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Fold népessége — IVF fejlodése

1978 : 4,5 milliard Luise Brown (elso ,,Jombik bébi”)
2013: 7,2 milliard 5.000.000 lombik bébi

IVF ciklus/év
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USA : 6,8% évi emelkedés.
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Terhességi rata I.

Minden mikromanipulacids, mikrosebészeti
és embrid tenyésztési technika ellenére, a
terhességi és szliletési rata messze elmarad a

varttol.

Az europai IVF regiszter adatai szerint (2016):

- Terhességi rata: 27,8%-33,8%.
- J[Embrié 90% felett!/




Terhességi rata Il.
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Macklon et al 2002.
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Kutatasi terllet

1. IVF mellékhatasainak csokkentése
- hiperstimulacio profilaxis
2. Hatékonysag fokozasa
- Tusz6folyadék vizsgalatok
- Embrionalis tapoldat vizsgalatok



Ovarialis hiperstimulacios szindroma

Patomechanizmus:

1. Ovarialis stimulacio

Vazoaktiv anyagok, citokinek felszaporodasa
Megnovekedett kapillaris permeabilitas

Folyadékkiaramlas a harmadik folyadéktérbe (ascites,
hydrothorax)

Intravaszkularis dehidracio
Hemokoncentracio
Trombazis, oliguria

ARDS
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Ovarialis hiperstimulacios szindroma

Teodria:

Ovulacid: trombocita aktivacioval jaré gyulladasos folyamat
Abisogun et al., 1989

Szuperovulacios kezelés: trombocita , hiperstimulacio”

l

Aszpirin (acetilszalicilsav): gatolja a trombocita , hiperstimulaciot”
(VEGF /)
l

OHSS prevencio ?

P




Ovarialis hiperstimulacios szindroma

Csoportok:
1. Aszpirin kezelésben részesiilok:
a) 52%-a (n=780) magas rizikdéju
b) 48%-a(n=723) alacsony rizikéju
2. Aszpirin kezelésben nem részesiilok:
a) 45%-a (n=412) magas rizikéju
b) 55%-a (n=510) alacsony rizikéju

Osszesen 1,8% (n=45) OHSS (sulyos, vagy kritikus)



Ovarialis hiperstimulacios szindroma
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Varnagy A., Bodis J., Wilhelm F., Manfai Z., Koppdn M. Low-dose aspirin therapy to prevent ovarian hyperstimulation
syndrome. Fertility and Sterility 2010;,93(7):2281-2284.



Tuszo6folyadék vizsgalatok |.

Cél:

1. Adott anyag jelenlétének igazolasa
tusz6folyadékban.

2. Mennyiségi meghatarozasa.

3. Osszefiiggés vizsgalata a mennyiség

és az ovarialis valasz k6zott. sersctdiccd bt llpc bl

Modszer:

=

IVF-es betegek tiisz6folyadéka
Tomegspektrométer (MALDI)
Radioimmunoassay (RIA)
ELISA
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Tusz6folyadék vizsgalatok Il.

Biomarkerek vizsgalata tuiszofolyadékban
- neuropeptidek
- PACAP

< metabolikus hormonok™>

- inzulin, rezisztin, ghrelin

- aminosavak:
- arginin szarmazékok
zérmazékok
- h6 sokk proteinek:
- fetuin
- ,anti-aging” faktorok:
- klotho



Metabolikus hormonok és az IVF
kimenetelének kapcsolata

A normal petesejt érés és az embrid fejlédés szorosan kotddik a sejtek
energiatermeléséhez és az energia metabolizmusahoz.

Klinikai jelent6ség: a beteganyagban sokan érintettek PCO, inzulin
rezisztencia, 2.tipusu DM-ben.

A keringé metabolikus hormonok koziil a leptin, ghrelin és az adiponektin és
a receptoraik mikodésérél mar korabban bebizonyosodott, hogy az intraovarialis
szabalyozasban is szerepet jatszanak.

Ebben a tanulmanyban a tisz6folyadékban vizsgaltuk az érintett hormonok
(kilonosen az inzulin, rezisztin) és az asszisztalt reprodukcié kapcsolatat.



Tusz6folyadék leptin, ghrelin, inzulin, adiponektin és rezisztin szintjei a petesejt és
embrioszam fiiggvényében in vitro fertilizacié soran
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N 66 66 66 66 66
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Varnagy A, Bodis J, Kovacs GL, Sulyok E, Rauh M, Rascher W. Metabolic hormones in follicular fluid in women undergoing in
vitro fertilization. JOURNAL OF REPRODUCTIVE MEDICINE 58:(7-8) pp. 305-311. (2013)




Tiszofolyadék leptin, ghrelin, inzulin, adiponektin és rezisztin szintjei a petesejt és
embridszam filiggvényében in vitro fertilizacié soran (Spearman korrelacids
koefficiensek)
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szam

0.474% - -0.366*  -0.050 0265  -0.002 0.228
0.190x  -0366* - 0.064  0.358> -0.051 0.028
-0.073 -0.050 0.064 - 0.009  0.153 -0.032
“ 20209 0265 0358  0.009 - -0.193 -0.147
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Varnagy A, Bodis J, Kovacs GL, Sulyok E, Rauh M, Rascher W. Metabolic hormones in follicular fluid in women undergoing in
vitro fertilization. JOURNAL OF REPRODUCTIVE MEDICINE 58:(7-8) pp. 305-311. (2013)
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KonklGzid

lgazoltuk, hogy a f6 metabolikus hormonok, (leptin, inzulin,
adiponektin, rezisztin, ghrelin) jelen vannak a tiisz6folyadékban és
szerves részei az intraovarialis regulacionak.

Akar onmagukban, akar egymassal interakcioban
hatassal vannak a reproduktiv kimenetelre.

A rezisztin el6nyds, mig a leptin, inzulin, adiponektin, és
ghrelin kedvezétleniul, vagy nem szignifikansan hat az [IVF-re
(természetesen  ezek  pontositasahoz  tovabbi  vizsgalatok
szukségesek).



Karnitin szarmazakok és az IVF
kimenetelének kapcsolata

A szabad zsirsavak a béta oxidacio soran metabolizalédnak, ezt pedig az L-karnitin
medialja.

Ez utdbbi szabad és észterifikalt formaban van jelen a sejtekben és testvaladékokban
(hosszu lancu zsirsavak szallitasa a mitokondriumba, rovid és kézepes lancu zsirsavak szallitasa a
peroxiszomabadl a mitokondriumba, és a mitokondriumbdl a toxikus acil reziduumok eltavolitasa).
Ebbdl kovetkezik, hogy kévetkeztetni lehet a mitokondrialis diszfunkcidkra, igy a kdros petesejt és
embrio fejlodésre.

Ebben a tanulmanyban a szabad karnitin, és az acil-karnitin észterek és az asszisztalt
reprodukcio kimenetele kozotti 6sszefliggést vizsgaltuk.
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Varnagy A, Bene J, Sulyok E, Kovacs GL, Bddis J, Melegh B. Acylcarnitine esters profiling of serum and follicular fluid in patients
undergoing in vitro fertilization. REPRODUCTIVE BIOLOGY AND ENDOCRINOLOGY 11:(1) Paper 67. 9 p. (2013)



Szabad karnitin
Total acylkarnitin
Total karnitin
AC/FC arany
Total rovid-lancd acylkarnitin
Total kdzepes-lancu acylkarnitin
Total hosszu-lancu acylkarnitin
Rovid-lancu acylkarnitin
C2-carnitine
C3-carnitine
C4-carnitine
C5-carnitine
C5-0OH carnitine
Kozepes-lancu acylkcarnitin
C6-carnitine
C8-carnitine
C8:1-carnitine
C10-carnitine
C10:1-carnitine
C12-carnitine
C12:1-carnitine
Hosszu-lancu acylkarnitin
Cl4-carnitine
Cl4:1-carnitine
Cl16-carnitine
C18-carnitine
C18:1-carnitine
C18:2-carnitine
Dicarboxyl acylkarnitin
C4DC-carnitine

C5DC-carnitine

Varnagy A, Bene J, Sulyok E, Kovacs GL, Bddis J, Melegh B. Acylcarnitine esters profiling of serum and follicular fluid in patients

Szérum/
Petesejt szam
<9

N=29

Median (IQR)

28.667 (6.090)
9.147 (2.268)
36.940 (6.965)
0.316 (0.075)
7.860 (1.492)
0.715 (0.257)
0.347 (0.060)

7.393 (1.445)
0.185 (0.075)
0.143 (0.058)
0.058 (0.025)
0.023 (0.010)

0.027 (0.013)
0.100 (0.037)
0.035 (0.018)
0.215 (0.130)
0.160 (0.063)
0.060 (0.023)
0.070 (0.023)

0.023 (0.010)
0.057 (0.023)
0.090 (0.027)
0.033 (0.010)
0.093 (0.032)
0.057 (0.013)

0.030(0.017)
0.090 (0.037)

>9
N=13

Median (IQR)
24.897 (4.137)
8,76Z.10.960
32.869 (4.616
0.345 (0.073)
7.787(1.172)
0.648 (0.275)
0.312(0.072)*

0

7.470 (1.123)
0.180 (0.063)
0.140 (0.058)
0.050 (0.020)
0.030(0.010)

0.027 (0.007)
0.093 (0.040)
0.040 (0.028)
0.215 (0.098)
0.140 (0.033)
0.055 (0.018)
0.057 (0.020)

0.020 (0.007)
0.040 (0.030)*
0.080 (0.037)
0.027 (0.013)
0.080 (0.037)
0.043 (0.020)

0.030(0.010)
0.075 (0.023)

Tusz6folyadék/
Petesejt szam

<9
N=29
Median (IQR)

28.768 (4.408)
7.997 (1.825)

37.098 (5.845)
0.280 (0.0499
7.373 (1.8459
0.313 (0.1209
0.140 (0.027)

6.833(1.622
0.210 (0.070
0.170 (0.081
0.053 (0.013
0.020 (0.007)

)
)
)
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0.023 (0.010)
0.053 (0.022)

>9
N=13

Median (IQR)

U.053) #
0.153 (0.033)
0.050 (0.010)

0.020 (0.003)

0.020 (0.003)
0.053 (0.027)
0.030 (0.027)
0.055 (0.030) #
0.070 (0.023)
0.020 (0.003)
0.020 (0.010)

0.010 (0.003)
0.017 (0.007)
0.040 (0.013)
0.013 (0.010)
0.030(0.010)
0.020 (0.013)

0.027 (0.007) #
0.050 (0.010)

undergoing in vitro fertilization. REPRODUCTIVE BIOLOGY AND ENDOCRINOLOGY 11:(1) Paper 67. 9 p. (2013)



Szadad karnitin
Total acyl-karnitin
Totdl karnitin
AC/FC arany
Totdl révid-lancd acylkarnitin
Total kozepes-lancu acykarnitin
Total hosszu-lancu acylkarnitin
Rovid-lancu acylarnitin
C2-carnitine
C3-carnitine
C4-carnitine
C5-carnitine
C5-OH carnitine
Kozepes-lancu acylkarnitin
C6-carnitine
C8-carnitine
C8:1-carnitine
C10-carnitine
C10:1-carnitine
C12-carnitine
C12:1-carnitine
Hosszu-lancu acylcarnitin
Cl14-carnitine
C14:1-carnitine
Cl16-carnitine
C18-carnitine
C18:1-carnitine
C18:2-carnitine
Dicarboxyl acylkarnitin
C4DC-carnitine

C5DC-carnitine

Varnagy A, Bene J, Sulyok E, Kovacs GL, Bddis J, Melegh B. Acylcarnitine esters profiling of serum and follicular fluid in patients

Szérum
embrié szam
<6

N=28

Median (IQR)

28.623(6.217)
9.148 (2.2399
37.100 (6.500)
0.317 (0.0749
7.893 (1.4489
0.722 (0.2669
0.346 (0.051)

7.393 (1.445)
0.183 (0.083)
0.143 (0.063)
0.060 (0.023)
0.023 (0.010)

0.028 (0.013)
0.102 (0.036)
0.037 (0.018)
0.220(0.138)
0.163 (0.067)
0.058 (0.022)
0.068 (0.025)

0.023 (0.010)
0.056 (0.023)
0.088 (0.026)
0.033 (0.010)
0.093 (0.029)
0.055 (0.015)

0.028 (0.017)
0.092 (0.040)

>6
N=14

Median (IQR)

24.955 (4.592)

8.605 (1.500)

0.33370.072)
7.598 (1.676)
0.619(0.242)
0.313(0.093)

7.470 (1.123)
0.183 (0.058)
0.135 (0.052)
0.048 (0.019)
0.030 (0.010)

0.025 (0.008)
0.087 (0.046)
0.035 (0.025)
0.206 (0.095)
0.140 (0.030)
0.056 (0.020)
0.058 (0.019)

0.022 (0.009)
0.042 (0.030)*
0.080 (0.0239
0.028 (0.016)
0.085 (0.040)
0.047 (0.020)

0.030 (0.008)
0.078 (0.024)

Tlsz6folyadék
embrié szam

N=28
Median (IQR)

28.698 (4.914)
7.905 (1.713)
36.912 (5.838)
0.279 (0.047)
7.316(1.633)
0.318(0.121)
0.140 (0.024)

6.805 (1.525)
0.218(0.071)
0.177(0.085)
0.053 (0.013)
0.020 (0.007)

0.020 (0.013)
0.060 (0.023)
0.030(0.018)
0.073 (0.026)
0.073 (0.028)
0.020 (0.004)
0.022 (0.013)

0.010 (0.004)
0.020 (0.011)
0.038 (0.008)
0.013 (0.007)
0.035(0.011)
0.020 (0.007)

0.023 (0.010)
0.055 (0.021)

>6
N=14

Median (IQR)

5.887 (5.559)3

6.938 (1.972)
32.956 (6.978)
0.281 (0.065)
6.482 (1.900)
0.276 (0.073)
0.127 (0.042)

6.053 (1.844)
0.178 (0.048)
0.150 (0.032)
0.048 (0.012)
0.018 (0.003)

0.020 (0.003)
0.050 (0.025) #
0.030 (0.026)
0.055 (0.027) #
0.070 (0.020)
0.020 (0.006)
0.020 (0.010)

0.010 (0.003)
0.017 (0.007)
0.040 (0.012)
0.013 (0.009)
0.030(0.013)
0.020 (0.012)

0.027 (0.007) #
0.050 (0.013)

undergoing in vitro fertilization. REPRODUCTIVE BIOLOGY AND ENDOCRINOLOGY 11:(1) Paper 67. 9 p. (2013)



KonklGzio

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a jobb reprodukcios

képességgel rendelkezo, IVF-ben részt vevo egyénekben a karnitin
szintek, mind a szérumban, mind a tlisz6folyadékban szignifikdnsan
alacsonyabbak, mely arra utal, hogy a karnitin fogyasztas magasabb,
igy a P-oxidacio folyamata fokozott, ami hozzajarul ahhoz, hogy ezen
egyenekben a jobb fejlodesi potencial 1€trejojjon, mind a petesejtekben,
mind az embridban.

A karnitin profil analizise arra enged kovetkeztetni, hogy a
kelld szamu petesejt és embrid fejlddését L-karnitin adasaval segiteni
lehet.



Tapoldat markerek

Blastocyst

Az embri6 metabolizmusa alapvet6en
meghatarozza a viabilitast, az életképes embrio
biolégiai ujjlenyomattal rendelkezik ami felismerheté
d tépoldatéban is. Individual Blastocyst

Microdrop Culture

|

Analysis of Spent
Media

/ J\ML\

Euploid Implanted
Blastocyst Secretome

Euplold nonimplanted Aneuploid
Blastocyst Secretome Blastocyst Secretome

Katz-Jaffe MG, McReynolds S. Embryology in the era of
proteomics. FERTILITY AND STERILITY 99(4):1073-7. (2013).




Alfa-1 haptoglobin fragmens
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Error bars: +- 2 SE

* A protein fragmens mennyiségében szignifikans klilonbség
latszik a ,,viabilis” és a ,nem-viabilis” embriok mintai kozott
Montskd G, Zrinyi Z, Janaky T, Szabd Z, Varnagy A, Kovacs GL, Bddis J. Noninvasive embryo viability assessment by quantitation

of human haptoglobin alpha-1 fragment in the in vitro fertilization culture medium: an additional tool to increase success rate
FERTILITY AND STERILITY 103:(3) pp. 687-693. (2015)



Eredmények (vak vizsgalatok)

A mikroszkopos értékelés
alapjan valamennyi embrio
»beitltethet6” mingsitést kapott
(n=90)

A biokémiai vizsgalat alapjan
37 embri6 bizonyult nem-
¢letképesnek és 53
életképesnek

Egy esetben sem vezetett élve
szilletéshez biokémiailag
életképtelennek diagnosztizalt
embriok betiltetése

A kontraszelekci6 sikeressége
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n=29
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BIOCHEMICAL "DIAGNOSIS"
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Montskd G, Zrinyi Z, Janaky T, Szabd Z, Varnagy A, Kovacs GL, Bddis J. Noninvasive embryo viability assessment by quantitation
of human haptoglobin alpha-1 fragment in the in vitro fertilization culture medium: an additional tool to increase success rate

FERTILITY AND STERILITY 103:(3) pp. 687-693. (2015)



Lab on a chip

European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM)
2015:"EFLM-Abbott Diagnostics Award for Excellence in Outcomes Research in Laboratory
Medicine"




Extracellularis vesiculumok
embrionalis tapoldatban




Extracellularis vesiculumok
embrionalis tapoldatban

Cél:
* igazolni a tapoldatban a vesicula jelenlétét
— membranspecifikus (Annexin kotédés)
— az ,ures” tapoldatban nem kimutathatd (HSA!)
* a nukleinsavat tartalmazo vezikulak jel6lése (propidium-
jodid)
* Osszefliggés felallitasa az EV-k és az IVF kimenetele kozott

Pallinger E, Bognar Z, Bodis J, Csabai T, Farkas N, Godony K, Varnagy A, Buzas E, Szekeres-Bartho J. A simple and rapid flow cytometry-
based assay to identify a competent embryo prior to embryo transfer. SCIENTIFIC REPORTS 7: Paper 39927. 8 p. (2017)



Extracellularis vesiculumok
embrionalis tapoldatban
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Pallinger E, Bognar Z, Bodis J, Csabai T, Farkas N, Godony K, Varnagy A, Buzas E, Szekeres-Bartho J. A simple and rapid flow cytometry-
based assay to identify a competent embryo prior to embryo transfer. SCIENTIFIC REPORTS 7: Paper 39927. 8 p. (2017)
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Extracellularis vesiculumok
embrionalis tapoldatban
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Pallinger E, Bognar Z, Bodis J, Csabai T, Farkas N, Godony K, Varnagy A, Buzas E, Szekeres-Bartho J. A simple and rapid flow cytometry-
based assay to identify a competent embryo prior to embryo transfer. SCIENTIFIC REPORTS 7: Paper 39927. 8 p. (2017)



Konkluzio

hatrany: a flow cytométer koltsége

elény: kevesebb mint egy ora elég 15 embrid
vizsgalatahoz a ,,friss” transzfer el6tt

a vezikuldk nukleinsav tartalmanak eredetét nem
vizsgaltuk, de feltételezhets, hogy ez sejtkarosodas
kovetkezménye

a hukleinsavat tartalmazo EV-k emelkedett szama
az embrio elégtelen mikodésére utal
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j eredmeények osszefoglalasa

Randomizalt tanulmannyal igazoltuk, hogy az alacsony doézisu
aszpirin adasa hatasos a sulyos hiperstimulaciés szindroma
megelGzésében, illetve a tiinetek enyhitésében.

Tiiszo6folyadék vizsgalatok jo alapot szolgaltattak, szamos
alapkutatas jellegli eredményhez jutottunk és altalanos, de
értékes klinikai kovetkeztetéseket tudtunk levonni az
eredményekbol.

Az embrionalis tapoldat vizsgalataval non-invaziv, a hatasfokot
markdnsan javitd eredményeket talaltunk, melyek gyakorlati
felhasznalasa, klinikai keretek kozé agyazasa folyamatban van.
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