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Roviditések

ADMA — aszimmetrikus dimetilarginin
Arg-MI — arginin metilécios index

BMI — Body Mass Index

DDAH — dimetilarginin dimetilaminohidrolaz
E2- 6sztradiol

FSH — follikulus stimulélé hormon

GnRH — gonadotrop releasing hormon

hCG — human chorialis gonadotropin

IGF - insulin-like growth factor

Interleukin-6 — 11-6

Interleukin-8 — 11-8

IVF- in vitro fertilizacio

LH — luteinizalé hormon

LPA - lysophosphatidic acid

MMA — monometil arginin

NO — nitrogén-oxid

NOS — nitrogén-oxid szintetaz

OHSS — ovarialis hiperstimulaciés szindréma
PACAP - pituitary adenylate cyclase activating polypeptide
PCO — policisztas petefészek szindroma
SDMA — szimmetrikus dimetilarginin

TNF-o — tumor nekrozis faktor alfa

VEGF - vascular endothelial growth factor

VIP- vazoaktiv intesztinalis peptid



1.Bevezetes

Vilagszerte novekszik a medddségi kezelésekre jelentkezok, és igy az asszisztalt
reprodukcios kezelések szdma is. Jelenleg kozel 3-4% az igy sziiletett gyermekek ardnya az
Osszes sziiletéshez képest, és ez az érték tovabb emelkedik (Nyboe et al., 2005; Patchava et
al., 2009). Az asszisztalt reprodukcios eljarasok, elsésorban az in vitro fertilizacio (IVF)
elterjedésével szamolnunk kell ezen kezelések mellékhatasainak gyakoribb eléfordulasaval is.
Komoly eréfeszitések zajlanak a sikerességi rata tovabbi emelése ¢és a mellékhatasok egyidejii
minimalizalasa érdekében (Gera et al., 2009).

Ennek okdn az intraovaridlis regulacié fontossidgit az utobbi években szédmos
tanulmany elemezte. Tobb fehérje szerepét vizsgaltak a patogenezisben, wjabb adatok
azonban olyan anyagok szerepét hangsulyozzak, mint az aktivin, inhibin, insulin-like growth
factor (IGF) I és II, epidermal growth factor, IGF-binding protein, intraovarialis renin-
angiotenzin rendszer, oxytocin, opiatok. Mostanra ezek az adatok kiegésziiltek a citokinek és
interleukinek, valamint szamos (neuro)parakrin faktor intraovarialis szerepével.

Keveset tudunk azonban ezen anyagoknak a petefészek miikodés szabalyozasanak
zavaraval jaro korfolyamatokban, mint példaul a policisztas petefészek szindromaban, vagy
az ovarialis hiperstimulaciés szindromaban (OHSS) betoltott szerepér6l. Bar a
hiperstimulacié pontos mechanizmusa ismeretlen, annyi bizonyos, hogy periférias arteriolas
értagulattal, fokozott ér permeabilitassal és trombocita aktivacioval jar. A folyamatban részt
vesz a renin-angiotenzin rendszer, citokinek, mint az interleukin-8 (IL-8), tumor nekrozis
faktor alfa (TNF-a), endothelin-1, és vascular endothelial growth factor (VEGF). Az aktivalt
trombocitakbol tovabbi anyagok szabadulnak fel, melyek az OHSS tiineteiért feleldsek

(hisztamin, szerotonin, platelet derived growth factor és lysophosphatidic acid (LPA)).



Nincs egyelore végleges elképzelésiink a tiisz6folyadékban talalhato faktorok
(acetilkolin, szerotonin, hisztamin) szerepér6l az intraovarialis regulacioban ¢és azok
lehetséges kapcsolatardl az LPA receptorokkal, de munkacsoportunk korabbi eredményeib6l
jol ismert, hogy a granuloza sejt funkciot jelentdsen modositd hatasuk van (Kornya et al.,
2001; Badis et al., 2002; Koppan et al., 2004). Ugyanakkor régéta ismert, hogy az ovulacid
gyulladasos jellegii élettani folyamataban jelentds szerepet toltenek be a trombocitak
(Abisogun et al., 1989). Masrészrol bizonyitast nyert a pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP) gyulladasos folyamatokban jatszott élettani szerepe (Delgado et al.,
2003) a tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a) szint csokkentésén keresztiil, mely az endokrin
rendszerrel szoros Osszefiiggésben van. Ez alapjan logikusnak tlinik a feltételezés, hogy ezen
utobbi funkcid szaporodasbiolodgiai vetiilettel is bir.

Korabbi tanulmanyok mar ramutattak arra, hogy VEGF mRNS expresszidja 0sszefliggésben
szintetaz endogén inhibitora az asszimetrikus dimetilarginin (ADMA) modositja az endotel
sejtek VEGF szintjét.

Az intraovaridlis szabalyoz6 mechanizmusok vizsgalatira rendelkezésre all6 eszkozeink
behataroltak. Lehetdség van in vitro szuperfiizios rendszerekben, példaul granuldza sejtekben
mérni az €rintett peptidek mennyiségét, vagy human valadékbol, példaul in vitro fertilizacids
kezelés soran ,melléktermékként” nyert tiisz6folyadékbol meghatarozni ezen anyagok

Masik lehet6ség, hogy ismert hatdsmechanizmusu vegyiilet (pl. aszpirin) hatasat
elemezziik randomizalt vizsgalatok sordn, melyek eredménye alapjan indirekt kovetkeztetést
tudunk levonni a petefészekben zajlo folyamatokra.

Vizsgalatainkban az ovarialis hiperstimulacios szindroma és ebben kulcsszerepet

jatszo VEGF, illetve ennek miikodésére hatd aszpirin hatasat elemeztiik in vitro fertilizacios



kezelés soran. Tanulmanyoztuk a pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP)

crer

szarmazékoknak milyen szerepe van az in vitro fertilizacié kimenetelére.

2. Ovaridlis hiperstimuldcios szindroma

Az asszisztalt reprodukcids kezelések egyik legstulyosabb, potencidlisan életveszélyes
szovédménye, az ovarialis hiperstimulacios szindroma (OHSS). AZ OHSS egy az egész
szervezetet érintd betegség, melynek kialakuldséért a talstimulalt petefészkekbdl kiaramlod
vazoaktiv anyagok, citokinek feleldsek.

A szindroma f6 jellemzdje a megndvekedett kapillaris permeabilitds, mely
folyadékkidramlast okoz az intravaszkularis térbdl a harmadik folyadéktérbe, kovetkezményes
intravaszkuldris dehidraciot okozva. A korkép gyakrabban fordul el6 fiatal ndkben, policisztas
petefészek szindromaban ¢és abban az esetben, ha terhesség, kiilonds tekintettel tobbes
terhesség 1étrejon. Aktivalodik a renin-angiotenzin rendszer, a szimpatikus idegrendszer, az
antidiuretikus hormon elvalasztds, melyek Osszességében emelkedett szivfrekvenciahoz,
fokozott ,,cardiac output”-hoz vezetnek. Sulyos esetben a klinikai képet massziv ascites,
hydrothorax, hemokoncentracio, oliguria, trombozis, akut respiratorikus distressz szindréma
(ARDS) uralja.

Irodalmi adatok alapjan az OHSS enyhe formaja gyakori, az IVF ciklusok akar 33%-
aban el6fordulhat, mig a sulyos forma 0,1-2%-ban alakul ki (Delvigne et al., 2002). A sulyos
esetek tobbsége jellemzden IVF kezelés utdn jon létre, de a korkép egyéb ovulacio
indukcidval tarsuld asszisztalt reprodukcios kezelést kovetden is eléfordulhat (clomifen citrat,
gonadotropin). Ezért minden klinikusnak, aki barmilyen ovulacio indukcios kezelést folytat,

felkészultnek kell lennie az OHSS tiineteinek felismerésére és kezelésére.



A még nem teljesen tisztdzott patomechanizmus és a kezelés tiineti jellege miatt a

legnagyobb kihivast a megeldzés jelenti.

2.1. Patofiziologia

Bar a hiperstimulacio pontos mechanizmusa ismeretlen, annyi bizonyos, hogy
periférias arteriolas értagulattal, fokozott érpermeabilitassal és trombocita aktivacioval jar. A
folyamatban részt vesz a renin-angiotenzin rendszer, citokinek, mint az IL-8, a tumor nekrézis
faktor alfa, az endothelin-1 és a VEGF, melyek triggerelik a megnovekedett kapillaris
permeabilitast. A legtobb adat a VEGF szerepét hangstlyozza az OHSS kialakulasaban (Geva
et al., 2000; McClure et al., 1994; Choudhury et al., 2007). A VEGF egy angiogenetikus
citokin, mely a vaszkularis endotel erés stimulatora és tigy tlinik, szerepe van a tiisz6érésben
¢s a petefészek angiogenezisében. Korabbi tanulmanyok ramutattak, hogy a VEGF mRNS
VEGF gitlok majmokban késleltetett tiiszOérést okoznak, ragcsalokban és féemldsokben
blokkoljdk a lutedlis angiogenezist. Ezek az adatok a VEGF kulcsszerepére utalnak az
ovarialis angiogenezisben (Fraser et al., 2000; Rowe et al., 2002). Szintén ismert, hogy a
VEGF szintek egyenes aranyban allnak az OHSS sulyossagaval.

Ujabb irodalmi adatok alapjan a megndvekedett trombocita aktivacio és a VEGF
szintek kozott erGs korrelacio feltételezhet6. Az aktivalt trombocitakbol tovabbi anyagok
szabadulnak fel, melyek az OHSS tiineteiért feleldsek (hisztamin, szerotonin, platelet derived
growth factor és lysophosphatidic acid (LPA) (Bodis et al., 1992; Siess 2002). Az LPA egy
bioldgiailag aktiv foszfolipid, mely a tiisz6folyadékban megtalalhatd, €s feltehetden felelds a
preovulatorikus tiiszOben végbemend angiogenetikus folyamatokért, melyek késobb a corpus

luteum kialakulasdhoz vezetnek. Az LPA-r6l bizonyitast nyert, hogy képes excessziv



Interleukin-6 (IL-6) és IL-8 szint fokozdodast kivaltani talstimulalt petefészekben, azonban a

pontos mechanizmus, mely az OHSS-hez vezet, nem ismert (Chen et al., 2008).

2.2. Riziko faktorok

Az OHSS megelézése ¢és felismerése szempontjabol a magas rizikdju betegek

kisziirése és fokozott kdvetése indokolt. Az OHSS Iétrejottének rizikofaktorait az 1.

tablazatban tiintettiik fel.

1. tablazat: Az OHSS létrejottének riziko faktorai

Fiatal életkor

Alacsony testsuly

Policisztas petefészek szindroma

Nagydo6zist exogén gonadotropin

Magas abszolut, vagy gyorsan emelkedd 6sztradiol szint
Koréabban lezajlott OHSS

Luteinizalo hormon (LH)>Follikulus stimulalé hormon (FSH)
Magas bazalis LH

Policisztas petefészek (szindroma nélkiil)
Hyperandrogenaemia

Oligo/ anovulécio

Allergia a kortorténetben

A felsorolt tényezok egymastdl fliggetleniil is novelik az OHSS kialakulasanak
valoszinliségét. A fentieken tilmenden a kockédzat emelkedik a magas, vagy ismételt dozisu,
példaul sargatest-fazis tamogatds céljabol adott humén choriogonadotropin (hCG) adésat
kovetden is.

Az OHSS fenyegetd tiineteként kell értékelni a stimulacio alatti magas follikulus
szamot (>20), a magas petesejt szamot (>30), a gyorsan emelkedd, vagy magas abszolut
szérum Osztradiol (E2) szintet, illetve a beteg szubjektiv panaszait, Ggymint alhasi

diszkomfort, hanyinger, hanyas, hasmenés. A terhesség nemcsak a betegség kialakuladsanak
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valoszinliségét noveli, hanem annak idétartamat és a tlinetek sulyossagat is fokozza

(Busznyék et al., 2009).

2.3. Klinikai tiinetek, osztalyozds

Az OHSS-t a klinikai tlinetek stlyossaga és a tarsuld laboratoriumi paraméterek

alapjan osztalyozzuk. A 2. tablazatban Mathur és mtsai altal 2005-ben javasolt és altalunk is

alkalmazott beosztast mutatjuk be (Mathur et al., 2005).

2. tablazat: Az OHSS tiineteinek osztalyozadsa sulyossag szerint

Stadium Tiinetek
Enyhe OHSS Hasi puffadas
Enyhe hasi fajdalom
Petefészkek mérete <8 cm*
Kozépsulyos OHSS Meérsékelt hasi fajdalom

Hanyinger + hanyas

Ultrahanggal igazolt ascites

Petefészkek mérete 8-12 cm™

Stulyos OHSS Ascites klinikai tiinetei (esetleg hydrothorax)

Oliguria

Hemokoncentracié hematokrit >45 %

Hipoproteinémia

Petefészkek mérete >12 cm*

Igen sulyos (kritikus) OHSS Fesziil6 ascites vagy nagyfokl hydrothorax

Hematokrit >55%

Fehérvérsejt szam> 25000/ml

Oligo/anuria

Tromboembdlia

Akut respiratorikus distressz szindroma

* A petefészkek mérete az asszisztalt reprodukcié soran nem feltétleniil korrelal az OHSS stlyossagaval, és
tekintettel kell lenni a korabbi follikulus aspiraciora is.
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A betegség enyhe manifeszticidja az ovulacid indukcids terdpian atesett betegek
csaknem harmadaban kialakul. A hasi fajdalom, hanyinger perzisztalasa, rosszabbodasa,
ascites megjelenése jelzi a betegség progresszidjat. Ha a fajdalom mellett fesziil6 ascites,
hemodinamikai instabilitds, 1égzési nehezitettség, progressziv oliguria és/vagy laboratoriumi
eltérések is jelentkeznek, a betegség sulyos formdjaval allunk szemben.

Az igen sulyos OHSS stadiumba sorolhatd betegek intenziv osztalyon torténd ellatasa
indokolt. A prognézis szempontjabdl az OHSS korai és kés6i formara torténd felosztasa
prediktiv értékii. Az ovulatorikus dézisu hCG adasat kovetd 9 napon beliil jelentkez6 OHSS
feltehetéen a tulzott mértékli ovarialis reakcid, valamint a végsé follikulus érés érdekében
adott exogén hCG egyiittes kovetkezménye. Az ezen periddust kovetden jelentkezd OHSS-t
pedig egy korai terhesség endogén hCG stimulusa hozza létre. A késoéi kezdetii OHSS

altalaban sulyosabb és elhuzodobb, mint a korai kezdetti (Mathur et al., 2000) .
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2.4. Megelozés

Tekintettel a kezelés tiineti jellegére a korkép szempontjabol a megelézés dontd

jelentdségli. Ebben fontos szerep jut az ovuldcié indukcié megfeleld alkalmazasanak és a
rizikofaktorok felismerésének.
Az ovulacié indukcido mindig egyénre szabott, szorosan ellenérzott kell, hogy legyen, a
terapias cél, a terhesség eléréséhez sziikséges minimalis dézisu gonadotropin megfeleld
protokollban (pl.:low-dose step up, step down, gonadotrop releasing hormon (GnRh)
antagonista, antagonista reindukcio) torténé alkalmazasaval. Policisztas petefészek szindroma
esetén a stimulacio alatt alkalmazott metformin kezelés csokkenti az OHSS rizikéjat (Tso et
al., 2009). Az OHSS alarmiroz¢ tiineteinek megjelenésétdl az E2 szint csokkenéséig leallitott
stimulacid szignifikdnsan csokkenti az OHSS eléfordulésat. Ez az angol nyelvii irodalomban
»coasting”’-nak nevezett eljaras elhuzodo esetben (> 3 nap) azonban csokkenti a terhességi
ratat. Sulyos esetben sor keriilhet a ciklus megszakitasara, ha a tiinetek még joval a hCG adas
elétt jelentkeznek Mathur et al., 2007). Magas rizikoji esetekben a petesejtek  korai
punkcidja, majd in vitro maturacidja teljesen kivédheti az OHSS kialakulasat (Son et al.,
2007).

Kedvez6 irodalmi adatok utalnak a dopamin agonistak (cabergoline) jotékony hatisara
IS a vaszkularis permeabilitas csokkentésében, enyhitve ezaltal az OHSS tiineteit (Garcia-
Velasco et al., 2009).

Profilaktikus albumin adasdval kapcsolatban eltérd irodalmi adatok allnak rendelkezésre,
valoszinli, hogy az albumin adédsa csokkenti az OHSS el6fordulasat, de a sulyos OHSS

kialakulasat nem védi ki teljesen (Ben-Chetrit et al., 2002; Aboulghar et al., 2002).
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A tlinetek késleltetett embrid betiltetéssel (blasztociszta transzfer) valamelyest enyhithetdk, de
lényegesebb, hogy ez a paciens megfigyelésére tobb idét ad, lehetdséget adva az elektiv
embridfagyasztasra, mely megvédi a beteget a sulyos szovédményektol.

A hCG kulcsszerepének bizonyitdsa az OHSS kialakuldsaban lehetévé tette a
kovetkez0 megeldzési stratégidkat:
- a hCG dozis csokkentése,
- GnRh agonista alkalmazédsa az endogén LH csucs kivaltasara (GnRh antagonista down
regulacio utan),
- lutealis tdamogatas hCG helyett progeszteronnal,
- a rekombinans LH kifejlesztésével lehetdség nyilhat a hCG helyettesitésére (jelenleg nincs
megfeleld dozisu készitmény forgalomban) (Nargund et al., 2007; European Recombinant LH
Study Group 2001).
eljarasok bevezetését. A megndvekedett kapillaris permeabilitasért felelés VEGF szinttel
szoros korrelaciot mutatd trombocita-aktivacid aszpirin adasaval gatolhatd (Rubinstein et al.,

1999; Khiary et al., 2007.
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2.5. Terdpia

A diagnozis felallitdsa altaldban nem {itkozik nehézségekbe: korabbi ovulacio
indukcids kezelést kovetden jelentkezd hasi diszkomfort, fajdalom, hanyinger, hanyas mind a
korismézést segitd tiinetek. Ezutan a korkép megerdsitése ultrahang és laboratoriumi
vizsgalatokkal torténik.

Differencial diagndzis szempontjabol az ovaridlis ciszta torzidja, bevérzése, kismedencei
gyulladas, hastiri vérzés, méhen kiviili terhesség, és appendicitis johetnek szdba.

A tiinetek stlyossdga alapjan torténd stddium beosztas a beteg kezelését is
meghatarozza. A betegség lefolyasa soran a tiinetek idor6l-idore valtozhatnak, a terapias
stratégiat ennek megfeleléen kell modositani (Royal College of Obstetricians and
Gynecologist 2006; Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine
2008). Az OHSS kezelése a korkép spontan gyogyulasaig elsésorban szupportiv. Enyhe és
kozépsulyos tiineteket mutatd betegek jarobeteg szakrendelésen ellathatok: fajdalom- és
hanyascsillapitok alkalmazasaval, er0s fizikai aktivitds és a szexualis egyiittlét keriilésének
javaslataval.

A betegek szoros nyomon kovetése minden esetben, terhesség esetén pedig kiilondsen
indokolt. A stlyos fokozatba sorolhat6 paciensek mindenképpen korhazi felvételt igényelnek.

A terapia iranyelvei a megfeleld haemorheoldgiai, 1égzési és keringési paraméterek
biztositasa:

- folyadéekpotlas,

- paracentézis,

- tromboprofilaxis.
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Folyadékterapia: Az intravénds folyadékterapia célja a volumen expanzid, amit a betegség
alaptermészetébdl adodé megndvekedett permeabilitas miatt nehezen fenntarthat6 intravazalis
térfogat tesz sziikségessé. A paciensek ugyanis 0sszességében nem hipovolaemiasak, csak a
folyadék az intravaszkularis tér helyett extravaszkularisan van. Az intravaszKkularis
hipovolémia és a hipotenzid korrigalasanak célja a minimalisan sziikséges vesefunkcio és a
kielégitd keringés fenntartasa akkor is, ha a folyadékkezelés az ascites mennyiségét noveli.

A hemodinamikai stabilitds, normal vizelet kivalasztas elérése érdekében sziikség lehet
bolus folyadék (500-1000 ml fiziologias so) €s albumin 25% (50-100 g) adasara is a fenntartd
folyadékterapia mellett. A tiinetek javulasaig a bevitt folyadékmennyiség €s az liritett vizelet
szoros monitorizalasa sziikséges. Az allapot javulasaval torekedni kell a mielébbi per os
folyadékbevitelre, hiszen a jelentds intravénas folyadékbevitel tiid66démat okozhat.

Amennyiben folyadékbevitellel ¢és plazmaexpanderekkel sem sikeriil biztositani a
megfeleld vizelet kivalasztast alacsony dozist dopamin (1-3 ug/kg/perc) kezelés sziikséges,
mely a vese vérataramlasanak javitasaval segit megelézni a veseelégtelenséget (Ferraretti et

al., 1992) .

Paracentézis: A fajdalmat okozo, fesziilo ascites, a 1égzési nehezitettség és a sulyos oliguria,
vagy-anuria indokolja a hasfiri folyadék lebocsatasat.

Az Ovatos ultrahang vezérelt punkcio torténhet transzvaginalis vagy transzabdominalis
behatolasbol, de hatdsossagat tekintve altaldban a transzvaginalis behatolast részesitik
elényben. Az egyszerre lebocsathatd folyadék mennyiségére vonatkozoan nincs ajanlas az
irodalomban, az esetleges ismételt paracentézisek kozott eltelt idot a beteg altalanos allapota
¢s a folyadék ujratermelddésének mértéke egyiittesen hatarozzdk meg. A leginkabb jobb
oldalon jelentkezd hydrothoraxot a paracentézis altaldban enyhiti, azonban sulyos foku, vagy

kétoldali hydrothorax esetén thoracocentézis indokolt.
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Tromboprofilaxis: A tromboembolia kialakulasa az OHSS ¢letet veszélyezteté komplikacioja.
A trombozis eléfordulasa OHSS-ban szenvedd betegekben 0,7-10% (Delvigne et al., Stewart
et al., 1997). Kialakulasdhoz vezeté tényezék: hemokoncentracid, megvaltozott alvadasi
rendszer, csokkent vénas visszadramlds a megndvekedett ovariumok miatt, ascites,
immobilitas.

OHSS-ban a trombdzis preferdltan a felsd testfélen jelentkezik, megfigyelheté tovabba az
artérias rendszer gyakori érintettsége is.

A fentiek miatt silyos OHSS-ben szenvedd betegek profilaktikus antikoagulans kezelése
javasolt alacsony molekulasulyt heparin addsaval. Terhesség esetén a profilaxist az els6
trimeszter végéig, terhesség hidnydban az OHSS gydgyulasdig fent kell tartani.
Tromboembolia gyanuja esetén azonnali terapids antikoagulalas és kiegészitd diagnosztikus

vizsgalatok javasoltak.
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3. Hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptidet, vagy angol neve alapjan
mozaikszoval PACAP-ot (pituitary adenylate cyclase activating polypeptide), 1989-ben
izolaltak birka hypotalamusbol, patkany hipofizisben kifejtett adenilat cikldz aktivalo hatasa
alapjan. A PACAP-ot tartalmazd hypothalamicus neuronok az eminentia mediana teriiletére
vetiilnek, ahol elérik a hypothalamo-hypophysealis portalis rendszer kapillarisait (Miyata et
al., 1989). A PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktiv intestindlis polipeptid (VIP)
peptidcsalad tagja (1. abra), melynek N-terminalis szakasza (1-28) 68 %-ban megegyezik a
VIP strukturijaval (Miyata et al., 1989), de adenilat-cikldz aktivalo hatasa 1000-10000-szer
nagyobb a VIP hatdsanal. A PACAP génje a 18. kromoszoman helyezkedik el és 2681
nukleotidbdl all. A neuropeptid >27 aminosavbol felépiil6, rovidebb fragmensét, a PACAP27-
et 1990-ben azonositottak (Miyata et al., 1990). A szervezetben két biologiailag aktiv amidalt
forma kb. 90%-4t a 38 aminosavbodl allo6 PACAP38, a kisebb részét a PACAP27 teszi ki. A
peptidek szekvenciaja emlGsokben azonos, békaban is csak egy aminosav eltérést mutat
(Koves et al., 2001). A 38 aminosavbol all6 primér molekula megtalalhatd az elégerinchiros
allatokban is, a struktirdja csak 1-4 aminosavban tér el a humédn PACAP38-t6l (Arimura,
1998). Ezen adatok azt sugalljak, hogy a filogenetikai fejlddés soran szinte valtozatlanul

konzervalodott molekula alapvetd élettani funkciokkal rendelkezik.
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3.1. A PACAP eldforduldasa a szervezetben

Idegrendszer

A peptid izolalasa 6ta szamos kisérletet végeztek eléforduldsanak feltérképezésére. A PACAP
a kézponti idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a hypothalamusban mutathato ki, ahol
foleg a nucleus supraopticus és paraventricularis magno- és parvocellularis rendszerhez
tartozd neuronjaiban detektalhato (Koves et al., 1991; Kivipelto et al., 1992; Ando et al.,
1994; Kimura et al., 1994; Hannibal et al., 1995a,b; Piggins et al., 1996). Mas struktirakban,
igy az agykéregben (Koves et al., 1991; Kivipelto et al., 1992, Hannibal et al., 2002), a
kozépagyban, a nyultvel6ben, a bazalis ganglionokban, a thalamusban, a hipofizisben, a
szeptumban, a hippokampusz CA1-3 zoénaiban (Koves et al., 1994), az amigdala centralis
magjaban, a cerebellumban és a retina kiilonbozo rétegeiben (Seki et al., 2000; Hannibal et
al., 1997) is vannak PACAP tartalmu sejtek és rostok. A periférias idegrendszerben a spinalis
ganglionok Kis érzdideg sejtjei, valamint a vegetativ prae- és postganglionaris neuronok
tartalmaznak PACAP-ot (K&ves et al., 1990; Sundler et al., 1996, Hannibal et al., 2002; Seki

et al., 2000).

Nem-neuronalis szovetek

Nemcsak a kozponti és periférias idegrendszerben talalhatdé meg, hanem mas
szovetekben is. Tobbek kozott az endokrin szervekben és a gasztrointesztinalis traktus teljes
hosszaban (Arimura et al., 1991; Ghatei et al., 1993). A peptidet kimutattak tobbek kozott az
adenohipofizisben (Vigh et al., 1993; Kimura et al., 1994; Mikkelsen et al., 1995; Kdves et
al., 1998), a mellékvesében, az endokrin pancreasban (Hannibal és Fahrenkrug, 2000) ¢és a

mellékpajzsmirigyben (Luts ¢és Sundler, 1994). Ezen kiviill megtaldlhatdo a kivalasztod
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rendszerben (Fahrenkrug és Hannibal, 1998; Moller et al., 1993) és a légzérendszerben

(Moller et al., 1993).

3.2. APACAP idegrendszeri hatdsai

A PACAP szamos élettani hatassal rendelkezik a szervezetben. Mivel a PACAP-ot
eloszor a hypothalamusbdl mutattdk ki, a hipofizis eliilsé és hatso lebeny hormonok
termelésére kifejtett hatasai valtak legkorabban ismertté. Szamos egyéb endokrin hatasa is
ismert: befolyasolja a pajzsmirigymiikodést (Okada et al., 2007), a gonadok szteroid
termelését (El-Gehani et al., 2000), a spermiogenezist és az ovarialis follikularis fejlédést
(Apa et al., 2002; Barberi et al., 2007; Csaba et al., 1997; Gras et al., 2005; Li et al., 2004),
stimulalja a mellékvese katekolamin szintézisét (Isobe et al., 2003), valamint a pancreas
inzulintermelését (Winzell és Ahren, 2007).

A PACAP a glutamat mellett a retinohypothalamicus palya masik f6 transzmittere, és
szamos folyamatot befolyéasol a nucleus suprachiasmaticusban €s a corpus pinealéban ( Rékasi
és Czompoly, 2002). Kimutattdk, hogy a PACAP fokozza a melatonin termelést a
tobozmirigyben, mely mar korai embrionalis korban is megfigyelhetd, azonban a melatonin
cirkadidn ritmusat nem befolyasolja (Csernus et al., 2004; Faluhelyi et al., 2004; Nagy ¢és
Csernus, 2007).

Emellett a PACAP-rél kimutattak, hogy részt vesz az alvasszabalyozasban (Murck et
al., 2007), a centralis szimpatikus neuronalis aktivitas szabalyozasaban (Farnham et al., 2008),
a hdszabalyozasban (Pataki et al., 2002) ¢és befolyasolja a kemorecepciot a glomus
caroticumban (Xu et al., 2008). A PACAP serkenti a memoriafolyamatokat, amit a PACAP és
a PACAP receptor KO egerek memoriazavara is mutat (Matsuyama et al., 2003; Otto et al.,

2001; Roberto és Brunelli, 2000). A PACAP szamos viselkedésre gyakorolt hatasat is leirtak.
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Befolyasolja tobbek kozott a szteroid-indukélta reprodukcids viselkedést patkdnyban és
egérben (Apostolakis et al., 2004), noveli a lokomotoros aktivitast patkanyban és egérben
(Adamik ¢és Telegdy, 2004; Masuo et al., 1995), részt vesz a stressz adaptacidos magatartas
szabalyozasaban (Agarwal et al., 2005; Légradi et al., 2007) és antidepresszans hatasai is

vannak (Reichenstein et al., 2008).

3.3. A PACAP nem idegrendszeri hatdsai

A késobbi kutatasok soran valt ismertté, hogy a neuropeptidnek nemcsak az idegrendszeren

beliil, hanem szdmos egy¢b szervrendszerben is fontos ¢élettani hatasa van.

3.3.1. A PACAP gonadalis funkciokra kifejtett hatasai

crcr

kovetéen kimutattak. A peptid a GnRH-val interakcidoban a gonadalis funkciok kodzponti
szabalyozasaban vesz részt (Counis et al., 2007). Késébbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a
PACAP kozvetleniil a gonadalis sejtekre kifejtett hatassal is rendelkezik, €s fontos szerepet
tolt be a genitalis rendszerben. Immunhisztokémiai modszerekkel kimutattdk a PACAP-ot és
receptorait az ovariumban (Kotani et al., 1997; Vaccari et al., 2006; Barberi et al., 2007), ahol
a PACAP fontos szerepet jatszik a ovarilis szteroidszintézisben, a tiisz6érés szabalyozasaban
PACAP kimutathat6 a vaginaban és az uterusban is (Steenstrup et al., 1995). Valdsziniileg az
uteroplacentaris egység miukodésének szabalyozasaban is fontos szerepe van, mivel relaxaciot
okoz a bolyhok és a myometrium ereiben. A PACAP terhességben betoltott fontos szerepét

tamasztja ala az a megfigyelés is, hogy a PACAP-knockout egerek fertilitdsa csokken
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(Steenstrup et al., 1996). Az endometriumban a PACAP expresszio a decidualizacid és a
terhesség soran valtozik (Spencer et al., 2001). Radioimmunoassay moédszerrel igazoltak a
PACAP27 és a PACAP38 jelenlétét a human terhes uterusban és a placentdban (Steenstrup et
al.,, 1996), valamint vannak adataink a PACAP szintjének terhességi korral torténd
valtozéasarol és a placenta kiillonbozo teriiletei kozott (anyai vagy magzati oldal, centralis vagy

periférias rész) fennallo esetleges kiillonbségekrdl (Reglddi et al., 2010).

3.3.2. Tovabbi hatdsok

Egyéb periférias hatasokkal is rendelkezik a peptid: befolyasolja a gasztrointesztinalis és
1éguti motilitast és szekréciot (Barthd et al., 2000), a sziv ingerelhetdségét €s a natriuretikus
reflexre ¢és az érzébeidegzésre (Braas et al., 2006), valamint simaizom relaxdns hatdsa van az
erekben (Lenti et al., 2007). Ezenkiviil hat a fajdalomérzés kozponti és periférids

szabalyozasara (Helyes et al., 2007).

3.3.3. Immunrendszerre gyakorolt hatasok

A PACAP gyulladasos folyamatokra gyakorolt gatldo hatdsa mar a 90-es évek oOta kiterjedt
kutatasoknak képezi targyat (Delgado et al., 2003; Ganea et al., 2001; Ganea et al., 2002;
Gomiraz et al., 2006) és szamos klinikai alkalmazas lehetOségét veti fel, példaul
neuroinflammatorikus folyamatokban jatszott protektiv szerepe alapjan (Bourgault et al.,
2011). Ugyanakkor az is ismert, hogy a PACAP a gyulladasban szerepet jatszo hizdsejtek

crer

Choudhury et al., 1999; Seebeck et al., 1998; Seebeck et al., 1998). A hizosejtek szamos,
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angiogenezist6l fliggd ¢élettani helyzetben felszaporodnak, igy példaul daganatok
novekedésekor, rheumatoid arthritisben vagy éppen az ovulacio alkalmaval (Hiromatsu et al.,
2003). Pont ezen utdbbi élettani tények figyelembe vételével valik izgalmassa a kérdés: vajon
megtalalhato-e a PACAP a petefészekben, és ha igen, betolt-e valamilyen szerepet az

ovarialis miikddés szabalyozasaban.

3.4. A PACAP hatasanak molekularis mechanizmusa

A PACAP komplex jelatviteli utvonalakon keresztiil valdsitja meg védd hatdsait. A
citoprotektiv hatasokért csaknem minden esetben a PACI receptor felelds. A PACAP a PACI1
receptorokon keresztiil aktivalja az adenilat ciklazt és a foszfolipdz C-t, melyek hatdsara
CAMP- fiiggd ¢és attol fiiggetlen Gtvonalak aktivalodnak. A PKA aktivacid hatasara altalaban a
védo hatasi MAPK, az ERK foszforilacié megemelkedik, a sejtpusztulast eldsegité JNK és
p38MAPK foszforilaci6 pedig gatlodik. A PKA downstream ttvonalaban a Rapl és Ras
aktivacion keresztiil is aktivalja az ERK-et, valamint a CREB foszforilaciot. Az apoptdzis
mitokondrialis utvonalat is befolyasolja: a Bcl csalad antiapoptotikus tagjait aktivalja (Bcl-2,
Bcl-xL), mig proapoptotikus tagjait inaktivalja (Bad, Bax). A PACAP erételjesen gatolja a
kaszpaz aktivitast, de a kaszpaz fiiggetlen apoptotikus folyamatokat is gatolja (Somogyvari-
Vigh és Reglddi 2004) (1. abra). Az apoptozis szabalyozasaban szerepet jatszo jelatviteli
utvonalak kozott az egyik fontos, tulélést biztositd utat a lipid-kindzok alkotjak, melyeket a
novekedési faktorok receptoraikon keresztiil aktivalhatnak. Az Ut egyik kulcseleme a PI3K
mely kozponti szerepet jatszik példaul olyan jelatvivd foszforilacidjaban, mint az Akt. Az
Akt-bol legalabb hét jelatviteli utvonal indul ki, melyek mindegyike végsé soron az apoptdzis

1étrejottét akadalyozza.
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1. abra: PACAP hatasdanak molekularis mechanizmusa.
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4. A nitrogén monoxid (NO) rendszer intraovaridlis hatdsa

A tiisz6folyadék fontos mikrokornyezetet jelent a petesejt fejlodése szempontjabol.
Szamos biologiailag aktiv anyagot tartalmaz, példaul novekedési faktorokat, citokineket,
neurotranszmittereket, vazoregulatorokat, enzimeket, apoptotikus faktorokat és reaktiv oxigén
gyokoket. Ezek az 0Osszetevok onmagukban vagy egymadssal kolcsonhatasban egy helyi
intraovarialis regulacios rendszert alkotnak, melynek ugy tlnik, befolydsa van a potencialis
petesejt/embridé komplexre (Driancourt and Thuel, 1998; Baka and Malamitsi-Puchner, 2006)

Bizonyitast nyert, hogy ezen anyagok egyike, a nitrogén monoxid (NO) szorosan
érintett a petefészek funkciok kontrollalasdban, fontos szerepet jatszik a tiiszOérésben, az
ovulacidban, a petesejt-embrio fejlédésben, az implanticioban, és a terhességi kimenetelben
(Roselli et al., 1998).

Az NO az l-arginin aminosavbol szintetizalodik az NO szintetaz (NOS) izoformjainak
hatasara (Forstermann et al., 1994). Ezeket az enzimeket az aszimmetrikus dimetilarginin
(ADMA) és a monometilarginin (MMA) kompetitiv modon gatoljak. Ezek az anyagok egy
metionin fliggd transzmetilacios reakcidban képzddnek metilalt arginin reziduum fehérjékbal.

Ezzel a folyamattal parhuzamosan egy biologiailag inaktiv sztereo izomer, a
szimmetrikus dimetilarginin (SDMA) is képz6dik. A metilalt arginin tartalm fehérjék
fokoz6do lebontasa, mely a proteolizis akceleracidjakor jon létre, illetve metilalt arginin
al., 1992; Boger et al., 2000; Stuhlinger et al., 2001).

Az SDMA a keringésbdl kizardlag a vesén keresztiil keriil kivalasztasra, azonban az
ADMA-t és az MMA-t tobbségében dimetilarginin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimek

bontjék le dimetilamnira és citrullinra.
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A DDAH csokkent expresszidja vagy aktivitasa ezért hatassal van az NO képzddésre a
szoveti ADMA ¢s MMA szintekre gyakorolt hatasan keresztiil (MacAllister et al., 1996; Ito et
al., 1999).

Miutan az l-arginin-NO rendszer szamos tagjat identifikaltdk mar terhességi
szovetekben és stabil NO metabolitokat detektaltak a tiisz6folyadékban, biztosra vehetd, hogy
az NO kozremiikddik a petesejt érésében, az implantacidban és a korai embrionalis
fejlédésben a spontdn fogantatdé €s az in vitro fertilizdcioban (IVF) részt vevé ndkben

egyarant (Chwalisz and Garfield, 2000; Kuo et al., 2000; Hefler and Gregg, 2002).
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S. Célkitiizések

5.1. Ovaridlis hiperstimuldcios szindroma profilaxisanak vizsgalati lehetiségei

Elméleti megfontolasunk alapjan, miszerint az ovulaci6 egy jelent6s trombocita
aktivacioval jar6 gyulladasos folyamat, az aszpirin (acetilszalicilsav) adasa hatasos profilaxis
lehet OHSS veszélye esetén. Korabbi tanulmanyok az aszpirinnal kapcsolatban szamos
pozitiv hatast ismertettek IVF kezelések soran (Rubinstein et al., 1999). Ezek alapjan a
legtobb IVF centrum elsdsorban a terhességi rata emelése céljabol alkalmazta az aszpirint.
Teoriank szerint a szuperovulacios kezelés trombocita hiperstimulacidhoz és ehhez kothetd
OHSS-hez vezet, és mivel az aszpirin ezt a folyamatot gatolja, profilaktikus célbol vald
alkalmazasa megfontolandd. Ezért Klinikank IVF Centrumaban a szuperovulacios kezelésben
részesiilé paciensek kezelési protokolljanak részévé tettiik a profilaktikus aszpirin terapiat.
Célunk volt a trombocita funkcié gatlasanak OHSS prevencioban kifejtett eredményességét

meghatarozni retrospektiv és prospektiv vizsgalattal.

5.2. PACAP 38 jelenlétének vizsgalata tiiszdfolyadékban

A felfedezése ota eltelt két évtizedben nyilvanvalova valt, hogy a PACAP nemcsak
egy hypothalamo-hyphophisealis peptid, de az endokrin rendszerben jatszott szerepén tul még
szamos szervrendszerre hatdssal van.

Az ovarialis tiisz6folyadékot a granuléza és theca sejtek termelik plazma filtratumként
a novekvo tiiszé falan keresztiil. Ez azutdn tapoldatként szolgal a fejl6dd petesejt szamara.
Miutén korabban bizonyitast nyert, hogy a PACAP-nak jelentds szerepe van a tiisz6érésben és
az angiogenezissel jard életfolyamatokban, vizsgaltuk, vajon kimutathato-e a PACAP human

follikularis folyadék mintdkban, illetve bizonyitott jelenléte esetén fellelhetd-e a mért



27

koncentracié és az ovaridlis miikddés, azaz a szuperovulacids kezelésre adott valasz, azaz a

follikulus fejlodés kozott barminemi osszefliggés.

5.3. Arginin szarmazékok jelenlétének vizsgalata az \\F sikerességének fiiggvényében

Célunk az in vitro fertilizdcioban részt vevd ndk tiiszofolyadékanak l-arginin és
metilarginin szarmazékainak (ADMA, SDMA és MMA) meghatarozasa volt. A vizsgalatnak
tovabbi célja az volt, hogy klinikai korrelacidkat taldljunk ezen biokémiai markerek jelenléte
¢s az IVF kimenetele kozott.

Ezen felil az Il-arginif/ADMA aranyt, mint az NO termelddés, bioaktivitas
jellemz@jét, valamint a nemrégiben bevezetett arginine-methylation indexet (Arg-Ml) (Wang
et al., 2004) vizsgaltuk relevans klinikai informaciok nyerésének céljabol a tiisz6folyadék és a

petesejt/embrio interakcidjaval kapcsolatban.
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6. Anyag és modszer

6.1 Ovaridlis hiperstimuldcios szindréma profilaxisinak vizsgdlata

A betegek IVF programba torténd bevalasztasa két egymastol fiiggetlen szakorvos dontése
alapjan tortént. 2000. januar 1. és 2006. december 31. k6zott 3154 IVF ciklust inditottunk,
melyek soran 2425 esetben GnRh agonista, 729 esetben GnRh antagonista készitményt
alkalmaztunk. A vizsgélatba a GnRh antagonistaval szuprimalt betegeket nem vontuk be, 6k
ugyanis az OHSS szempontjabol jelentdsen csokkent rizikoval rendelkeznek, hiszen az
esetiikben az ovulaciot megel6zéen hCG adas nem torténik.

A kovetkezd vizsgalatok elvégzése utdn inditottunk szuperovulacids kezelést:

cervikalis kenetvizsgalat, szérum hormon vizsgalatok (follikulus stimulald hormon,
luteinizalé hormon /FSH, LH/, prolaktin, sztradiol, progeszteron, tesztoszteron, thyroidea-
stimulalé hormon) a spontan ciklus 3-5. és 21. napjan, human immun-deficiencia virus and
hepatitis-B feliileti antigén sziirés, andrologiai vizsgalat, illetve a méhiir alkalmassagat
igazolo hiszteroszkopos vizsgalat.
A GnRh agonistaval kezelt ciklusok 62%-aban (n=1503) alacsony dozist (100 mg/nap)
aszpirin kezelést folytattunk, 38 %-ban (n=922) aszpirin kezelés nem tortént. Az aszpirin
addsa randomizaciot kdvetden tortént, és annak a menstrudcids ciklusnak az els6 napjan
indult, amelyikben az IVF kezelés tortént.

A szuperovulacids kezelés szupressziés részét a GnRh agonista triptorelin
(Decapeptyl; Ferring®) adasaval végeztiik ,,rovid” (a menzesz elsé napjatol), illetve hosszi (a
stimuldciot elotti menzesz 21. napjatdl) protokoll alkalmazédsaval. A stimulacié a betegre
egyénileg szabott dozist rekombinans FSH (Gonal-F; Serono® vagy Puregon; Organon®),
adéssal tortént, a dozis 100 és 225 egység napi adasa kozott mozgott a tiiszééréstdl fiiggden.

A kezd6 adagot a Body Mass Index (BMI) és a kor hatarozta meg.
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Azon betegeknél, akik kordbban kedvezOtleniil reagaltak a stimulacids kezelésre, a
napi dozist maximum 300-350 egységgel kezdtiikk. A tlisz6érést a menstrudcios ciklus 6.
napjatél masnaponta ultrahang vizsgélattal ellendriztiik. A tiiszOk méretétdl fiiggden az
alkalmazott gonodotropin mennyiségét egyénileg valtoztattuk. Amennyiben legalabb két
tiisz6 mérete elérte a 17 mm-t 250 ug hCG (Ovitrelle; Serono®) adasaval ovulacié indukciot
végeztiink.

A hCG adas utdn 36 oraval rutin intravénds narkozisban ultrahang vezérelt
transzvaginalis follikulus punkciot végeztiink, az embrio(k) betiltetése 3-5 nappal a follikulus
punkcio utan tortént.

A megkezdett aszpirin kezelést addig folytattuk, amig vagy a menzesz jelentkezett,
vagy negativ terhességi teszt tortént, vagy ultrahang vizsgalat igazolta a magzati
szivmiikddést. A betegeket az OHSS rizikojanak eléforduldsa alapjan két csoportra osztottuk
(1. csoport a magas, 2. csoport az alacsony rizikdjiak). A magas rizikoju csoportba azok a
betegek tartoztak, akik anamnézisében mar el6fordult OHSS, akik policisztas petefészek
szindromasok voltak, illetve a 30 év alattiak.

Az aszpirint 100 mg napi adagban adtuk, 6sszesen 1503 ciklus soran, a 2425 GnRh

agonistaval kezelt esetbdl.
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6.2. PACAP 38 jelenlétének vizsgdlata tiiszofolyadékban

cres

méréséhez pedig radioimmunoassay-t alkalmaztunk. A tomegspektrometriai kisérletekhez a
tiisz6folyadék mintakat onkéntes ndbetegektol nyertiik (20-35 év kozott, n=40), akiknél
kontrollalt petefészek hiperstimulalas utan mesterséges in vitro fertilizacids kezelés soran
follikulus punkciot végeztiink. A mintdkhoz minden esetben peptidazgatlot (aprotinin) adtunk
(30ul/ml), majd a mintdhoz (100 ul) hozzaadtunk 10 ul 72%-os triklorecetsavat és 100 ul
desztillalt vizet, majd lecentrifugaltunk (13000 rpm, 10 min).

A nativ mintainkat, illetve a PACAP-38 vizes oldati standardjanak (Sigma-Aldrich)
1-1 pl-ét felvittiikk a Bruker rozsdamentes acél mintatarto talcara (MTP 384 massive target T,
Bruker Daltonics). Vizsgalataink soran matrixként o—ciano—4—hidroxi—fahéjsav (CHCA)
telitett 0,1 %-0s trifluor-ecetsav (TFA) — acetonitril (2/1 V/V) oldatat alkalmaztuk, melybdl
mintainkhoz 1-1 pl-t csepegtettiink. Kalibrald oldatként minden esetben a Bruker
Peptidkalibralé Standardot alkalmaztuk (#206195 Peptide Calibration Standard; Bruker
Daltonics). A mintak beszaradasat kovetden az elemzéseket a mar fent emlitett Bruker
Daltonics Autoflex II tipusu tomegspektrométerrel (matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-light (MALDI TOF/TOF)) reflektor detektalasi médban végeztiik el. Az ionizalashoz
337 nm-es nitrogén lézert alkalmaztunk (MNL-205MC model; LBT- Lasertechnick Berlin
GmbH), ennek frekvenciaja 50 Hz, a gyorsito fesziiltség 20 kV és a késleltetési id6 pedig 120
ns volt. A tdmegspektrumokat pozitiv 1onizacidos modban 1000 és 10000 m/z tartomany kozott
regisztraltuk. Minden minta esetében a peptidkeverékre jellemz6 tomegspektrumokat (1000
16vés/minta) Osszesitettiik. A miiszer ellenérzését Bruker FlexContol 2.4 szoftverrel, az

értékelést pedig Bruker FlexAnalysis 2.4 szoftverrel végeztiik (Borzsei et al., 2009).
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A PACAP mennyiségi meghatarozéasat célzd vizsgdlatnal a fentiekhez hasonldan a
tiiszOfolyadék mintdkat Onkéntes ndbetegektdl nyertikk (20-35 év kozott, n=132), akiken
kontrollalt petefészek hiperstimulalas utan mesterséges in vitro fertilizacidos kezelés soran
follikulus punkciot végeztiink.

A mintdk centrifugaldsa utan (13000 rpm, 10 min) a feliiliszéon végeztiink RIA
analizist a kordbban ismertetett modszerek szerint (Borzsei et al., 2009), az alabbi reagenseket
hasznalva: antiszérum: PACAP38 88 111-3" (higgitas:1:10.000), tracer: laboratériumunkban
eléallitott mono-1251 jeldlt juh PACAP24-38 (5000cpm/csd), juh PACAP38-ot hasznaltunk
RIA standardnak 0-1000 fmol/ml koncentracié kozott, puffer: 1ml foszfat puffer (0,05mol/l,
pH:7,4) 0,1 mol/l natrium chlorid, 0,25% (w/v) BSA ¢és 0,05% (w/v) natrium-azid

tartalommal. Az inkubacids idé 48-72 6ra kozott volt 4°C-on.
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6.3. Arginin szarmazékok jelenlétének vizsgalata az IVF sikerességének fiiggvényében

Ezen vizsgalatokat 2008. oktdober 1. €s 2008. december 31. kdzott végeztiik. Ebben az
iddszakban 125 IVF ciklust inditottunk, ebbdl 108 esetben kertilt sor transzvaginalis ultrahang
vezérelt tiiszOfolyadék aspirdciora. A fennmarad6 17 esetben a stimulacid sikertelen volt. A
vizsgalat soran elemeztiik a betegnek az IVF programban eltoltott idejét, életkorukat, BMI-
jiiket, illetve az IVF program indikécioit.

A betegek korlatozas nélkiili étrend mellet, a menstruécios ciklus elsé napjatol napi
0,8 mg folsav szupplementacioban részesiiltek és nem dohanyoztak.

Osszesen 480 frakcié tiiszéfolyadékot nyertiink, ebbdl 98 (20,4%) volt vérrel kontaminalt, és

ezért a vizsgalatbol kizart.

6.3.1. Tiiszofolyadék gytijtés

A petesejtnyerést Sonoace 6000C markdju 2 dimenziés ,real time ultrahang késziilék
segitségével végeztiik, 4-8 MHz endovaginalis transzducerrel.

A transzducert steril géllel és barrierrel fedtiik be és gyari tlivezet6 szettet applikaltunk ra.

A hiively dezinficialasa utdn (Octanisept /Schiilke & Mayr GmbH) és a stimulalt petefészkek
vizualizalasa a transzducer hatso hiivelyfalba torténd vezetésével tortént. Ezt kovetden egy 35
cm hosszu, 1,4 mm atmérdjii aspiracios tiit vezettiink a tlivezetobe. A tiiszoket ezutan
megpungaltuk, és a tiiszéfolyadékot minden egyes tiiszObdl steril, lezart kémcsdbe szivtuk. A
petesejtek gylijtése G-MOPS™ médiumban (Vitrolife®) tortént.

Miutén a leszivott tiisz6folyadékbdl a petesejteket 1zolaltuk, a maradék folyadékot 10 percig
1500 rpm fordulaton centrifugéltuk, majd a feliiliszot -70 °C-on taroltuk, a késdbbi analizis

céljabol. A makroszkoposan vért tartalmazo mintékat a vizsgalatbol kizartuk.
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6.3.2. Fertilizacios modszerek

A petesejteket a késébbi megtermékenyitési modszernek megfelelden szelektaltuk.
Intracitoplazmatikus spermium injekciéra (ICSI) az androlégiai lelet (20M/ml-nél
alacsonyabb spermaszdm), az anyai ¢€lekor (> 35) és a korabbi IVF ciklusok szama (>2)
fliggvényében keriilt sor az 0Osszes eset 68%-dban. Az ICSI beavatkozasra szelektalt
petesejteket hialuronidaz enzim segitségével megtisztitottuk €s igy érettségiik vizsgalhatova
valt. Csak a metafazis II érettségli (elsd polaris test jelenléte) petesejteket valasztottuk ki a
fertilizaciohoz. Az ICSI 3-6 oraval a petesejtnyerés utan tortént G-MOPS ™ tapoldatban
(Vitrolife®). A fennmaradé petesejtek fertilizacioja a konvencionalis IVF technikaval tortént
bikarbonat puffer tapoldatban (G-IVF ™, Vitrolife®). A fertilizaciot 24 éra elteltével G-1"™v5
tapoldatban ellendriztiik (Vitrolife®). Az embridk beiiltetése 3-5 nappal a petesejtnyerés utan

tortént. A 3. naptél a blastociszta stadiumig az embriokat G-2™v5 tapoldatban (Vitrolife®)

F™ nem

tenyésztettiik. A hasznalt tapoldatok egyike sem tartalmazott folsavat, a G-IV
tartalmazott metionint, ugyanakkor a tobbi médium igen (G-MOPS ™ | G-1™v5 , G-2™v5).

A paciens kérésének és a torvényi szabdlyozasnak megfelelden egy, kettd, vagy

harom embri6é transzferje tortént, a beiiltetésre nem keriild szamfeletti embridkat

crer

crer

(Utrogestan; Lab.Besins International S.A.®).
A folyamat sikerességét a beiiltetés utan 21. napon hiivelyi ultrahang vizsgalattal

ellendriztiik a petezsak kimutatasaval.
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6.3.3. Laboratoriumi vizsgalatok

irodalomban ko6zolt ,liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS-MS)
modszerrel tortént (Martens-Lobenhoffer and Bode-Boger, 2006).

A napi pontossagi érték l-arginin esetében 4,5%, ADMA-nal 5,5%, SDMA-nal 3,9% ¢s
MMA-ra nézve 4,0% volt. A napok kozti megfeleld precizids értékek: 4,7%, 7,7%, 4,9% ¢és
9,6% voltak. A rutin biokémiai paraméterek meghatarozdsa a standard laboratoériumi
paraméterekkel tortént. Az arginin metilacios indexet az alabbi képlet szerint szamoltuk:

Arg-MI = (ADMA + SDMA) / MMA (Wang et al., 2004).

6.3.4. Statisztikai analizis

Minden statisztikai analizist az SPSS 17.0 (SPSS Inc. Chicago, Ill. USA) verzioja
jogtiszta program segitségével végeztiik.

Az OHSS profilaxis klinikai vizsgalata soran nyert eredmények feldolgozasakor
probat végeztiink. Az 1. csoporton beliili kezelt és nem kezelt alcsoport 6sszehasonlitasakor
Yates korrekciot alkalmaztunk a x* proba kiegészitésére.

A PACAP38 follikularis folyadékban vald jelenlétének vizsgélata soran nyert
eredményeink értékelése soran a nyert petesejtek ¢és a tliszofolyadék PACAP
€s a petesejt szamot a median értékiik szerint kettévalasztottuk, ezaltal az alabbi harom
csoportot hoztuk létre: magas PACAP koncentracio (hP), magas petesejt szam (hO) és
alacsony PACAP koncentracid-alacsony petesejt szam (IP-10). A csoportok adatait ezt
kovetden Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks-teszttel analizaltuk.

Statisztikai szignifikancia esetén az egyes csoport(ok) elkiilonitésre az analizist

Pairwise Multiple Comparison Procedure (Dunn’s modszer) teszttel egészitettik Ki. Az
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eredményeket a median értékkel valamint az elsé és harmadik Kvartilisba tartozo adatok
hatarértékeivel fejeztiik ki (azaz ahol az adatok 25%-a illetve 75%-a esett a jelzett hatarérték
ala).

Az arginin szarmazékok kimutatasara iranyuld vizsgalataink eredményeinek
kiértékelésekor az adatok szabalyszerliségét Kolmogorov-Smirnov tesztel vizsgaltuk. A
valtozok kozotti 0sszefiiggéseket non-parametrikus Spearman’s rank korrelacioval elemeztiik,
sziikség esetén ANOVA analizis is tortént. A valtozok megjelenitése atlag+SD szerint tortént.

A szignifikancia hatar p<0,05 volt.
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(. Eredmények

7.1. Ovaridlis hiperstimuldcios szindroma profilaxisinak lehetisége

Az aszpirin kezelésben részesiiltek koziil a betegek 52%-a (n=780) volt a magas
rizik6ji csoportban és 48%-a (n=723) az alacsony rizikoju csoportban. A 922 aszpirin
kezelésben nem részesiild betegnél (ciklus) 45% (n=412) és 55% (n=510) volt a magas ¢€s az
alacsony rizikojuak aranya.
A vizsgalt 2425 ciklusban sulyos, illetve kritikus stadiumia OHSS-t 6sszesen 1,8%-ban (n=45)
észleltiink, ami megfelelt a nemzetkozileg elfogadott el6fordulasi gyakorisagnak (Delvigne et
al., 2002). Ezekben az esetekben klinikai felvételre, illetve intenziv ellatasra is sziikség volt a
dehidracio és a hemokoncentracié rendezése, valamint a hastiri, illetve mellkasi folyadék
esetleges lebocsatasa céljabol. Ezekben a sulyos esetekben a korabban megkezdett aszpirin
adésat tovabb folytattuk, ezzel parhuzamosan azonban kis molekulastulyt heparin (LMWH)
adasat kezdtiik tromboprofilaxisként.
A magas rizikoju, aszpirin kezelésben részesiilé betegek kozott (G1A, n=780) csupan 2
paciensnél alakult ki sulyos vagy kritikus stadiumtt OHSS (0,25%). A magas rizikoju, aszpirin
kezelésben nem részesiilé betegek kozott (G1-,n=412) ugyanakkor 43 esetben sulyos, vagy
kritikus stadiumt OHSS fordult el6 (8,4%, p<0,001)
Az alacsony rizikojt, aszpirin kezelésben részesiilé betegek kozott (G2A, n=723) nem fordult
elé sulyos, vagy kritikus stadiuma OHSS (0%). Hasonloképpen, az alacsony rizikoju,
aszpirinnel nem kezelt csoportban (G2-, n=510) sem észleltiink a stlyos vagy Kkritikus
stadiumu OHSS-t. Sulyos OHSS el6éfordulasat a kiilonbozoéen kezelt csoportok kozott a 2.

abra szemlélteti.
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2.abra: OHSS eldfordulasi gyakorisaga.

n=412

G1-

n=723

n=510

G2A

G2-

n, az egyes alcsoportba tartozo esetszam,; G 1A, magas rizikoju csoport, aszpirinnel kezelt;
G1-, magas rizikoju csoport, aszpirinnel nem kezelt; G2A, alacsony rizikoju csoport,
aszpirinnel kezelt; G2-, alacsony rizikoju csoport, aszpirinnel nem kezelt.
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7.2. PACAP 38 jelenléte a tiiszofolyadékban

7.2.1. PACAP jelenlétének igazolasa

Kisérleteink soran a human tiisz6folyadék mintakat a PACAP standarddal egyiitt MALDI TOF
tomegspektrométer segitségével vizsgaltuk. A PACAP-38 kvéazi-molekula ionjat (MW: 4534.6
Da) mind a standardban, mind pedig a 40 tiisz6folyadékban detektaltuk (3. és 4. abrak). Ezt
kovetden a tiisz6folyadékban elvégeztik a PACAP38 cstcs fragmentaciojat MALDI TOF/TOF
alkalmazasaval. A kisérlet eredményeként kapott y fragmensek egyezést mutattak a korabbi
vizsgalatok alapjan rendelkezésre all6 PACAP38 sziilo ion y fragmenseivel és aminosav

szekvenciaival (5. és 6. abra).
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3. dabra: Tomegspektrum a PACAP38 protonalt kvazi molekula ionjarol standardban.



= ]
1 30
& 5000 Y
“ ]
£ 1
3 J
£ 4000
30004
] y27 [M+H]*
] y21 y32
2000 y24 y35
] y26
1000
n
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

m/z

4. abra: PACAP3S8 standard tomegspektruma MALDI TOF/TOF mérést kovetoen kapott y
fragmensekkel.
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5. abra: Human tiiszofolyadék tomegspektruma PACAP38-ra jellemz6 csuccsal.
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6. abra: Human tiiszofolyadék tomegspektruma MALDI TOF/TOF mérést kovetoen kapott y
fragmensekkel.
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7.2.2. Szuperovulacios kezeléssel elért follikulus-szamok
Vizsgalatainkban az atlagosan nyert petesejtszdm 8,08 (+- 6,02) volt, 0 és 30 kozotti

darabszammal, 6,5 median értékkel (7. abra).

35
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7. dabra: . Az adatok megoszldasa a nyert petesejtek szamanak fiiggvényében. A fiiggdleges
tengely mutatja a betegenként nyert petesejtszam eloforduldsi gyakorisdagat.



41

7.2.3. PACAP koncentracio meghatarozasa tiiszofolyadeékban
A vizsgalataink soran nyert PACAP koncentracidja atlagosan 143,58+-110,78 volt, 28,0 ¢és
690,0 fmol/ml kozotti értékekkel, 107,75 fmol/ml median értékkel (8. abra, 3. tablazat).
3.tablazat A tiiszofolyadék PACAP koncentracioja (PACAP) és a nyert petesejt szam
osszehasonlitdsa a teljes csoportban (sszes), a magas PACAP koncentracioju csoportban

(hP), a magas petesejtszamii csoportban (hO), az alacsony PACAP koncentracié-alacsony
petesejtszam csoportban (IP-/10) és az OHSS csoportban (OHSS).

Csoport n Atlag SD SE CI (Atlag)
PACAP osszes 132 143,588 110,780 9,642 19,074
Petesejt dsszes 132 8,083 6,027 0,525 1,038
PACAP-hP 12 425,917 116,358 33,590 73,930
Petesejt-hP 12 6,833 3,904 1,127 2,481
PACAP-hO 17 122,824 75,611 18,338 38,876
Petesejt-hO 17 19,353 5,024 1,219 2,583
PACAP-IP-10 103 114,123 55,482 5,467 10,843
Petesejt-1P-10 103 6,369 4,090 0,403 0,799
PACAP-OHSS 3 166,667 126,753 73,181 314,872
Petesejt-OHSS 3 11,333 7,572 4,372 18,810
Csoport Range Max Min Median | 25% 75%
PACAP bsszes | 662,000 | 690,000 | 28,000 107,750 | 76,500 173,000
Petesejt dsszes | 30,000 30,000 0,000 6,500 4,000 12,000
PACAP-hP 385,000 | 690,000 | 305,000 |411,250 | 312,500 492,000
Petesejt-hP 12,000 14,000 | 2,000 5,500 4,000 10,000
PACAP-hO 251,000 | 287,500 | 36,500 106,500 | 61,000 180,500
Petesejt-hO 15,000 | 30,000 15,000 19,000 15,000 21,750
PACAP-IP-10 | 247,000 | 275,000 | 28,000 101,000 | 72,750 139,000
Petesejt-1P-10 | 14,000 14,000 0,000 5,000 3,000 10,000
PACAP-OHSS | 233,000 | 312,000 | 79,000 109,000 | 86,500 261,250
Petesejt-OHSS | 14,000 | 20,000 | 6,000 8,000 6,500 17,000
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A PACAP koncentraciora nézve 290 fmol/ml-es és a nyert petesejt szamra vonatkozoan 14
petesejt/beteg cut-off értéket hasznalva a kovetkezd csoportokat hataroztuk meg: magas
PACAP koncentracio csoport (hP); magas petesejtszam csoport; alacsony PACAP
koncentracio-alacsony petesejt szam csoport (IP-10).

A median PACAP koncentracié értékek a hP (n=12), a hO (n=17) és az IP-10 (n=103)
csoportokban 411,2 fmol/ml (312,5-492,0 fmol/ml), 106,5 fmol/ml (61,0-180,5 fmol/ml) és
101,0 fmol/ml (72,7-139,0 fmol/ml) voltak. Az egyes csoportok median értékei kozotti

kiilonbségek statisztikai szignifikanciat muatattak (9. abra, 4. tablazat).
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9. dbra A pontok eloszldsa mutatja a nyert petesejtek szamat az adott PACAP koncentracioval
osszefiiggésben. A fiiggdleges szaggatott vonal jelzi a PACAP koncentrdcio 290 fmol/ml-es
cut-off értéket, a vizszintes vonal pedig a 14 petesejt/beteg cut off értéket a nyert petesejtekre
nézve. ®: magas PACAP koncentracio csoport (hP); o: magas petesejtszam csoport; V.

alacsony PACAP koncentracio-alacsony petesejt szam csoport.

4.tablazat. Az adatok osszehasonlitasa Pairwise Multiple Comparison Procedure (Dunn's

crer

csoport (hO) és az alacsony PACAP koncentrdcio-alacsony petesejtszam csoport (IP-10)

kozott, NS:nem szignifikans.

PACAP Diff of Ranks Q P
PACAP-hP vs 66,024 5,659 P<0,05
PACAP-IP-IO

PACAP-hP vs 65,853 4,566 P<0,05
PACAP-hO

PACAP-hO vs 0,171 0,0171 NS
PACAP-IP-IO

PACAP Diff of Ranks Q P
ovum-hO vs 66,447 6,636 P<0,05
ovum-IP-1O

ovum-hO vs 62,167 4,311 P<0,05
ovum-hP

ovum-hP vs 4,280 0,367 NS
ovum-IP-1O
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A fentiekkel megegyezd cut-off értéket és csoportokat hasznélva a betegenként nyert petesejt
szamOk median értékei a hP (n=12), hO (n=17) és IP-IO (n=103) csoportokban 5,5 (4,0-10,0),
19,0 (15,0-21,7) és 5,0 (3,0-10,0) voltak. Az egyes csoportok median értékei kozotti

kiilonbségek statisztikai szignifikanciat mutattak (9. abra, 4. tablazat).

7.2.5. OHSS észlelése

A vizsgalatban részt vett betegeknél 3 esetben észleltliink enyhe fokit OHSS-t. Ebben a harom
esetben a tiiszéfolyadékban mért PACAP koncentraciok és a nyert petesejt szamok a
kovetkezOk szerint alakultak: 1.: 109 fmol/ml, 6/beteg; 2.: 312 fmol/ml, 8/beteg; 3.: 79
fmol/ml, 20/beteg. Ennek a harom betegnek az értékei a median + els¢ és harmadik
kvartiljében 109,0 fmol/ml (86,5-261,25 fmol/ml) volt a PACAP-ra nézve és 8,0 (6,5-17,0) a

petesejt szam tekintetében.
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7.3. Arginin szarmazékok és az IVF kimenetelének osszefiiggése

Ebben a vizsgalatban részt vevé paciensek atlagosan 3-34 honapja (atlag+SD:
14,1+5,6 honap), vettek részt IVF programban, koruk 22-41 év kozott (atlag=SD: 33,6+5,5
¢v), BMI-jiik 18,1-38,3 (4tlagtSD: 24,0+4,6) kozott volt.

A programba kertilésiik indikaciojat képez6 f6 diagnodzis az aldbbi megosztast mutatta:
andrologiai ok: 34 (31,5%), petevezeték eredetii ok (elzarodas, hiany, hydrosalpinx): 24
(21,4%), stlyos endometridzis 20 (18,5%) és ismeretlen eredetii medddség: 30 (28,6%). Ez
utobbi betegeknél kordbban 6 sikertelen inszeminaci6 tortént.

Az IVF soran nyert klinikai paraméterek a 5. tablazatban, az l-arginin és metilarginin
mérések, a beldlik képzett arginin metilaciés index (arg-Ml) és l-arginin/ADMA arany a

relevans klinikai valtozokkal egyiitt a 6. tablazatban lathato.



5. tablazat: In vitro fertilizacios paraméterek a nyert petesejtek szama Szerint
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csoportositva
Petesejt | Petesejt | Petesejt Erett Embrié Embrié Beiiltetett | Terhesség | lker
szam IVF-re | ICSl-re petesejt IVF-bél ICSI-bél embrié
ICSl-re

atlag 571 4,84 3,75 3,61 2,98 1,87 0,29 1,12

< n 14 56 56 13 54 61 61 16
9 SD 2,64 2,40 1,97 2,14 1,74 0,59 0,53 0,34
atlag | 10,82 10,46 8,91 5,30 6,06 2,00 0,52 1,31

> n 28 35 35 27 35 39 40 16
10 | sD 6,43 5,24 4,62 5,45 3,86 0,32 0,71 0,50
F= 8,05 48,31 54,43 8,49 26,21 1,61 3,45 1,63
P< 0,007 0,000 0,000 0,006 0,000 0,208 0,066 0,212

6. tablazat: L-arginin és metilarginin szintek, valamint I-arginin/ADMA arany és
arginin-metilacios index a nyert petesejtek szama szerint csoportositva

Petesejt l-arginin | ADMA | SDMA | MMA | l-arginin/ | arg-MI
szdm @M/N) | @MA | mMA | (uMA | ADMA
atlag | 52,67 0,89 0,446 | 0,094 | 108,74 10,29
<9 |n 66 66 66 66 66 66
SD 20,51 0,100 | 0,093 | 0,026 37,51 1,20
atlag 44,26 0,429 0,413 | 0,082 105,51 10,71
>10 | n 41 41 41 41 41 41
SD 20,14 0,096 | 0,098 | 0,021 42,91 2,39
F= 4,30 9,42 3,01 6,33 0,17 0,94
P< 0,041 0,003 0,086 | 0,013 0,68 0,33

Vizudlis binning segitségével, az adatokat két csoportra osztottuk a nyert petesejtek
szama alapjan. A 9, vagy anndl kevesebb petesejtet tartalmazd csoport, és a 10, vagy annél

tobb petesejtet tartalmazd mintékat hasonlitottuk dssze.
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A valtozok ANOVA analizise soran szignifikdns Osszefiiggést taldltunk, miszerint a
tobb nyert petesejtet tartalmaz6 csoportban magasabb volt mind a konvencionalis, mind az
ICSI modszerrel megtermékenyitett sejtek szama, tobb volt az érett petesejt szam ICSI
esetében ¢s tobb embridt nyertiink mind az IVF, mind az ICSI csoportban.

Amikor az l-arginin/NO rendszer elemein végeztiik el hasonlé modon a binnelést (6ssz
petesejt szam: =<9 ¢s >9), a kevesebb petesejt szamu csoporthoz emelkedett 1-arginin, ADMA
¢s MMA koncentraciok tartoztak. Az SDMA esetében ez az Osszefiiggés elmaradt a

szignifikancia kiiszobt6l, mig az l-arginin/ADMA arany ¢€s arginin metilacidés index nem
fliggott a petesejt szamtol (6. tablazat).

Az adatainkat az embri6 szam alapjan binnelve (n=<6 és n>6) olyan tovabbi
eredményeket nyertiink, miszerint az l-arginin és metilalt produktumai szintjének kedvezo
hatasa van a fertilizacid sikerére. Konkrétan ez azt jelentette, hogy alacsonyabb embri6é szam
szignifikdnsan magasabb l-arginin, ADMA, SDMA, MMA és arginin metilacios index-szel
jart, ugyanakkor ez nem jart az l-arginin/ADMA arany (az NO termelés/biohasznosulés

jellemzéje) szignifikans emelkedésével (7. tablazat).
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7. tablazat: L-arginin és metilarginin szintek, valamint l-arginin/ADMA arany és
arginin-metilacios index a nyert embriok szama szerint csoportositva

Ossz embrié | l-arginin | ADMA | SDMA | MMA | l-arginin/ | arg-MI
szam (uM/) @MA | M1 | (uM/1 | ADMA
atlag 51,74 0,470 | 0,437 | 0,092 111,72 10,04

<6 |n 29 29 29 29 29 29

SD 19,35 0,094 0,065 | 0,014 37,05 1,54

atlag 33,57 0,368 0,357 | 0,066 102,10 12,04

>6 | n 11 11 11 11 11 11
SD 10,22 0,142 0,128 | 0,027 39,34 3,65

F= 8,58 6,88 6,66 11,89 0,52 6,09
P< 0,005 0,012 0,014 | 0,001 0,475 0,018

A Spearman’s rank korrelacio analizis szignifikdnsan inverz korreldciét mutatott az
IVF embrio szam és az l-arginin (r=-0,507, p<0,001), ADMA (r=-0,356, p<0,024), SDMA
(r=-0,347, p<0,028), MMA (r=-0,449, p<0,004) és az l-arginin/ADMA arany (r=-0,328,
p<0,031) tekintetében. Ezzel ellentétben az arginin metilacios index direkt dsszefiiggést mutat
az IVF embrié szammal (r=0,426, p<0,006). Az IVF embri6o szamon til, az IVF petesejtek
szama is ellentétes kapcsolatban van az ADMA (r=-0,202, p<0,037) és MMA (r=-0,384,
p<0,012) szintekhez és pozitiv az Osszefiiggése az arginin metilacids indexszel (r=0,450,
p<0,003).

Erds pozitiv korrelaciot észleltiink, a tlisz6folyadék I-arginin szintje és metilalt
produktumai kozott: az emelkedett I-arginin termelddés fokozott ADMA (r=0,377, p<0,000),
SDMA (r=0,526, p<0,000) és MMA (r=0,446, p<0,000) felhalmozddassal jart. Tovabba a
kalkulalt 1-arginin/ADMA arany pozitivan (r=0,803, p<0,000), az arginin metilacidés index

azonban negativan kapcsolodott az I-arginin (r=0,246, p<0,011) szinthez.
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8. Megbeszélés

8.1. Ovaridlis hiperstimuldcios szindroma profilaxisa aszpirinnel

Az ovarialis hiperstimulacios szindroma egy sulyos, potencialisan ¢életveszélyes,
iatrogén allapot, melyet a tulstimulalt petefészkekbdl kiaramlé vazoaktiv anyagok hoznak
1étre. Az asszisztalt reprodukcids eljarasok elterjedésével és az in vitro fertilizacids ciklusok
emelkedésével szamolnunk kell az OHSS szdmanak novekedésével is.

A betegség 16 ismérve a VEGF altal kivaltott megnovekedett kapillaris permeabilitas,
amely korreldl az emelkedett trombocita aktivacidval. Az aktivalt trombocitdkbdl hisztamin,
Szerotonin, trombocita eredetli novekedési faktor (PDGF), illetve lizofoszfatid sav szabadul
fel (Siess 2002; Chen et al., 2008). Ezek az anyagok tovabbi patofizioldgiai folyamatot
indithatnak el, melyek OHSS-hez vezetnek. A pontos mechanizmus nem tisztazott, de szamos
faktornak van szerepe az OHSS kialakulasban kozvetve, vagy kozvetleniil a VEGF-re hatva.
A hCG noveli a VEGF expresszidjat human granuléza sejtekben és a VEGF szérum
koncentraciojat is emeli (Elchalal et al., 1997; Neuéen et al., 1995). A gyorsan emelkedé hCG
az oka a terhesség esetén stilyosabb lefolyasnak is.

Az ovulacié indukcid okozta trombocita aktivacionak is szerepe van az OHSS
patomechanizmusaban. OHSS gyakrabban alakul ki fiatal, vékony testalkatl, policisztas
petefészek szindromés nékben €s azokban, akik kordbban mar szenvedtek a betegségben.
Ezek alapjan allitottuk fel azt a hipotézist, mely szerint az aszpirin kezelés dnmagaban is
alkalmas az OHSS prevenciojara (Varnagy et al., 2008).

Ennek igazolasara randomizaltan alkalmaztuk az aszpirint az OHSS szempontjabol magas és
alacsony rizikoju betegeknek in vitro fertilizacios kezelés soran és meghatdroztuk az egyes
csoportokban eléfordulo OHSS gyakorisagat.

Vizsgalatunkban az aszpirinnel kezelt betegek kozott csupan 2 esetben (0,25%) észleltiink

stlyos, vagy kritikus stddiumia OHSS-t, mindkét beteg a magas rizikdju csoportba tartozott.
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Azok kozott a betegek kozott azonban, akik aszpirin terapiaban nem részesiiltek 43 (8,4%)
esetben alakult ki OHSS. Ezzel parhuzamosan nem észleltiink OHSS-t az alacsony rizikoja
csoportban. Miutan szignifikans eltérés mutatkozott OHSS tekintetében az aszpirin kezelt és
nem kezelt betegeknél a magas rizikdju csoportban, az aszpirinnek egy eddig nem leirt
kedvezd hatasarol vonhatunk le kovetkeztetést. Tovabbd miutan ugyancsak észleltiink enyhe
foki OHSS-t a magas rizikoju aszpirin kezelt csoportban, feltételezhetd, hogy az aszpirin
nemcsak a korkép prevencidjara megfeleld, hanem a csokkenti a tlinetek és ezaltal az OHSS
stddiumanak stlyossagat is.

A terhességi kimenetelt vizsgalva eredményeinkben nem észleltiink szignifikans eltérést a
vizsgalt csoportok kozott, ez megfelel mas szerz6 aszpirinnel kapcsolatos hasonld vizsgalati
eredményeinek (Khiary et al., 2007). Ugyanakkor miutan csupan két esetben észleltiink
aszpirin  kezelés mellett sulyos, vagy kritikus OHSS-t, minden esetben ajanljuk a
profilaktikus, alacsony doézisu aszpirin adasat azoknak a betegeknek, akik OHSS
szempontjabol magas rizikdjuak a korkép prevencidjara, illetve a tiinetek enyhitése céljabol

(Varnagy et al., 2010).

8.2. PACAP 38 jelenléte tiiszofolyadékban

Vizsgalataink alapjan kimutattuk, hogy a PACAP38 megtalalhat6 az altalunk vizsgalt
0sszes human tiiszéfolyadékban. A tiiszéfolyadék médiumként szolgal a fejlodd petesejt
szamara, illetve fontos szerepet tolt be a germindlis sejtek morfoldgiai és funkcionalis
fejlddésében. A PACAP kimutathaté fejlodési stadiumtol fiiggden a nagy érett tiiszok
granuloza sejtjeiben peteérés elott. Kisebb mennyiségben azonban éretlen antrélis és
preantralis tiiszokben is expresszalodik (Gras et al., 1996; 2005; Park et al., 2001). Ezen kiviil
kimutattadk a PACAP receptort is a fejlodo tiiszokben (Barberi et al.,2007; Park et al., 2000;

Vaccari et al., 2006). A sargatestben mind a PACAP-ot, mind a PACI1 receptort kimutattak
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(Kotani et al., 1997). Valészinli, hogy a peptid szerepet jatszik a primordidlis csirasejtek
fejlédés elinditasaban (Gras et al., 2005), a petesejtek meiotikus fejlodésében (Apa et al.,
1997a) és a petefészek hormon- illetve enzim termelésében (Apa et al., 1997b; 2002; Sayasith
et al., 2007). Az altalunk végzett vizsgalatban a PACAP-ot kimutattuk a tiiszéfolyadékbol. Ez
alatamasztja azt a feltételezést, miszerint a PACAP fontos biologiai szerepet tdlt be a
tenyésztd folyadékként funkcionald tliszéfolyadékban a fejlodd petesejtek szamara. A

finomabb élettani mechanizmusok pontos tisztazasa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

A PACAP koncentraci6 meghatarozasara iranyul6 vizsgalataink eredményei, mindazon tul,
hogy megerésitették a human follikularis folyadék mintakban a PACAP jelenlétére vonatkozo
korabbi eredményeinket, a PACAP koncentraci6 és a petefészek gonadotropinokra adott
valasza kozotti lehetséges élettani kapcsolatra vetitett - tudomasunk szerint elsé alkalommal -
fényt.

Ebben a vizsgalatban két cut-off értéket allapitottunk meg, egyiket a tiisz6folyadék PACAP
petesejtek szama a betegenkénti 14-et meghaladta, a PACAP koncentracié 290 fmol/ml alatt
volt, 106,5 fmol/ml medidn értékkel. Ezen talmenden minden esetben, amikor a PACAP
koncentracié 290 fmol/ml feletti volt, (411,2 fmol/ml median értékkel) a betegenként nyert
petesejtek szama 14 alatt volt. A kiilonbség mind a két csoport PACAP koncentracioja, mind
pedig a nyert petesejtek szama tekintetében statisztikailag szignifikéans volt.

Ezek az értékek rairanyitjadk a figyelmet az ovaridlis hiperstimulacios szindroma (OHSS)
patomechanizmusara is. Az korabban is felismerést nyert, hogy az OHSS nagyobb
valoszinliséggel fejlodik ki azon szuperovulacids kezelésben részesiilé betegekben, akiknek
szignifikansan tobb tiisz6je van a hCG adas napjan (Navot et al., 1992, Jayaprakasan et al.,

2007).
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Egy korabbi prospektiv tanulmanyban az OHSS kialakulasa szempontjabol a hCG adasakor
kritikus tiisz6szam 13 volt (Papanikolau et al., 2006). Ez a cut-off érték egybevag az altalunk
alkalmazottal is, ahol szignifikansan alacsonyabb PACAP koncentraciot talaltunk a tiiszd
folyadékban. Ez azt is jelentheti, hogy a magasabb PACAP koncentraci6 a tiiszéfolyadékban
indikator szerepet tolthet be a tliszéfejlodés tekintetében, mig az alacsony PACAP szint az
OHSS kialakulasanak veszélyét jelezheti elore.

A kozvetlen kapcsolat a tiiszOk szdma és a PACAP koncentracio kozott ismeretlen, az
adataink OHSS vonatkozéasaban korlatozottak (pl. enyhe stddium nem fordul orvoshoz), végso
kovetkeztetéstdl igy tartozkodunk, de az mindenképpen figyelemre méltod, hogy az OHSS-ben
szenvedd betegek koziil kettének alacsony PACAP koncentracidja volt, a harmadik esetben
pedig a koncentracid a csoport elsé kvartiljébe esett (312 fmol/ml).

Osszegezve elmondhatjuk, hogy irodalmi ismereteink szerint ez az elsé tanulmany, ami
kapcsolatot jelez a tiisz6folyadék PACAP koncentracidja és a nyert petesejtek szama kozott.
A PACAP-nak ebben a folyamatban jatszott pontos élettani szerepe ismeretlen, azonban a
kordbban mar megismert, hormontermelésre gyakorolt hatdsa alapjan feltételezhetd a peptid
szerepe a petesejtérésben, a tiiszéfejlodésben. Az Osszefiiggések részletesebb feltarasara

vonatkozdan azonban még tovabbi vizsgalatok sziikségesek.



53

8.3. Az NO rendszer kapcsolata az IVF kimenetelével

Vizsgalatunkkal igazoltuk, hogy az IVF kezelésben részt vevé ndk tiiszéfolyadéka
tartalmazza az l-arginin/NO rendszer legfontosabb elemeit, ide értve az l-arginin, ADMA,
SDMA és MMA vegyiileteket. Tovabba az l-arginin/NO rendszer fokozott aktivacidjanak
kedvezd hatasa van a reproduktiv kimenetelre, amit a tlisz6folyadékban az emelkedett I-
arginin és metilarginin szintek esetén észlelt csokkent petesejt szam és alacsonyabb embrid
szam jelez - akar az ICSI, akar az IVF csoportban.

Azon tanulmanyok, melyek megkisérelték definialni a tiisz6folyadék NO tartalmanak

szerepét a petesejtérésben, a fertilizacidban és az embrid fejlodésében, ramutattak az NO
rendszer minden alkotoelemeinek expressziojara kiilonb6z6 petefészek eredetti sejtekben a
tiisz6érés soran €és a praeimplantalt embrioban (Roselli et al., 1998; Gouge et al., 1998;
Saxena et al., 2000; Tranguch et al., 1998). Ezzel egyiitt meg kell jegyezni, hogy olyan
allatkisérletes modellben, ahol az NO rendszert kodold génszakasz egyik alléljat karositottak,
a beavatkozas nem jart reproduktiv eltéréssel, ugyanakkor mindkét allél karositasa
(INOS/eNOS, eNOS/nNOS, iNOS/nNOS) a korai embrionalis fejlodés gatlasaval jar
(Tranguch et al., 1998; Sengoku et al., 2001; Huang, 2000; Drazen et al., 1999).
Amikor a kultarahoz NO rendszer gatld L-NA-t és/vagy L-NAME-t adtak, az embrio
fejlodésének gatlasat észlelték. Ezek a gatld6 mechanizmusok ugyanakkor NO donor adasaval,
illetve masodlagos messenger CGMP analogok adasaval visszafordithatok (Gouge et al., 1998;
Tranguch et al., 1998; Chen et al., 2001).

Jelen tanulmanyunkban a tiisz6folyadék NO, illetve stabil metabolitjainak (nitrit,
nitrat) szintjét nem mértiik, ehelyett az I-arginin/ADMA arannyal szamoltunk, ami az NO
termelddés/biohasznosulds jellemzd markere. Ennek hasznalata behatérolt, Ggy tlinik nem
fiigg Ossze a nyert, illetve ezen beliil az érett petesejtek szamaval, a kiilonbozo fertilizacios

technikak soran nyert embriok szamaval és a terhességi kimenetellel.
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Az NO rendszer aktivitasa azonban szubsztrat fliggé: az endogén arginin szintézis és a
sejt altal kation-aminosav transzporttal felvett arginin szabalyozza az NO rendszer aktivitasat
(Bogle et al., 1992; Morris and Billiar, 1994; Nussler et al., 1994). Per os bevitt I-arginin
szupplementacié kontrollalt ovarialis hiperstimulacion atesé IVF programban részt vevé nok
esetében emelkedett NO, /NO3™ koncentraciokkal jart, hatranyos kovetkezményekkel mind az
embrido mindségre, mind az implantaciora, mind a terhességi ratara (Battaglia et al., 2002).
Ezek az eredmények alatamasztjak sajat megfigyeléseinket, miszerint az emelkedett
tiisz6folyadék l-arginin szint alacsonyabb petesejt és embrioszammal jar. Masrészrél a kora
terhességben étrendszertien alkalmazott arginin bevitel megnovelte az embrid talélést és
lecsokkentette a szérum I-arginin és NO metabolit szintjét patkanyban (Zeng et al., 2008).

Az l-argininen tal, az intrafollikularis metilargininek szintje is ellentétes korrelaciot
mutat a petesejt nyerés ¢és a fertilizdcid tekintetében. A reaktiv oxigén gyokok és a
gyulladdsos citokinek kozotti szinergizmus hozzdjarul a kiillonbozé metilargininek
et al., 2003). Az ADMA ¢és az MMA gatolja a NO rendszer aktivitasat és a cellularis I-arginin
felvételt, ugyanakkor az SDMA is gyenge gatldja a cellularis l-arginin transzportnak. Azon
enzimek, igy példaul a protein metiltranszferaz (PRMT) és a DDAH aktivitasa, melyek az
vagyis az oxidativ stressz fokozza a PRMT, gatolja a DDAH aktivitasat, ami emelkedett
ADMA ¢s MMA koncentracidkhoz vezet (Sydow and Miinzel, 2003).

Ugyancsak meg kell jegyezni, hogy az l-arginin és metilargininek fokozodd fehérje
szintéziskor és/vagy proteolizis soran szimultan szabadulnak fel azon apoptotikus
folyamatokban, amelyek a petesejtérést és a korai embrionalis fejlédést kisérik (Baka et al.,

1998). Ennek a folyamatnak azért van jelentOsége, mert a tiiszéfolyadékban 1évé6 SDMA,
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mely nem megy keresztiil enzimatikus degradacion (Kielstein et al., 2006), ugyanolyan
esszencialis, mint az ADMA és az MMA, amely a DDAH altal metabolizal6dik.

A szoros kapcsolat, ami az arginin metilacios index és az IVF petesejt és embrio szam
kozott van, tovabbi magyarazatra szorul. A legjabban kozolt arginin metilacios adatok
szerint az arginin metilaciés index egy fiiggetlen riziké faktor a koronaria artérias
megbetegedések €és a késébbi sulyos kardialis torténések vonatkozasaban (Wang et al., 2009).
Az arginin metilaciés index csupan a metilacié folyamatat szamszeriisiti, magat a metil
csoportot ehhez a folyamathoz a folat dependens homocisztein/metionin ciklus nyujtja
(Lucock, 2000). Ennek kovetkeztében az arginin metilacios index csokkenése jo indikatora a
metilacios folyamat defektusanak. Az elégtelen metilacionak szamos negativ hatasa van,
ugymint kéros gén expresszid, gatolt petesejtérés, rossz embrié mindség, és korai terhességi
veszteség (Forges et al., 2007; Kim et al., 2009).

Mindent egybevetve, a tiisz6folyadék l-arginin és metilalt metabolitjainak meghatarozasa—
ADMA, SDMA, MMA - in vitro fertilizacidban részt vevd pacienseknél klinikai
jelentdséggel bir, hiszen prediktiv értéke van a petesejt mindségre, a maturaciora, a Korai
embrionalis fejlédésre, és a terhességi kimenetelre (Bodis et al., 2010). Tovabbi tanulméanyok

sziikségesek a metilarginin pontos hatasanak feltérképezésére IVF soran.
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9. Uj eredmények isszefoglaldsa

9.1. A patofiziologiai ismeretek boviilésével egyre n6é az ovarialis hiperstimuléacios szindroma
megelézési lehetdségeinek tarhaza, fontos azonban, hogy csak a témaban jaratos szakemberek
végezzenek ovulacid indukcios kezelést. A klinikdnkon elvégzett randomizalt tanulmannyal
igazoltuk, hogy az alacsony dézist aszpirin adasa hatasos a stlyos OHSS megeldzésében,
illetve a tlinetek enyhitésében.

9.2. A human follikuléris folyadékban igazoltuk a PACAP jelenlétét. Ez alatamasztja azt a
feltételezést, miszerint a PACAP fontos biologiai szerepet tolt be a tenyésztd folyadékként
funkcional¢ tiisz6folyadékban a fejlddd petesejtek szdmara.

9.3. Elsdként irtunk le dsszefliggést a PACAP koncentracid és a petefészek gonadotropinokra
adott valasza kozott, mely a lehetséges élettani kapcsolatokra utal. Ezek az eredmények
rairanyitjak a figyelmet az ovarialis hiperstimulacios szindroma (OHSS) patomechanizmusara
is, hiszen a magasabb PACAP koncentraci6 a tiiszéfolyadékban indikator szerepet tolthet be a
tiisz6fejlodés tekintetében, mig az alacsony PACAP szint az OHSS kialakuldsanak veszélyét
jelezheti eldre.

9.4. Vizsgalatunkkal igazoltuk, hogy az IVF kezelésben részt vevd ndk tiiszéfolyadéka
tartalmazza az l-arginin/NO rendszer legfontosabb elemeit, a rendszer fokozott aktivacidjanak
kedvezd hatasa van a reproduktiv kimenetelre. Ez az 6sszefliggés klinikai jelentdséggel is bir,
hiszen, a tiisz6folyadékban az emelkedett l-arginin és metilarginin szintek alacsonyabb

petesejt €s embrio szamot jeleznek, mely Osszefiiggést korabban nem volt ismert.
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