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1. Bevezetés

A meddoség vilagszerte egyre novekvo egészségligyi problémat jelent, amely a reproduktiv
korban 1év6 parok koriilbeliil 10—15%-at érinti. Az asszisztalt reprodukcids technologidk (ART)
terén elért jelentds eldrelépések ellenére a sikeres terhességek aranyai tovabbra is alacsonyak,
ami arra utal, hogy a reproduktiv siker kulcsfontossagu bioldgiai meghataroz6i még nem teljes
mértékben ismertek.

Az ART kimenetelét befolydsold tényezok koziil a petesejt mindsége kdzponti szerepet
jatszik. A petesejt kompetenciaja meghatarozza a megtermékenyiilés esélyét, az implantaciot, a
korai embrionalis fejlodést és a terhesség sikerét. A genetikai tényezOkon tul a petesejt fejlodési
potencialjat jelentés mértékben befolyasolja a follikulogenezis soran az azt korilvevo
mikrokornyezet. Ez a mikrokornyezet biztositja a petesejt megfeleld éréséhez sziikséges
metabolikus szubsztratokat, jelatviteli molekuldkat, antioxidansokat ¢s hormonalis
szabalyozast.

A tliszéfolyadék (TF) a petesejt és a cumulus-petesejt komplex kozvetlen biokémiai
mikrokornyezetét képezi. A TF a vérplazma transzudacidja révén, a vér-follikulus gat mentén,
valamint a granulosa- és thecasejtek aktiv szekrécidja utjan alakul ki. Fontos hangstlyozni,
hogy a TF nem a plazma passziv ultrafiltrituma, hanem egy szigortian szabdlyozott bioldgiai
matrix, amelynek sajatos molekuldris Osszetételét szelektiv transzportmechanizmusok és
lokalis, a petefészekben talalhaté szabalyozd folyamatok alakitjdk. A TF 0Osszetételének
megvaltozasat  Osszefliggésbe hoztdk a petesejt érésének  zavaraval, csokkent
megtermékenyiilési ardnnyal, gyengébb embriomindséggel €s sikertelen ART-kimenetelekkel.
Olyan klinikai allapotok, mint az endometriozis, az inzulinrezisztencia, az elhizas és a
pajzsmirigybetegségek, ismerten befolyasoljak a follikularis fizioldgiat, és gyakran egyiitt
jarnak a TF molekularis 6sszetételének megvaltozasaval.

Az eddigi kutatasok elsésorban csak egyes TF-beli biomarkerek vizsgéalatara
Osszpontositottak, azonban ezek a kutatdsok gyakran csak korlatozott informaciot nyujtanak a
follikularis miikodés hatterében allo komplex molekuléris kdlcsonhatasokrol. A follikularis
mikrokdrnyezetet fehérjék, lipidek és metabolitok egymadssal 0Osszefiiggd halozatai
szabalyozzédk, amelyek nem jellemezhetdk megfelelden csupan egyetlen paraméter
elemzésével. Ebben az dsszefiiggésben a proteomikai, lipidomikai és metabolomikai adatokat
integrald multi-omikai megkozelitések hatékony keretet kindlnak a TF rendszer szintll

jellemzésére.



A jelen doktori munka atfogdé multi-omikai megkdozelitést alkalmaz az asszisztalt
reprodukcios kezelésben részesiild paciensektdl szarmazd tiiszoéfolyadék elemzésére. A
proteomikai, lipidomikai €s célzott metabolomikai adatok integralasaval a munka célja, hogy
mélyebb betekintést nyujtson a follikularis mikrokdrnyezetet formalé molekularis
mechanizmusokba, valamint azonositsa a reproduktiv siker szempontjabol relevans potencialis

biomarkereket.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A tiiszéfolyadék képzodése és szerepe a petesejt fejlodésében

A TF a fejlodo petesejt kozvetlen mikrokdrnyezetét alkotja és alapvetd szerepet jatszik a
petesejt novekedésének és megtermékenyitési kompetencidjanak szabalyozdsdban. A TF
kialakuldsa szigorGian szabalyozott folyamat, amelyben passziv és aktiv mechanizmusok
egyarant részt vesznek. A follikulogenezis soran a plazma komponensei szelektiv transzudacio
révén jutnak at a vér—follikulus gaton, mikézben a granulosa- ¢és thecasejtek aktivan
szekretalnak fehérjéket, lipideket, metabolitokat, hormonokat és novekedési faktorokat a
follikularis antrumba. A vér—follikulus gat kdzponti szerepet tolt be a TF képzodésében azaltal,
hogy a molekulak transzportjat méretiik és toltésiik alapjan szabalyozza. Mig a kis molekulak
¢s a vizoldékony metabolitok viszonylag szabadon diffundédlhatnak, a nagyobb fehérjék és
lipoprotein részecskék transzportja szigorian kontrollalt. A passziv atjutas mellett a
granulosasejtek jelentds mértékben hozzajarulnak a TF 6sszetételéhez a keringé molekulak de
novo szintézise és metabolikus atalakitasa révén.

A follikularis fejlédés soran a TF Osszetétele dinamikusan valtozik, tiikrézve a follikulus
méretét, a hormonadlis stimuldciot és a petesejt érési folyamatait. Ezek a valtozéasok kiterjednek
a fehérjék mennyiségére, a lipidfrakciok sszetételére, az antioxidans kapacitasra és a metabolit
koncentraciokra is. Ennek megfeleléen a TF nem egy statikus folyadéktér, hanem egy id6ben
és funkcionalisan is dinamikusan valtoz6 mikrokdrnyezet.

Szamos kutatés igazolta, hogy a TF nem a plazma passziv ultrafiltratuma, hanem val6jaban
egy szigortian szabalyozott bioldgiai matrix. A sz€rum ¢és a TF Osszehasonlitdé vizsgalatai
kimutattak, hogy egyes fehérjék, lipidek és metabolitok koncentraci6ja magasabb vagy
alacsonyabb a TF-ban, ami rdmutat a lokalis petefészek-szabalyozas jelentdségére. Mas
kutatdsokban a TF Osszetételének megvaltozasat osszefiiggésbe hoztak a petesejt mindségének

romlasaval, csokkent megtermékenyiilési arannyal és kedvezdtlen ART-kimenetelekkel is.

2.1. A fehérjék szerepe a follikularis mikrokornyezetben

A TF-ban jelen 1év6 fehérjék szamos bioldgiai folyamatban vesznek részt, beleértve a
lipidtranszportot, az immunreguldciot, a koaguldciot, a protedzgatlast €s az antioxidans
védelmet. A TF proteomikai vizsgalatai {6 6sszetevoként az albumint, az apolipoproteineket, a
komplementrendszer komponenseit és az akut fazisu fehérjéket azonositottak. Ezek a fehérjék
hozzajarulnak az ozmotikus egyensuly fenntartdsdhoz, a lipidek és hormonok szallitdsdhoz,

valamint a petesejt oxidativ és gyulladasos karosodassal szembeni védelméhez.
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A kozelmultbeli proteomikai kutatasok rdmutattak a lipoprotein-asszocialt fehérjék,
kiilondsen az apolipoprotein A1l és a nagy stirtiségti lipoprotein (high-density lipoprotein, HDL)
jelentdségére a follikularis fiziologidban. A HDL-részecskék az FF f6 koleszterinszallitoi,
biztositjdk a szteroidogenezishez sziikséges koleszterint, mikdzben antioxidans ¢és
gyulladascsokkentd hatassal is rendelkeznek. A HDL-hez tarsult fehérjék mennyiségének
megvaltozasat Osszefiiggésbe hoztdk a petesejt érésének zavardval és a lecsokkent

megtermékenyiilési aranyokkal.

2.2.  Alipid metabolizmus és az oxidativ stressz szerepe a tiiszofolyadékban

A lipidek alapvetd szerepet jatszanak a follikularis fejlédésben, mivel a sejtmembranok
strukturdlis alkotoelemeiként, jelatviteli molekulaként és energiaforrdsként is szolgalnak. A
foszfolipidek, a szfingolipidek és a koleszterin-észterek a TF legnagyobb mennyiségben jelen
1évé lipidcsoportjai koz¢ tartoznak ¢és kiegyensulyozott aranyuk elengedhetetlen a
membranfluiditds, a mitokondridlis miikddés ¢és a jelatvitel fenntartdsahoz mind a
petesejtekben, mind az dket koriilvevd cumulus sejtekben.

Egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald, hogy a follikularis mikrokérnyezetben zajlo
lipidanyagcsere-zavarok hozzajarulnak az oxidativ stressz és a gyulladasos folyamatok
kialakulasahoz, mivel a ceramidok ¢€s az oxidalt lipidek emelkedett szintje Gsszefiiggésbe
hozhaté az apoptozissal, a mitokondrialis diszfunkcidval ¢és a petesejt fejlodési
kompetencidjanak csokkenésével. Ezzel szemben a HDL-hez tarsult lipidekrdl kimutattak,
hogy védelmet nytjtanak a lipidperoxidacioval €s az oxidativ karosodassal szemben, ami

mutatja a lipidtranszport €s atalakitas kiemelt jelentdségét a follikularis folyadékban.

2.3. Aminosav metabolizmus a tiiszé6folyadékban

Az aminosavak kulcsszerepet jatszanak a petesejt érésében €s a korai embrionalis
fejlddésben, mivel alapvetd fontossagiak a fehérjeszintézis, az energia-anyagcsere, a redox-
homeosztazis fenntartdsa és az epigenetikai szabalyozds szempontjabol. A TF aminosav-
Osszetétele egyarant tlikrozi a szervezet altalanos anyagcsere-allapotat és a petefészekben
talalhat6 sejtek lokalis metabolikus aktivitasat is.

Szdmos tanulmany szamolt be a TF-ben taldlhat6 egyes aminosavak koncentracigja és a
petesejt mindsége vagy az embridfejlodés kozott. A glicin, a hisztidin és a glutamin fontos

szerepet jatszanak az antioxidans védelemben és a nitrogénegyensuly fenntartdsdban, mig az
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eldgazd lancu aminosavak az energia-anyagcserével és az inzulinérzékenységgel hozhatok
Osszefiiggésbe. A TF aminosavprofiljanak megvaltozasat tobb olyan anyagcsere- és endokrin
korképekben is leirtdk, mint az inzulinrezisztencia, az endometriozis és a pajzsmirigy-mikodési

zavarok, amelyek gyakran tarsulnak csokkent ART-sikerességgel.

2.4. A tiiszéfolyadék multi-omikai vizsgalata

Noha szamos kutatds foglalkozott a TF egyes molekularis 0sszetevdinek vizsgalataval, az
egyetlen omikai szintre korlatozodd megkozelitések nem képesek teljeskoriien megragadni a
follikularis fiziologia hatterében 4all6 komplex kolcsonhatasokat. A fehérjék, lipidek és
metabolitok egymassal szorosan 0sszefonddo funkcionalis haldzatot alkotnak, igy az egyik
molekularis rétegben bekdvetkezd eltérés gyakran tovabbi szinteken is valtozasokat idéz eld.

A multi-omikai stratégidk ezen 6sszefiiggd molekularis halozatok egyiittes elemzését teszik
lehetové és eldsegitik a kulcsfontossagli bioldgiai folyamatok azonositasat az elszigetelt
biomarkerek keresése helyett. A TF-n alkalmazott proteomikai, lipidomikai és metabolomikai
elemzések igy atfogd jellemzést nyujtanak a follikularis mikrokdrnyezetrdl, valamint segitik
megérteni a petesejt fejlddési potencialjat és az ART-eredményekben megfigyelhetd

kiilonbségeket.



3. Célkitiizések

Tekintettel arra, hogy a follikuldris mikrokdrnyezet meghatarozé szerepet jatszik a petesejt

funkcionalis mindségében ¢és az ART kimenetelének alakitasaban, jelen doktori munka atfogd

célja a TF jellemzése integralt multi-omikai megkozelités alkalmazasaval. A proteomikai,

lipidomikai és célzott metabolomikai elemzések kombinalasaval a vizsgalat célja olyan

molekularis mechanizmusok, bioldgiai Gtvonalak és potencidlis biomarkerek azonositasa,

amelyek Osszefiiggésbe hozhatok a reproduktiv kimenetellel és a betegségspecifikus

eltérésekkel.

A kutatas specifikus célkitlizései a follikularis mikrokdrnyezet egymassal Osszefiiggo,

ugyanakkor elkiilonitheté molekularis szintjeinek vizsgalatara iranyultak.

3.1.

3.2

Proteomika

A TF fehérje-0sszetételének atfogd jellemzése nagyfelbontéasu
folyadékkromatografiahoz kapcsolt tomegspektrometria (LC-MS/MS) alkalmazéséaval.
A fehérjeprofilok Osszehasonlitisa terhes ¢és nem terhes ART-paciensek kozott, a
reproduktiv kimenetellel 6sszefliggd fehérjék azonositasa céljabol.

Fehérje-fehérje kolcsonhatasi haldzatok felépitése ¢és funkcionalis gazdagitési
elemzések végzése, a follikularis fiziologidban szerepet jatszo kulcsfontossagu bioldgiai
folyamatok és szabalyzo pontok feltarasara.

Lipid- és transzporttal kapcsolatos fehérjek kivalasztasa célzott, kvantitativ validaciora,

valamint ezek potencidlis szerepének értékelése a reproduktiv siker biomarkereként.

Lipidomika

A TF lipidosszetételének vizsgalata célzott és nem célzott, LC-MS/MS alapu
lipidomikai profilalkotassal.

A petesejt fejlodoképességével és a terhességi kimenetellel 0sszefiiggd lipidosztalyok
¢s egyedi lipidszarmazékok azonositasa.

A lipidanyagcsere ¢és a lipidjelatviteli utvonalak valtozasainak vizsgdlata, kiilonos
tekintettel az oxidativ stresszre €s a gyulladasra a follikuldris mikrokornyezetben.

A lipidtranszport- és atalakitas miitkodési mechanizmusainak feltdrasa az ART

kezelések sikerében.



3.3. Metabolomika

e A TF-ban talalhato husz £6 aminosav célzott, kvantitativ elemzése.

e Az aminosav-profilok 6sszehasonlitasa kiilonboz0 klinikai alcsoportok kdzott, ideértve
a kontroll pacienseket, valamint az endometridzisban, inzulinrezisztencidban vagy
pajzsmirigybetegségben szenvedd betegeket.

e Az aminosavakhoz kapcsolodé metabolikus tutvonalak azonositdsa, amelyek a
follikularis fizioldégia megvaltozasahoz és a reproduktiv kimenetel romlasahoz
kothetok.

e Akivélasztott aminosavak biomarker-potencialjanak értékelése, statisztikai és uitvonal-

alapu elemzési megkozelitések alkalmazasaval.



4. Anyagok és modszerek

4.1. A tanulmany felépitése és az etikai engedély

A kutatast 2021. majusa és 2025. marciusa kozott végeztiik a Pécsi Tudomanyegyetemen.
A TF mintavétele a Sziilészeti €s NOgyogyaszati Klinikan tortént, mig az analitikai munkat a
Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetében, a Laboratoriumi Medicina Intézetben, valamint a
Szentagothai Kutatokézpont Huméan Reprodukciés Nemzeti Laboratdriumaban végeztiik.
Minden, humén résztvevoket érintd eljards megfelelt az intézményi kutatdsi bizottsag etikai
eldirasainak, valamint a Helsinki Nyilatkozat rendelkezéseinek. A mintavétel el6tt minden
paciens irasbeli tajékoztatast kapott, €s beleegyezését adta a vizsgalatban vald részvételhez.

Az asszisztalt reprodukcids kezeléseken részt vevo pacienseket a vizsgalat céljatol fliggden
a terhességi kimenetel vagy az alapbetegségek szerint csoportositottuk. A rogzitett klinikai
adatok kozott szerepelt a paciens életkora, testtomeg-indexe (BMI), a leszivott és

megtermékenyitett petesejtek szama, valamint az alapbetegségek tipusa.

4.1. Mintagyiijtés és feldolgozas

A TF mintékat transvagindlis ultrahang-vezérelt petesejt-leszivas soran gytijtottiik. Csak a
lathat6 vérszennyezddéstdl mentes, tiszta TF mintakat vettiik be az elemzésekbe. A mintékat a
sejttormelék eltavolitasa érdekében centrifugaltuk, majd -80 °C-on taroltuk a tovabbi
feldolgozasig.

A periférids vénas vérmintakat a petesejt-leszivas napjan vettiik, lehetévé téve a szérum-TF
Osszehasonlitdsokat bizonyos elemzésekben. A szérum mintdkat a standard klinikai
laboratoriumi eljarasok szerint dolgoztuk fel €s azonos tarolasi koriilmények kozott helyeztiik

el.

4.2. Multi-omikai analizis

A TF proteomikai vizsgalatit LC-MS/MS alkalmazasaval végeztilk. A fehérjéket
precipitaltuk, denaturaltuk, redukaltuk, alkileztiik, majd enzimatikusan emésztettiik az elemzés
elott. A peptid keverékeket forditott fazisu folyadékkromatografiaval valasztottuk szét, majd
nagyfelbontasti tomegspektrométerrel elemeztiik. A fehérjék mennyiségi Osszehasonlitasara
label-free kvantifik4ciot alkalmaztunk a vizsgélati csoportok kozott. Azonositott fehérjéket
funkciondlisan annotaltuk, és fehérje-fehérje kdlcsonhatédsi haldzatokat €pitettiink nyilvanosan
elérhetd adatbdzisok felhasznéldsaval. Funkcionalis gazdagitdsi elemzéseket végeztiink a
tulreprezentalt bioldgiai folyamatok és utvonalak azonositasara.
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A TF lipidomikai profilalkotdsat nem célzott UHPLC-MS/MS megkozelitéssel végeztiik a
Bligh—Dyer lipidkivonasi modszer alkalmazasa utan. A lipidszarmazékokat a pontos tdmeg, a
visszatartdsi 1d6 ¢és a fragmentacios mintazatok alapjan azonositottuk referencia adatbazisok
segitségével. Multivarians statisztikai elemzéseket alkalmaztunk az ART-kimenetellel
Osszefliggo lipidosztalyok és lipidszarmazékok azonositasara.

A célzott metabolomikai vizsgalat a husz fehérjealkotd6 aminosav kvantitativ
meghatarozasara Osszpontositott a TF-ban. Az aminosavakat derivatizaltuk, majd UHPLC és
fluoreszcencia-detektalas segitségével elemeztiik. A statisztikai elemzések a csoportok kozotti
Osszehasonlitasokat, korrelacios elemzéseket a klinikai paraméterekkel, Gtvonal-gazdagitasi

vizsgalatokat és a biomarkerek értékelését foglaltak magukban.

4.3. A lipidekhez kotheto fehérjék kvantitativ elemzése

A kivalasztott lipidhez kapcsolodo fehérjéket és lipoprotein-paramétereket, tobbek kozott
az apolipoprotein Al-et, a HDL-koleszterint, az Osszkoleszterint, az LDL-koleszterint, a
triglicerideket €és a lipoprotein(a)-t, validalt klinikai kémiai mddszerekkel hatiroztuk meg
Osszehangolt szérum- és TF mintdkban. A szérum-TF ardnyokat kiszamitottuk a vér—follikulus

gaton torténd szelektiv transzport értékelésére.

4.4. Statisztikai analizis és adatfeldolgozas

A statisztikai elemzéseket az SPSS szoftver segitségével végeztiik. A csoportok kozotti
Osszehasonlitasokat a paraméterek eloszlasatol fiiggden paraméteres vagy nem-paraméteres
tesztekkel végeztiik, mig a molekuldris és klinikai paraméterek kozotti Osszefliggéseket
Spearman-korreldcioval értékeltiik. Tobbszorés 0Osszehasonlitidsok esetén korrekciot
alkalmaztunk, és a statisztikai szignifikancia szintjét p < 0,05-ben allapitottuk meg.

A proteomikai adatokat dedikalt tomegspektrométeres szoftverrel ¢és kurétori
fehérjeadatbazisokkal dolgoztuk fel. A funkciondlis annotacidt, az itvonal-elemzést, valamint
a fehérje-fehérje kolcsonhatasi héalozatok felépitését a STRING és PANTHER szoftverek
segitségével végeztiik a kulcsfontossagu funkcionalis modulok és a kozponti fehérjék
azonositasa céljabol. A lipidomikai adatokat a gyartd specifikus szoftverével elemeztiik a
cstcsdetektalas és normalizalds utan, majd statisztikai értékelést végeztiink a lipidosztalyokra

¢s a célzott lipidparaméterekre vonatkozéan. Az aminosav-metabolomikai adatokat a
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MetaboAnalyst platform segitségével elemeztilk, beleértve a statisztikai teszteket,
fokomponens-analizist (PCA), gazdagitasi és utvonal-elemzéseket, valamint a biomarkerek

értékelését.
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5. Eredmények

5.1. Proteomikai eredmények

Nagyfelbontasu proteomikai vizsgalattal a TF mintdkban 0sszesen 131 fehérjét
azonositottunk, amelyeket biologiai folyamatok, funkcionalis fehérjecsoportok és kapcsolodo
utvonalak szerint osztidlyoztunk. A funkciondlis annotacié kimutatta, hogy a TF proteomjat
elsdsorban a sejtes és metabolikus folyamatokban, valamint biologiai szabalyozasban részt
vevo fehérjék alkotjak, ami intenziv helyi anyagcsere- és szabalyozo aktivitdsra utal a
follikularis mikrokdrnyezetben. A fehérjék funkcio szerinti csoportositasa alapjan a védelmi és
immunfunkciéval kapcsolatos fehérjék alkottak a legnagyobb csoportot, amelyet a fehérjekotd
aktivitast modulalo és a transzport/karrier fehérjék kovettek. Az utvonal-gazdagitasi elemzés a
véralvadés és a plazminogén-aktivacid kaszkadjat azonositotta a legjelentdsebb reprezentalt
utvonalaként. Tovabbi gazdagitott Gtvonalak kozé tartozott a B-sejt aktivacio, angiogenezis,
integrin-jelatvitel, D-vitamin-anyagcsere ¢és a szerin—glicin bioszintézis is, ami a follikularis
homeosztazist szabalyozé komplex halozatot tiikkrozi.

A kvantitativ 6sszehasonlitd elemzés azt mutatta, hogy 77 fehérje mennyisége kiilonbozott
szignifikansan a terhes és nem terhes ART-paciensek k6zott, ami arra utal, hogy a follikularis
proteom szorosan Osszefligg a reproduktiv kimenetellel. A funkcionalis gazdagitasi elemzés
kimutatta, hogy a lipidanyagcseréhez, koleszterinszallitdshoz és gyulladdsos folyamatok
szabalyozashoz kapcsolddo fehérjék feliilreprezentaltak a kiilonbdzé mennyiségben jelen 1évo
fehérjék kozott.

A fehérje-fehérje kolcsonhatasi halozat elemzés az albumint és az apolipoprotein Al-et
azonositotta koézponti hub-fehérjéként, amelyek a halézatban magas kapcsolddottsaggal
rendelkeznek (1. dbra). A funkciondlis gazdagitasi elemzés kiemelte a HDL-hez kapcsolodo
utvonalakat, a koleszterin-transzportot és a szerin-protedz gatlast, ami a lipidhez tarsult fehérjék

kulcsszerepét jelzi a reproduktiv kimenetelben.

12



! i 4 ) O

"%
%7

-
Kl

oA\  Pio

1. dbra: Az azonositott fehérjék fehérje- fehérje kolcsonhatasi halozata. A halozat a magas
megbizhatosagu kolcsonhatasokat tartalmazza (minimum interakcios pontszam: 0,9). A

csomopontok az azonositott fehérjéket, a vonalak a kozéttiik fennallo kolesonhatasokat jelolik.

A lipidekhez kothet6 fehérjék kvantitativ elemzése

A proteomikai eredményekre alapozva célzott kvantitativ vizsgalatokat végeztiink a

lipidekkel 6sszefliggd proteinek tovabbi analizisére. A mérési sorozatban az apolipoprotein A1,

a HDL-koleszterin, az 0sszkoleszterin, az LDL-koleszterin, a trigliceridek és a lipoprotein(a)

crer

a szérumban mért koleszterinhez kapcsolodd paraméterek koncentracidja jelentdsen magasabb

volt, mint a TF-ban mért értékek, ami a vér—follikulus gat szelektiv atjarhatdsagat tikkrozi. A
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kimenetellel 6sszefiiggd kiilonbségek elsésorban a TF-ban mutatkoztak, nem a szérumban. A
terhes paciensektdl szarmazd TF mintdkban az ApoAl és az &sszkoleszterin koncentracidja
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a nem terhes paciensek mintdiban, de hasonld iranyu
tendenciak figyelhetok meg a HDL-C ¢s a lipoprotein(a) esetében is.

A szérum-TF aranyok elemzése kimenetel fiiggd mintazatokat tart fel, ami arra utal, hogy a
lipidtranszport a follikularis térbe szabélyozott folyamat és nem pusztin passziv diffuzio.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az effektiv HDL-4talakitds és a koleszterin szabalyozott
felhasznalasa a follikularis kornyezetben osszefligg a sikeres ART-kimenetellel. Az HDL-hez
kapcsolddo fehérjék megvaltozott eloszlasa tovabb erdsiti az ApoAl-vezérelt lipidtranszport
kozponti szerepét a follikularis homeosztazis fenntartdsdban és a petesejt-érés optimalis

koriilményeinek biztositasaban.

5.3. A tiisz6folyadék lipidomikai profilja

A nem célzott UHPLC-MS/MS alapu lipidomikai vizsgalatok jellegzetes lipidmintazatokat
tartak fel, amelyek Osszefiiggésbe hozhatok a terhességi kimenetellel. Szamos lipidosztaly, igy
a foszfatidilkolinok, lizofoszfatidilkolinok ¢és szfingomielinek, szignifikansan alacsonyabb
mennyiségben voltak jelen a terhes paciensek TF-ban. Ezzel szemben a nem terhes paciensek
mintaiban megnovekedett szintli koleszterin-€szterek és ceramidok voltak kimutathatok.

Ezek a lipidszarmazékok jol ismert szerepet jatszanak a pro-inflammatorikus jelatviteli
utvonalakban és az oxidativ stresszre adott valaszokban. A megfigyelt lipidomikai eltérések a
pro-inflammatorikus €s metabolikusan kedvezOtlen follikularis kornyezet felé torténd

eltolodast jeleznek a sikertelen ART-ciklusokban.

5.4. A tiiszofolyadék aminosav profilja

A TF celzott metabolomikai profilalkotdsa a 20 fehérjealkotdé aminosav kvantitativ
elemzésére Osszpontositott, lehetdvé téve a follikularis mikrokdrnyezet metabolikus
allapotanak feltarasat. Az 6sszehasonlito elemzés jelentds kiilonbségeket tart fel a terhes és nem
terhes betegek TF-nak aminosav-0sszetétele kozott, ami arra utal, hogy az aminosav-ellatottsag
€s az anyagcsere szoros Osszefliggésben all a reproduktiv kimenetellel.

A terhes paciensektdl szarmaz6 TF mintdkban szignifikdnsan magasabb volt az aszparagin,

a hisztidin, a glicin és a treonin koncentracioja. Ezek az aminosavak kulcsszerepet jatszanak

14



olyan biologiai folyamatokban, mint a fehérjeszintézis, nitrogén-anyagcsere, antioxidans
védelem és a sejtes redox-egyensuly, amelyek mind elengedhetetlenek a petesejt éréséhez és a
korai embriondlis fejlddéshez. A glicin és a hisztidin az oxidativ stressz elleni védelemhez is
kapcsolddik, ami kedvezébb redox-kornyezetet jelez a tiiszoben, elOsegitve a sikeres terhességi
kimenetelt.

A korrelacios elemzések 0Osszefiiggéseket mutattak bizonyos aminosavak és klinikai
paraméterek kozott. A tirozin €s leucin koncentracidja szignifikdnsan korrelélt a testtomeg-
indexszel, ami a szisztémas metabolikus allapot hatasat tiikrozi a follikularis aminosav-
Osszetételre. Emellett tobb aminosav Osszefliggést mutatott a leszivott és megtermékenyitett
petesejtek szamaval, alatdmasztva funkcionalis jelentdségiiket a petesejt érettségéhez.

A betegség-specifikus alcsoport-elemzések jellemzé aminosav-eltéréseket azonositottak
endometridzisban és inzulinrezisztencidban szenvedd paciensek esetében. A TF aminosav-
profilokra alapozott fékomponens-analizis (PCA) a csoportok részleges elkiiloniilését mutatta.
Endometriozis esetén az energia-anyagcseréhez és redox-szabalyozashoz kapcsolodo
aminosavak koncentracidja megvaltozott, ami O0sszhangban all a betegségben leirt fokozott
oxidativ stresszel és gyulladdsos aktivitassal. Hasonloképpen, az inzulinrezisztencidban
szenvedd paciensek jellegzetes aminosavmintazatot mutattak, amely a metabolikus
homeosztazis zavaraval fiigg 0ssze. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy kiilonb6zo koéros
allapotok sajatos metabolikus ujjlenyomatokat hagynak a TF-ban. A jelentdsen megvaltozott
aminosavak utvonal-gazdagitasi elemzése kiemelte azokat a metabolikus Gtvonalakat, amelyek
az aminosav-bioszintézishez, a nitrogén-anyagcseréhez ¢és az antioxiddns védelemhez
kapcsolodnak.

Ezek az eredmények Osszességében azt mutatjak, hogy a célzott aminosav-profilalkotas
fontos informacidkat szolgaltat a follikularis metabolikus allapotrol és hozzajarul a petesejt

mindségét és az ART-sikerességet meghatarozd metabolikus tényez6k jobb megértéséhez.
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6. Kovetkeztetések

A jelen munka ravilagit arra, hogy a follikularis folyadék egy szigortian szabalyozott,
bioldgiailag aktiv mikrokdrnyezet, amely dontd szerepet jatszik a petesejt érettségének és az
asszisztalt reprodukcidés kezelések kimenetelének meghatarozasdban. A proteomikai,
lipidomikai és metabolomikai adatok integralt elemzése azt mutatja, hogy a reproduktiv siker
nem izolalt molekularis valtozdsoktol, hanem a follikularis térben miikddé Osszekapcsolt
metabolikus és jelatviteli halozatok koordinalt szabalyozésatol fiigg.

Eredményeink alapjan a lipidtranszport és a koleszterin-homeosztazis kozponti szabalyozo
mechanizmusnak bizonyult a follikularis fiziologidban. Az HDL-hez kapcsolodo fehérjék,
lipidfajtdk és az aminosav-Osszetétel valtozasai egyiittesen tiikkrozik az oxidativ stresszt,
gyulladésos aktivitast és metabolikus egyensulyzavart, amelyek hatranyosan befolyésoljak a
petesejt érését és a megtermékenyités képességét. Ezzel szemben a sikeres terhességek
kiegyensulyozottabb follikularis kornyezettel tarsulnak, amelyet hatékony lipid-atalakitas,
megOrzott antioxidans kapacitas €s optimalizalt anyagesere-timogatas jellemez.

A betegség-specifikus elemzések azt is igazoljak, hogy a szisztémas metabolikus ¢€s
gyulladédsos allapotok, mint példaul az inzulinrezisztencia és az endometridzis, jelentdsen
atalakitjak a follikularis mikrokdrnyezetet. Ezek a valtozasok jellegzetes aminosav- ¢és
lipidmintazatokban nyilvanulnak meg, amelyek 0Osszefliggésbe hozhatok mitokondrialis
diszfunkcioval, oxidativ stresszel és zavart energia-anyagcserével, magyarazatot adva az
érintett betegpopulaciok csokkent termékenységére.

Osszességében az eredmények azt hangsulyozzak, hogy a follikularis folyadék dsszetétele
tikkrozi egyrészt a szervezet egészének metabolikus allapotat, masrészt a petefészek helyi
szabalyozasat is. Osszefogalasként elmondhatjuk, hogy a follikularis folyadék teljes kordi,
multi-omikai vizsgélata rendkiviil hatékony eszkéz a reprodukciods fiziologia megértésére,

valamint az ART-siker molekularis meghatarozoinak feltarasara.
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7. Osszefoglalas és wijszerii tudomanyos eredmények

A jelen doktori munka 4tfogd multi-omikai jellemzést nyu;jt a follikuldris folyadékrol és

feltarja annak kapcsolatat a reproduktiv kimenettel, valamint a betegségekkel Osszefiiggd

metabolikus eltérésekkel. A proteomikai, lipidomikai és célzott aminosav-analizisek egyiittes

értékelésével a vizsgalat molekularis ujjlenyomatokat azonositottunk, amelyek a terhességi

sikerhez kapcsolodnak, tovabba feltartuk az egyes koros allapotok altal eldidézett, a follikularis

homeosztazist érintd zavarokat.

A disszertacio Gjszerli tudomanyos eredményei a kdvetkezok:

1.

Bizonyitasra keriilt, hogy a follikularis folyadék nem csupédn a szérum passziv
ultrafiltratuma, hanem egy dinamikusan szabalyozott biologiai matrix, amelyre
jellegzetes proteomikai, lipidomikai és metabolomikai profilok jellemzdek.
Azonositasra keriilt az albumin és az apolipoprotein Al kdzponti hub-
fehérjeként a follikularis folyadék fehérje-fehérje kolcsonhatasi halozataban,
kiemelve integrativ szerepiiket a lipidtranszportban, az antioxidans védelemben
¢s az immunregulacidban.

Bizonyitékot nyert, hogy a sikeres terhesség hatékony HDL-vezérelt lipid-
atalakitassal és szabdlyozott koleszterin-felhasznalassal tarsul a follikularis
térben.

A lipidomikai és metabolomikai adatok integracidja feltarta az oxidativ
stresszhez és gyulladashoz kapcsolodo molekularis ujjlenyomatokat, amelyek a
sikertelen ART-kimenetekre jellemzdek.

Betegség-specifikus metabolikus profilokat azonositottunk
inzulinrezisztenciaban ¢és endometri6zisban, amelyek karosodott energia-
anyagcserét ¢és csokkent antioxidans kapacitast tlikroznek a follikularis

folyadékban.

Osszességében ezek az eredmények eldreviszik a follikularis biologia megértését, és

bizonyitjak, hogy a follikularis folyadék multi-omikai elemzése klinikailag relevans

informaciokat szolgéaltat a petesejt mindségét meghatarozd molekularis tényezokrdl. Az

azonositott biomarkerek €s utvonalak igéretes lehetdséget nytjtanak a jovobeni diagnosztikai

€s terapias stratégidkhoz, amelyek célja az asszisztalt reprodukcios kezelések sikerességének

javitasa.
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