
mihelyeinek fejlesztése” projekt timogatasaval.

Szerzoi munkamegosztis: B. J., S. E.: A program megter-
vezése és a kézirat osszedllitisa. V. A., K. M.: Adatelem-
zés és irodalomkutatis. K. L. G.: A kézirat kritikus érté-
kelése és véglegesitése. A cikk végleges valtozatat
valamennyi szerzé elolvasta és jovihagyta.

FErdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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