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2. Roviditések jegyzéke

17BHSD1 — 17-béta-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1
3-NT — 3-nitrotirozin

5aRD — 5a -reduktaz

A4 — androsztendion

AMH - anti-Miillerian hormon

CTRL - kontrollcsoport

CXCL-1 - C-X-C motivumu kemokin ligandum 1
CYP19 — aromataz

DHEA — dehidroepiandroszteron

DHEAS - dehidroepiandroszteron-szulfat

DHT — dihidrotesztoszteron

E2 — 6sztradiol

ELISA — enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalat
FSH — follikulus stimulélé hormon

GnRH — gonadotropin releasing hormon

GRP54 — G-protein-kapcsolt receptor 54

HPG — hipotalamusz-hipofizis-gonad-tengely
HSD17B1 — 17-béta-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1
IL-1 — interleukin-1

IL-12p70 - interleukin-12 p70 heterodimer

IL-18 — interleukin-18

IL-6 — interleukin-6

IVF — in vitro fertilizacio

Kiss1R — kisspeptin receptor 1

KP10 — kisspeptin 10

KP54 — kisspeptin 54

LH — luteinizalé hormon

NF-kB — nukleéris faktor kappa B

NO — nitrogén-monoxid

PCOS — policisztas ovarium szindroma

RNS — reaktiv nitrogénfajok

ROS — reaktiv oxigén gyok

SHBG — nemi hormonokat megkotd globulinhoz
SOD - szuperoxid-diszmutaz

T —tesztoszteron

TGFp — transzformal6 novekedési faktor béta
TNF-a — tumor nekrozis faktor-alfa

WHO — Egészségiigyi Vilagszervezet

ZDF — Zucker Diabetic Fatty



3. Bevezetés
3.1. Tarsadalmi attekintés

A klinikai terhesség létrehozasanak képessége a termékenység, azonban ha 12 honapos
rendszeres, fogamzasgatlastol mentes, az ovulacio idejére es6 hazasélet ellenére sem jon létre
a kivant terhesség, medddségrdl, azaz infertilitdsrol beszEéliink. Az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) egy 2023. aprilisi felmérése szerint a felndtt lakossadg mintegy 17,5 %-
a kiizd medddséggel [1], melyben nék és férfiak egyarant érintettek lehetnek [2]. A kivaltd
okokat tekintve anatomiai, endokrinoldgiai, immunoldgiai, genetikai és hematoldgiai
rendellenességek is egyarant hozzajarulhatnak a medddség allapotdhoz. Mindezek mellet a ndk
¢letkoranak novekedése fontos eldrejelzd tényezonek tekinthetd a termékenység elvesztése
szempontjabol [3], tovabba a kornyezeti tényezok, tobbek kozott az életmod és a kornyezeti
hatasok, szintén fontos indikatorok a medd6éség kialakulasaban [4].

Az endokrinologiai kivalté okokat fokuszba helyezve, kiemelt figyelmet érdemel a
policisztds ovarium szindréma (PCOS). A medddéség szempontjabol, a PCOS a ndk
leggyakoribb endokrin rendellenessége. Egy olyan heterogén allapotnak tekinthet6 [4], amely
altalaban serdiil6korban kezd6dik, és a reproduktiv korti n6k 8-13 %-at érinti, azonban az esetek
70%-a diagnosztizalatlan. A PCOS oka ismeretlen, de a csaladi kortorténetben eléforduld vagy
meglévo 2-es tipust cukorbetegség [5] és az elhizas [4] nagyobb kockazati tényez6t jelentenek.
A reproduktiv funkciok karosodasa, illetve a boron jelentkezd klinikai tiinetek mellett a PCOS
amentalis egészséget is igen megterhelheti, ugyanis szorongast, depressziot és negativ testképet
is okozhat a kialakult tiinetek miatt, amik tarsadalmilag is megbélyegezhetik az érintett ndket.
Ez az allapot kihathat az érintett egyén csaladjara, kapcsolataira, de akar a munkajara és a
kozosségben valo részvételére is [5], ami ronthatja akar az életmindségét is.

Annak ellenére, hogy az elmult 20 évben jelentds fejlédés tortént a betegség
vizsgélata, valamint preventiv és terdpias lehetdségei tovabbra is a kutatasok kézéppontjdban

allnak.



3.2. Irodalmi attekintés
3.2.1. APCOS diagnézisa és tiinetei

A betegségrol elészor Hippokratész irt, mar Kr. e. 377-460-ban: "azok a ndk, akiknek
menstruacidja 3 napnal rovidebb vagy gyér, robusztusak, egészséges arcszinnel és férfias
megjelenéssel rendelkeznek, mégsem térddnek a gyermekvallalassal, és nem esnek teherbe"
[6]. Hiaba régdta ismert és kutatott rendellenesség, a PCOS-el kiizdé nék csupan 30%-at
diagnosztizaljak [5].

A PCOS Kklasszikusan a Rotterdami kritériumok [7] alapjan diagnosztizalhatd. A
diagndzis akkor allithatd fel, ha két tiinet jelen van a kovetkez6 hdrom kozil: a
peteérés/ovulacido idéleges elmaraddsa vagy megsziinése (anovuldcid/amenorrhoea), a
petefészkekben cisztak jelenléte (morfologiai leirasa ultrahangos vizsgalattal) és a
hiperandrogenizmus klinikai és/vagy laboratoriumi jelei [4]. A tlinetek azonban egyénenként
¢s az 1d6 mulasaval is véltozhatnak, tehat egy igen heterogén rendellenességrol beszéliink. A
PCOS emellett az érintett egyén pszichikai allapotara is kihatassal van a kiilonb6z6 tiinetek és
hormonalis valtozasok miatt, ezért fontos, hogy olyan kezelési és megeldzési modszereket
fejlessziink ki a jovében, ami javitani tudja ezt a sokrétii rendellenes allapotot, ezzel tobb nének
visszaadva az anyasag ¢és az egészséges ¢€let lehetdségét.

Ez egy életen at tartdo allapot, amelynek a pontos okat sajnos még nem sikeriilt
azonositani, azonban feltételezhetd, hogy epigenetikai eredetli betegség, melyet az egyén
viselkedése, szokasai, valamint a méh kdrnyezetének allapota is befolyasolhat [8]. A PCOS a
ndi nemi hormonok egyensulyhianyanak kovetkezménye, ugyanis felborul az LH/FSH arany,
LH tulsuly keletkezik, emiatt rendellenes menstruacios ciklus alakul ki.

Egyik lényeges sajatsiga a policisztds petefészek, vagyis cisztdk kialakulasa a
petefészek antralis tiiszOkben, melyet ugy definialnak, hogy legalabb 20 tiisz6 jelenik meg
petefészenként, melyek térfogata legalabb 10 cm® [9]. Ezek a cisztak folyadékkal teli iireges
képletek, amelyek a petesejtet tartalmazzak, ugyanis a petesejt nem iiriilt ki az esetleges
megtermekenyitéshez, ahogyan normalis esetben kellett volna. A petesejt cisztdva alakulasa
ezaltal megakadalyozza az ovulaciot, ugyanis az blokkolva van, aminek kovetkeztében a
menstruacios ciklus megszakad, ami amenorrhoeat eredményez [10], vagyis a menstruacios
iddszakok akar teljesen el is maradhatnak [11].

Emellett a tesztoszteron szintje a vérben pozitiv Osszefliggést mutat a menstruacios

ciklus hosszaval ¢és a tiiszOk szamaval [12], ennek értelmében a magasabb tesztoszteron szint



elosegitheti a PCOS kialakulasat és fejlodését a hiperandrogenizmus kialakuldsa altal. A
hiperandrogenizmus a legfébb biokémiai jellemzdje a PCOS-nek. A hiperandrogenizmus olyan
allapot, amely sordn a szervezetben tilzott mennyiségii androgén hormon talalhatd, ami szamos
Klinikai tiinettel jarhat egyiitt az érintett nk esetében. A hiperandrogenizmus leggyakoribb és
legspecifikusabb klinikai jele a hirsutizmus, ami talzott, férfias mintdzatban megjelend
végleges szOrzet megjelenését jelenti [13], vagyis ennek soran végleges sz6rzet nd az alsé arc,
az all és a nyak teriiletén [14-16]. Ezekre a végleges szdrszalakra jellemzd, hogy 5 mm-nél
hosszabbak, valamint siiriibb, vastagabb szerkezetet mutatnak [13]. A szOrnovekedés csak
bizonyos testrészeken erdsodik, a PCOS-el kiizd6 nék ugyanis androgén alopeciaban is
szenvednek [17], ami férfias hajhullashoz vezet. Egy kevésbé specifikus, de annal
kellemetlenebb tiinet az akné, amely a megnovekedett faggyutermelés kovetkeztében alakul ki
a talzott androgéntermelés miatt [18, 19]. Kiils6 tiinet lehet még a centralis adipozitas,
diszfunkcionalis zsirszovettel [20], vagyis az alsé hasi teriileten, a deréknal és a csipok koriil
elhelyezked6 zsirlerakodas. Mindemellett a tulzott androgének kérosithatjak a granulosa
sejteket és megvaltoztathatjdk a tlisz6k mikrokdrnyezetét. Ez a folyamat tliszéatresidhoz
vezethet, amely soran a tiisz6k elézetes degeneracioja vagy pusztulasa kovetkezik be, ami
csokkenti a peteérés esélyét és befolyasolja a peteérés mindségét [21].

A kornyezeti tényezok, mint példaul az elhizas okozta tultaplaltsag, jelentds hatast
gyakorolhatnak a szindroma fenotipusara [20, 22, 23]. A talsuly a PCOS minden aspektusat
sulyosbitja a mogottes anyagcserezavarok miatt [24], ezért az elhizott betegeknél
megfigyelhetd, hogy reproduktiv és anyagcsere szempontbdl kedvezdtlenebb jellemzok
jelennek meg. Az elhizds tarsulhat nagyobb mértékii inzulinrezisztencidval &s
hiperinzulinémiaval, valamint a kozponti zsirszovet nagyobb tomegével és karosodott
funkcidjaval. A kutatdsok szerint az inzulinrezisztencia és a diszfunkciondlis zsirszovet
hozzajarulhat a hiperandrogenizmus €s az anovulacio stlyosbodasahoz is [20].

A PCOS valodi 6sszetettségét az alapul szolgald mechanizmusok és a kisérd folyamatok
halézata jelenti. Mélyrehaté megértése nem csupdn a tiinetek és a hormonalis valtozasok
vizsgalatat igényli, ugyanis a hormonalis egyenstlyzavar mogott meghuzodo folyamatok az
idegrendszer szabalyozéasaval is szorosan Osszefonddnak. Az autondém idegrendszer és a
kozponti idegi struktirak, mint példaul a hipotalamusz és az agyalapi mirigy, kulcsszerepet
toltenek be a hormonalis tengelyek irdnyitasdban, és ezaltal a PCOS-t kisérd endokrin
valtozasokban. Az integralt megkozelités tehat kulcsfontossagl a teljeskorii megértéshez és a

hatékony kezelési stratégiak kifejlesztéséhez.



3.2.2. A hipotalamusz-hipofizis-gonad (HPG)-tengely

A hipotalamusz az adenohipofizis hormonszekrécidja révén kiemelt szabalyzo
szereppel bir a petefészkek endokrin funkciojaban, a hipotalamusz-hipofizis-gonad (HPG)-
tengelyen keresztiil. A hipotalamusz iddzitett, pulzal6 ciklusokat 1étrehozva képes irdnyitani az
adenohipofizisbdl torténd follikulus stimulalé hormon (FSH) és a luteinizal6 hormon (LH)
felszabadulast [25]. Magat a gonadotropin-releasing hormont (GnRH) tobb neurotranszmitter
is szabalyozza (pl. dopamin, szerotonin, noradrenalin, glutamat stb.), azonban az egyik
legfontosabbnak a Kisspeptin tekinthetd, amely a GnRH felszabadulasanak serkentése révén a
reproduktiv tengely kozponti iranyitdja. Emellett a termékenység fenntartasaban is
nélkiilozhetetlen, ugyanis kodold génjének inaktivalé mutacidja a kutatasok szerint medddséget
okoz [26]. A termelt ovariumhormonok az egész rendszerre vald visszacsatolasukkal
szabalyozni tudjak a GnRH ¢és gonadotrop hormonok termelddését, igy egy igen Osszetett €s
kontrollalt rendszerrdl beszéliink, amely a termékeny kort nék havi ciklusat irdnyitja. Az FSH
¢s LH hormonok 6sszehangoltan mitkddnek a néi nemi ciklus soran, ezéltal szerepet jatszanak

a szexualis fejlédésben és reprodukcioban.

Az LH funkcioi kozé tartozik az ovulacié kivaltdsa, vagyis a petefészek tliszdjének
megrepedését és a benne talalhato érett petesejt felszabadulasat indukalja [27], tovabba a
sargatest kialakitasanak, fenntartasanak és a progeszteron termelésnek egy meghatarozo
regulatora [28]. Az LH-szint valtozasa kulcsfontossagti, ugyanis az LH-impulzusok mintazata
megvaltozik a menstruacios ciklus soran. Az impulzusfrekvencia fokozatosan nd a follikularis
fazisban, és az amplitddo is megnd a ciklus kdzepén bekdvetkezd ovulacios LH-emelkedés
soran [29]. Az ovulaciét kovetéen az LH impulzusfrekvencia lelassul az 0Osztrogén
visszacsatolo hatasa miatt [30]. A masik gonadotropin, az FSH, a follikulusok érésének fo
szabalyzoja. NOkben a petefészek theca-sejtjeibdl szteroid hormon (androszténdion és
tesztoszteron) termelddik az LH hatasara [31]. FSH hatasara a petefészek granulosa sejtjeiben
[32] ezutan a tesztoszteron az Sa-reduktaz ¢és az aromataz (CYP19) enzimek altal
dihidrotesztoszteronna (DHT) és osztradiolla (E2) alakulhat at [33]. Az androszténdionbol a
granulosa sejtekben Osztron képzddik, amit végiil a 173-hidroxi-szteroid-dehidrogenaz 1-es
tipusa (17BHSDI1, HSD17B1) alakithatja 17B-6sztradiolla [32]. Az androgén hormonok
koleszterinbdl képzddnek a petefészek theca-sejtjeiben az LH hatasara, valamint a mellékvese
zona reticularis zonajaban az adrenokortikotrép hormon hatasara. Emellett kis mennyiségii
androgén hormon akar a periférias szovetekben is termelddhet [34]. Ennek kdszonhetden tehat

a szérum tesztoszteronszintje reproduktiv kora néknél altaldban alacsonyabb szinten marad.



A nék esetében 6tféle androgén termelédhet, ezek lehetnek a dehidroepiandroszteron-
szultat (DHEAS), a dehidroepiandroszteron (DHEA), az androsztendion (A4), a tesztoszteron
(T) és a dihidrotesztoszteron (DHT). A DHEAS-t csak a mellékvese zona reticularis termeli,
illetve a keringésben a DHEA alakulhat bel6le. A DHEA-t nagyobb aranyban a mellékvese
termeli, de kisebb mennyiségben a petefészek is képes szekretalni. Az Ad-et viszont a
mellékvese és a petefészek egyforma mértékben szintetizalja [35], mint az androgén hormonok
bioaktiv form4jat, a tesztoszteront. A tesztoszteron azonban képes atalakulni az Sa-reduktaz
(5aRD) segitségével DHT-v¢ a periférias szovetekben (majban, zsirban), illetve a mellékvese
zona fasciculata a tesztoszteron mellett DHT-t is képes szintetizalni kisebb mennyiségben [11,
35].

3.2.3. A HPG-tengely szabalyozasi zavara és a PCOS

A nemi hormonszintek és a petefészek tliszondvekedésének szabalyozasaban
ugyanis a hipotalamusz altal szabalyozott pulzald6 GnRH szekréci6 zavara tekintheté a PCOS
egy 6 tényezbjének [36]. A GnRH szekrécidé megvaltozasanak az egyik f6 befolyasoldja lehet
a kisspeptin nevil hipotalamikus polipeptid, amely a GnRH-impulzusok kialakulasanak
kulcsfontossagu szabalyozdja. A GRP54 receptorokon, mas néven KisslR-en keresztiil
aktivalja a GnRH-szekréciot [37]. A megvaltozott kisspeptin szekrécio, és az ezaltal fokozott
GnRH-impulzus frekvencia és amplitado elésegitheti az LH-szintézist az FSH-szintézissel
szemben, ami magas LH/FSH aranyhoz vezet a PCOS-ben szenvedé n6knél [38]. Emellett a
legujabb vizsgalatok azt is kimutattak, hogy a kisspeptin a hipofizis sejtjeihez is képes direkt
modon kotédni, hogy az LH felszabadulasanak novekedését okozza [39], ami az androgén
hormonok egyensulyanak felboruldsahoz vezethet.
hormon (AMH) tulzott termelése gatolja az aromataz aktivitast, valamint megsziinteti FSH
aktivalé hatasat a granulosa sejtekre, ami csokkent Osztradiol termeléshez vezet [40]. Az
aromataz gatlasa a granulosa sejtekben [41], valamint az LH/FSH arany megvaltozasa rengeteg
negativ hatast vonz maga utan. Kdérositja az 6sztrogén és az FSH szintézisét, ezaltal gatolja a
tiiszénovekedést és az ovulaciot, felboritja a gonadotrop hormonok egyensulyat, ezaltal LH-
tulstly keletkezik, ami a tesztoszteron szintjének emelkedéséhez [30], ebbdl fakaddan
hiperandrogenizmushoz és a tiisz6fejlodés leallasahoz vezet [42]. Végeredményben az egész

egy Onmagat er6sité folyamatot alkot, ugyanis a nemi hormonok jelentésen befolyasoljak az



agy neuronalis aktivitasat, igy el6segitik a petefészek diszfunkcidjat és a reprodukcios

zavarokat a PCOS-es néknél [41].

3.2.4. Az oxidativ stressz és a gyulladasos folyamatok szerepe a PCOS kialakulasaban és

progressziéjaban

A PCOS koros, alacsony foku gyulladasos allapotnak tekintheté [10], ugyanis a
hormonok mellett az oxidativ stressz és az immunrendszer is fontos szerepet jatszik a

pathofiziologiajaban [43] (1. abra).
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1. abra: A policisztas ovarium szindréma mechanizmusainak osszefoglalasa

Forrds: Lérincz és mtsai., 2024, nyoman [40].
GnRH= gonadotropin releasing hormon; LH= luteinizalo hormon,; FSH= follikulus stimuldlo

hormon; PCOS=policisztds ovarium szindroma; AMH= anti-Miillerian hormon.

A gyulladas szinte minden betegség alapvetd velejardja, hiszen barmilyen stresszorral
vagy gyulladasos agenssel valo talalkozas, gyulladast valt ki a szervezetben [10]. Szamos
tanulmany kimutatta, hogy az oxidativ keringési markerek szignifikdnsan magasabbak a PCOS-

ben szenvedd betegeknél az egészséges egyénekhez képest, valamint potencialis kivaltd



tényezonek tekintik a PCOS pathogenezisében is [44]. Oxidativ stressz akkor kovetkezik be,
amikor az oxidansok és antioxiddnsok kozotti egyensuly felborul, ami tilzott mennyiségii
reaktiv oxigén gyok (ROS) képzddéshez vezet, vagyis a szervezet nem tud megfelelden
védekezni a szabad gyokok karos hatasai ellen. A ROS akkumulacié eredményeként a
szervezet védekezé mechanizmusai zavart szenvednek, ami olyan karos hatasokhoz vezethet,
mint példaul a DNS-karosodas vagy a sejthalal [43]. A ROS az aerob szervezetek oxigén
metabolizmusanak termékei, amelyek tobb forrasbol szdrmazhatnak, beleértve az oxidativ
foszforilaciot, a maj enzimrendszereit, a méregtelenitd reakciokat és a kornyezeti tényezoket is
[45]. Ezek masodlagos hirvivoként miikodhetnek az emldssejtekben, befolyasolva a
génexpressziot és a sejtek mitkodését, novekedését, differencialodasat és halalat [46, 47].

Fiziologias koriilmények kozott a sejtekben jelenlévd antioxidansok megakadalyozzak
a szabad gyokok ezen karos hatasait. Ezek az enzimatikus és nem-enzimatikus rendszerek,
tobbek kozott a szuperoxid-diszmutaz (SOD), katalaz, glutation vagy az E, C, A vitaminok [48,
49]. Emellett nyomelemek, példaul a réz, cink, mangan és szelén is fontosak az antioxidans
rendszer miikodéséhez [50].

Egyre tobb kutatds erdsiti azt a feltevést is, hogy a hiperandrogenizmushoz kapcsolodo
immunstressz ¢és gyulladasos kornyezet kozvetitd szerepet jatszhat a reproduktiv rendszer
diszfunkciojaban a HPG-tengely zavaran keresztiil [41, 51, 52]. A PCOS-sel tarsithato
hiperandrogenizmus valtozatosan hat az immunsejtek kiilonb6z6 altipusaira [53]. A
petefészekben és zsirszovetben a makrofagok a leggyakrabban eléfordulo immunsejtek,
amelyek fontos szerepet jatszanak a gyulladasos valaszban és az immunrendszer
egyensulyaban. A menstruécios ciklus soran a makrofagok szintje valtozik, ami azt sugallja,
hogy a progeszteron hatas érvényesiil. A PCOS-ben az elhizas és az inzulinrezisztencia nagyon
gyakori, ami az M2 tipust gyulladascsokkentd makrofagok atmenetét eredményezi az M1 pro-
inflammatorikus fenotipusba [54]. Az M1 makrofagok viszont nagy mennyiségii gyulladasos
citokint termelnek, mint példaul az interleukin-1 (IL-1), IL-6 és a tumor nekrozis faktor-alfa
(TNF-a) [54, 55], amelyek tovabb fokozzak a PCOS korallapotat, stlyosbitva az
inzulinrezisztenciat és a hiperandrogenizmust [56]. Az androgének mennyiségének
novekedésével a myeloid prekurzor sejtek fokozott neutrofil termelésbe kezdenek, ami gyakran
neutrofil taltengést (neutrofilia) eredményez, amely szintén tovabb fokozza a gyulladdsos
citokinek termelddését, mint a TNF-a, TGFp, IL-6, IL-1a és IL-1p, ezaltal stilyosbitva a PCOS
pathofiziologiajat [57].



4. Célkitiizés

A PCOS egy kronikus endokrinoldgiai korkép, amely a fertilis korti nék 8-13 %-at érinti [5],
igy a megfeleld terapids eljaras megvalasztasaval szamos nd életmindsége javulhat.
Kutatasunkban a PCOS okozta korfolyamatok mérséklésére a II-es fazisu klinikai vizsgalatban

levé TAK-448 (mas néven MVT-602) nevii kisspeptin receptor agonistat alkalmaztuk.

Kisérletiinkkel tisztazni kivantuk, hogy:

1. A DHEA-indukalt PCOS allatmodellben a hormonalis vizsgalatok mellett hogyan

valtozik az oxidativ/nitrozativ stressz, valamint a gyulladdsos folyamatok?

2. A TAK-448/MVT-602 kezelés hogyan modositja a PCOS-sel tarsithatd hormonalis

valtozéasokat a gonadotropinok, valamint a tesztoszteron hormon tekintetében?

3. Hogyan befolyasolja a TAK-448/MVT-602 kezelés az oxidativ/nitrozativ stressz

paramétereket, valamint a gyulladasos folyamatokat?
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5. Anyagok és modszerek
5.1. Vizsgalt allatok és kisérleti protokoll

Kisérleteinkhez 175-200 gramm sulyu ndstény Harlan-Wistar patkanyokat (Toxi-Coop
Zrt., Magyarorszag) hasznaltunk. Az allattartasi koriilmények a kdvetkezok voltak: 20-22 °C
homérséklet, 40-50 %-os paratartalom, 12 6ras vilagos-sotét ciklusokban. Az etetés granulalt
patkany tappal, az itatas pedig csapvizzel tortént ad libitum.

Az éllatok tartdsa az Europai Parlament és a Tanacs 2010/63/EU eldirasai alapjan, a
magyar torvényi szabalyozasnak (XXVIII/1998), a 40/2013. II. 14. kormanyrendeletnek
megfelelden tortént. Munkankat a XX/964/2023. szamu allatkisérletes engedély eldirasainak
megfeleléen végeztiik.

Egyhetes akklimatizacios periddust kovetden a PCOS korkép kialakitasara az allatok
egy részét 60 mg/ttkg dozisu dehidroepiandroszteronnal (DHEA) kezeltiik 25 napig, naponta
egyszer, szubkutan (s.c.). A kontrollcsoporthoz (CTRL) tartozé egyedeket a DHEA
vivOanyagaval, szezamolajjal kezeltiik 0,2 mL végtérfogatban. A DHEA-kezelt PCOS allatok
egy részét 0,03 nmol/ttkg dozistt TAK-448/MVT-602 kezelésben részesitettiik az 1., 4., 7. és
11. napokon. A TAK-448/MVT-602-t 0,9 %-os fiziologias s6oldatban oldottuk, majd 0,2 mL
végtérfogatban injekcidztuk s.c.

A terminalasi napon May-Griinwald festéssel meghataroztuk az allatok ivari ciklusat.
Annak érdekében, hogy szdveti szinten is igazolni tudjuk a PCOS kialakulésat, illetve a TAK-
448/MVT-602 kezeldanyag potencialis jotékony hatasat, az allatok egy részének petefészek
mintait formalinba helyeztilk, majd a szovettani értékeléshez hematoxilin-eozin festést
alkalmaztunk (2. abra).

A biokémiai vizsgalatokra szant mintakat —80 °C-ra helyeztiink a késobbi feldolgozasig.
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% PCOS % PCOS Ivari ciklus meghatarozas
”_> PCOS+TAK
448/MVT-602

2. abra: Kisérleti protokoll

DHEA= dehidroepiandroszteron; CTRL=kontroll; PCOS=policisztds ovarium szindroma; LH=
luteinizalo hormon, FSH= follikulus-stimuldlo hormon, ROS= reaktiv oxigén fajtik, 3-NT=
nitrotirozin, CXCL-1= C-X-C motivumu kemokin ligandum 1, IL-13=interleukin-1f3; IL12p70=
interleukin-12 p70 heterodimer.

5.2. Ivari ciklus meghatarozasa

Az ivari ciklus meghatarozasa éber allapotban torténik, amelynek sordn az allatokat
korlatoztuk, farkukat felemelve pedig lathatova tettiik a hiivelyt. Vattapalca segitségével,
melyet szobahdmérsékletli fiziologias sooldattal nedvesitettiink meg, hiivelyi kenetet vettiink.
A vattapélcat ovatosan a hiivelyfalhoz gorgettiik, majd a vattapalcat 6vatosan végig huztuk a
targylemezen. A hiivelykenet festéséhez eldszor a Giemsa-oldatot 1:1 aranyban higitottuk, 15
ml desztillalt vizhez adva 15 ml Giemsa oldatot, majd ezt félretettiik. A preparatumokat elészor
May-Griinwald oldattal kezeltiik: koriilbeliil 7-10 csepp oldatot pipettaztunk a targylemezekre,
¢s 2,5 percig hagytuk allni, majd az oldatot ledntottiik a targylemezrdl. Ezutdn a higitott
Giemsa-oldatot csepegtettiink ra, amelyet 15 percig hagytunk a lemezeken, hogy megfeleléen
megtorténjen a festddés. A festés végeztével desztillalt vizzel oblitettiik a mintdkat, majd
levegén hagytuk szaradni. Végezetiil Zeiss Axio Imager.Z2 fénymikroszkoppal vizsgaltuk a
keneteket a sejttipusok azonositasa céljabol [58].

5.3. Hisztologiai analizis

A petefészek szOvetmintdkat egy ¢€jszakdn 4t szobahdmérsékleten 4%-0S
formaldehidben fixaltuk. A szoveteket szOvettani kazettdkba helyeztiik, majd fokozatosan
etanolbol xilolba dehidrataltuk, és Leica TP1020 szdvetfeldolgozdban paraffinba agyaztuk. A
metszeteket 5 pm vastagsagban keresztbe vagtuk, valamint Leica ST5010 Autostainer-rel

standard hematoxilin €s eozin festéshez feldolgoztuk. A festést kovetden a szdvetet tartds
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rogzitokozeggel (CV Ultra, Leica) montiroztuk. A metszeteket AxioCam ICc 5 kameraval

felszerelt Zeiss Axio Imager.Z2 fénymikroszkoppal megvizsgaltuk és fotokat készitettiink.

5.4. A szérum tesztoszteron koncentraciojanak meghatarozasa

A kisérleti periddus végén az allatokbdl szivpunkcidval szérum mintakat gytijtottiink. A
mintakat 3200 r.p.m., 18 °C-on, 10 percig centrifugaltuk, majd Immulight 2000 XP1i (Siemens)
immunkémiai automata segitségével meghataroztuk a szérum tesztoszteron koncentraciot,

amelyet nmol/L-ként fejeztiink ki.

5.5. A szérum LH, FSH és petefészek ROS, nitrotirozin koncentracio meghatarozasa

ELISA modszerrel

A kisérleti protokoll végén az allatoktdl szivpunkcioval vért gylijtottiink, a vérvételi
csoveket 3200 r.p.m, 18 °C-on, 10 percig centrifugaltuk, majd a feliiliszokat -20 °C-on taroltuk
az ELISA mérések elvégzéséig. A petefészek mintakat jéghideg foszfat pufferben (pH 7,4)
Ultra-Turrax homogenizald segitségével (2 x 10 sec) homogenizaltuk. Centrifugalas utan (20
perc, 2500 rpm, 4 °C) a feliiluszokat leszivtuk, majd ELISA mérésekhez hasznaltuk. A gyarto
adatlapjanak megfelelden (Gen Asia Biotech Co., Ltd., Shanghai, Kina) vagy 40 pL petefészek
szoveti feliilisz6 vagy 50 pL standard oldatot tettiink a monoklonalis antitestekkel eldzetesen
bevont lyukakba. Ezenkiviil, a feliiliszot tartalmazo lyukak tartalmat 10 pL biotinnal jeldlt
ellenanyaggal egészitettiik ki. Ezt kdvetden 50 uL Streptavidin-HRP-t is hozzdadtunk, mind a
feliiliszot, mind a standardot tartalmazoé lyukakba, amely ennek kovetkeztében a biotinnal jelolt
antitesttel immunkomplexet képezett. Az inkubacios eljaras utan (60 perc 37 °C-on) a lemez 5x
atmosasra kertilt, igy a nem kotott enzimek eltavolitodtak a lyukakbol. A szinreakcidhoz 50 pLL
A és B szubsztrat oldatot adtunk hozza minden mintdhoz és standard sorhoz, majd a teljes
reakcioelegyet 10 percig inkubaltuk 37 °C-on fényvédett helyen. Utolso6 1épésként 50 puL. Stop
oldatot pipettaztunk a reakcioelegyhez, az optikai denzitast 450 nm-en mértiikk (Benchmark
Microplate reader, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A petefészek ROS értékeket U/mg
fehérjében, a 3-NT értékét mmol/mg fehérjében fejeztiik ki, mig az LH és FSH értékeket
mlU/mL-ben adtuk meg.
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5.6. Gyulladasos markerek koncentraciojanak meghatarozasa patkany Legendplex-szel

A LEGENDplex™ Rat Inflammation Panel V02 egy gyongyalapi multiplex assay
panel, amely alkalmas kiilonb6zd aramlasi citométereken valo hasznélatra. Ez a panel tobb
patkany citokin egyidejii mennyiségi meghatarozasat teszi lehetévé. A panelben szerepld
citokinek tobbségét a velesziiletett immunsejtek termelik, 6sszekotve a velesziiletett és az
adaptiv immunitast mas sejtekkel. Ez a vizsgalati panel nagyobb kimutatéasi érzé¢kenységet és
szélesebb dinamikai tartomanyt biztosit, mint a hagyomanyos ELISA moédszer. Az IL-1p, IL-
12p70 és a CXCL-1 értékeket pg/mg fehérjeként fejeztiik ki.

5.7. Statisztikai analizis

Az adatok normal eloszlasat és a variancia homogenitasat Shapiro-Wilk teszttel igazoltuk. A
csoportok kozotti kiilonbségek elemzéséhez egyutas ANOVA-t alkalmaztunk Tukey post-hoc
teszttel, és a p < 0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. A statisztikai elemzést a SigmaPlot

12.0 for Windows (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) programmal végeztik.
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6. Eredmények
6.1. Ivari ciklus

A ragcsalok ivari/dsztrusz ciklusa négy fazisbol — prodsztrusz, 6sztrusz, metdsztrusz és
diesztrusz — all6 ciklus, amely koriilbeliil 4-5 napig tart. A hiivelyvaladék haromféle sejttipusbol
all, és ezen sejtek Osszetétele alapjan hatdrozhato meg az aktualis fazis [59]. A ciklus
csucspontjat az 6sztrusz képezi (10-18 ora), melynek elejére esik az ovulacid. Az ilyen fazisbol
szarmaz0 hiivelykenetben elszarusodott, nem festdédé magvi hamsejtek talalhatok. Ezt koveti a
metdsztrusz (24-30 ora), a leépitési szakasz, amelyben elszarusodott hamsejtek, leukocitak és
hamsejtek figyelhetok meg. A kovetkezd fazis a didsztrusz (50-60 oOra), amelyre magvas
hamsejtek, leukocitdk és nyalka jellemzd. Utdna az 0sztrusz megel6z6 prodsztrusz (12 ora)
kovetkezik, amelyben csak magvas hamsejtek talalhatok [58-60]. Jelen kisérleti modelliinkben,
a kezelési periddus végeén harom fazist figyelhettiink meg az egyes allatcsoportokban. A CTRL
allatok esetében az Osztrusz fazis dominalt (3,a), a PCOS csoportban minden egyed didsztrusz
ciklusban (3,b) volt, mig a PCOS+MVT-602/TAK-448 kezelésben részesiilo allatok

proosztrusz fazisban voltak (3,c).

(@) (b) (©

3. dbra: A kisérleti periddus végén meghatarozott ivari ciklusok reprezentativ fotoi

(a) CTRL — osztrusz fazis; (b) DHEA-kezelt — diosztrusz fazis; (¢) TAK-448/MVT-602 kezelt

— prodsztrusz fazis.

CTRL=kontroll; DHEA=dehidroepiandroszteron.
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6.2. Az ovariumok makroszkopos és hisztologiai értékelése (hematoxilin-eozin festés)

A petefészkek valtozasainak makroszkdpos vizsgalata mellett, hematoxilin-eozin festést
kovetéen szdvettani analizist is végeztiink. A CTRL allatok petefészkei normal morfologiat
mutattak, ahol a tiisz6k megfeleléen fejlodtek és jol definialt antralis struktarakat képeztek. Az
ivari ciklus fazisanak megfeleléen a tiiszok szama és allapota is stabil volt. Ezzel szemben, a
PCOS petefészekben szamos koros elvaltozast figyeltiink meg, beleértve a megnagyobbodott
follikulusokat. A hisztolégiai képeken cysticus és atreticus follikulusok lathatok. Az MVT-
602/TAK-448 kezelés hatasara azonban a vizsgalt petefészek morfologiaja szemmel lathato
javulast mutatott, a cisztds struktirdk csokkenését észleltiik. A tiisz6k mérete és szama a

normalishoz kozelitett. A hisztoldgiai képeken az antrélis tiiszOk dominanciaja lathato.

4. abra: kontroll allat petefészkei, makroszkopos (a) és hisztologiai analizise 25X (b) és 100X
nagyitasban (c).

CTRL=kontroll.
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5. abra: DHEA kezelt allat petefészkei, makroszkopos (a), 25X (b) és 100X nagyitasban (c).

DHEA= dehidroepiandroszteron.

() (b)

28| DHEA+M VT-602

6. abra: DHEA+TAK-448/MVT-602-vel kezelt allat petefészkeinek makroszkopos fotdja (a)
és hisztologiai analizise 25X (b) és 100X nagyitasban (c).

DHEA= dehidroepiandroszteron.
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6.3. A gonadotropinok és a tesztoszteron hormon valtozasa

6.3.1. Az LH és FSH koncentracioinak meghatarozasa

A gonadotropin koncentraciok valtozasanak meghatarozasahoz mértiik az LH, illetve az
FSH koncentracioit szérumbol. Az eredményekbdl lathato, hogy a PCOS csoportban az allatok
LH szintje jelent6sen megnovekedett, mig FSH szintjiik csokkent a kontrollcsoporthoz
viszonyitva, mely a PCOS-ra jellemz6 hormonalis zavart tiikkr6zi. A TAK-448 kezelés hatasara
az LH koros szintje mérséklddott, ezzel szemben az FSH szintje emelkedett a PCOS csoporthoz
viszonyitva. Eredményeink arra utalnak, hogy a TAK-448 kezelés helyreallitotta a gonadotrop
hormonok egyensulyat PCOS éallatmodellekben, ami hozzéjarulhat a reproduktiv miitkddés

normalizalasahoz. Az eredményeket a 7.a) és 7.b) abra mutatja be.

a) b)
1014 59 *

:8 81 —T— e 44
£ - £ 5
EE S £EY
£ 2 # £3 Az
o E 44 s 2 E 2"
= z
<3 24 * - 14

CTRL PCOS PCOS+ CTRL PCOS PCOS+

TAK-448 TAK-448

7.a) és 7.b) abra: Szérum LH a) és FSH koncentracioja b).

(LH; mlU/ml-ben kifejezve; FSH; mlU/ml-ben kifejezve) Atlag: + S.E.M., n = 10, *p < 0,05: Statisztikai
szignifikancia a CTRL és DHEA-kezelt patkanyok kozott, "p < 0,05: Statisztikai szignifikancia a DHEA-
nal kezelt és a DHEA+TAK-448/MVT-602-vel kezelt patkanyok kozott. CTRL= kontroll, DHEA=

dehidroepiandroszteron, PCOS= policisztas ovdrium szindréoma, LH= luteinizalé hormon, FSH=

follikulus-stimulalé hormon.

18



erevr

Az 1. tablazat a szérum tesztoszteron szintjét hivatott bemutatni harom a kisérleti

csoportban. A kontrollcsoport esetén a szérumban detektalt tesztoszteronszint alacsony maradt,

amely a normal fiziologiai értékeket tiikrozi. A PCOS csoportban ezzel szemben a tesztoszteron

koncentracidja szignifikansan emelkedett, mely a PCOS egyik f6 biokémiai jellemz6jére, a

hiperandrogenizmusra utal. TAK-448/MVT-602 kezelés hatasara a tesztoszteronszint azonban

jelentés mértékben csokkent — a kontroll értékekkel megegyezod szintre — amely alatamasztja a

kezelés terapias hatékonysagat PCOS modellben.

Tesztoszteronszint

PCOS+TAK-448/
CTRL PCOS MVT-602
Szérum <0,69 + 0,00 27,62 + 5,69 <0,69 + 0,00
tesztoszteron nmol/L nmol/L * nmol/L #

1. tablazat: Szérum tesztoszteron koncentracidja

Atlag: + SEM., n=10,* p <0,05: Statisztikai szignifikancia a DHEA-nal kezelt és a DHEA+TAK-
448/MVT-602-ve! kezelt patkdanyok kozott, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia a DHEA-nal kezelt és a
DHEA+TAK-448/MVT-602-vel kezelt patkdanyok kézétt.

CTRL= kontroll, DHEA = dehidroepiandroszteron, PCOS= policisztas ovarium szindréoma.
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6.4. Oxidativ és nitrozativ stressz paraméterek valtozasa

6.4.1. A petefészek ROS koncentraciojanak meghatarozasa

PCOS éllatok ROS koncentracidja haromszoros emelkedést mutatott a kontroll értékekhez
viszonyitva, amely jelzi az oxidativ stressz fokozodasat ebben a betegségmodellben. Az dbran
egyértelmiien lathatd, hogy a TAK-448/MVT-602 kezelés hatasara a ROS koncentraciod

jelentdsen csokkent, ezaltal mérsékelve a petefészekben megjelend oxidativ stressz mértékét.

oo
1

(=7]
1

(U/mg fehérje)
s

N
1

ROS koncentracié

CTRL PCOS PCOS+
TAK-448

8. abra: Petefészek ROS koncentracioja

(ROS; UImg fehérjeként kifejezve) Atlag: + S.E.M., n = 8-10, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia a
CTRL és DHEA-kezelt patkanyok kézott, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia a DHEA-nal kezelt és a
DHEA+TAK-448/MVT-602-vel kezelt patkanyok kozott.

CTRL= kontroll, DHEA = dehidroepiandroszteron, PCOS= policisztas ovarium szindroma, ROS =

reaktiv oxigen fajtak.
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6.4.2. Nitrotirozin szint valtozasa

A 3-NT koncentracioban a PCOS allatok esetében szingifikins novekedést
tapasztaltunk a kontroll allatokhoz képest. Ezzel szemben, a TAK-448/MVT-602 kezelés
kovetkeztében a magas 3-NT szint mérséklodott. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a TAK-
448/MVT-602 kezelés enyhitheti a nitrozativ stresszt PCOS-ben (9. 4bra).

401

w
o
1

3-NT koncentracio
(mmol/mg fehérje)
= N
< <

CTRL PCOS  PCOS+
TAK-448

9. abra: Petefészek nitrotirozin koncentracidja

(3-NT; mmol/mg fehérjeként Kifejezve) Atlag: + S.E.M., n = 6-9, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia
a CTRL és DHEA-kezelt patkanyok kozétt, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia a DHEA-nal kezelt és
a DHEA+TAK-448/MVT-602-vel kezelt patkanyok kozott.

CTRL= kontroll, DHEA = dehidroepiandroszteron, PCOS= policisztds ovarium szindroma, 3-NT= 3-
nitrotirozin.
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6.5. Gyulladasos markerek valtozasa

A TAK-448/MVT-602 gyulladasos markerek szintjére kifejtett hatasainak felderitése
érdekében, tobb gyulladaskeltd citokin koncentracidjat: IL-18 (10. abra), IL-12p70 (11. &bra),
¢s CXCL-1 (12. abra) is meghataroztuk petefészek szovetbol. A CTRL csoport allatainak
petefészkében alacsony koncentracioban voltak jelen az elébb emlitett gyulladasos markerek.
Ezzel szemben, a PCOS csoporthan a vizsgalt gyulladasos citokinek szignifikans emelkedést
mutattak a kontroll értékekhez viszonyitva, egyértelmiien alatamasztva a petefészkekben
jelenlevé gyulladast. A TAK-448/MVT-602 kezelés kovetkeztében mindharom paraméter

szintje nagymértékben csokkent a PCOS-es allatokhoz viszonyitva.
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10. abra: Petefészek IL-18 koncentracidja

(IL-1p3; pg/mg fehérjeként kifejezve) Atlag: + S.E.M., n = 5-6, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia a
CTRL és DHEA-kezelt patkanyok kézott, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia a DHEA-nal kezelt és a
DHEA+TAK-448/MVT-602-vel kezelt patkdanyok kézott.

CTRL= kontroll, DHEA = dehidroepiandroszteron, PCOS= policisztas ovirium szindréma, IL-1=
interleukin- 15.
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11. abra: Petefészek IL-12p70 koncentracidja

(IL-12p70; pg/mg fehérjeként kifejezve) Atlag: + S.E.M., n = 5-7, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia
a CTRL és DHEA-kezelt patkanyok kézétt, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia a DHEA-nal kezelt és
a DHEA+TAK-448/MVT-602-ve! kezelt patkdanyok kozott.

CTRL= kontroll, DHEA = dehidroepiandroszteron, PCOS= policisztas ovarium szindroma, IL-
12p70= interleukin-12 p70 heterodimer.

15+

10+

CXCL-1 koncentracio
(pg/mg fehérje)

CTRL PCOS PCOS+
TAK-448

12. abra: Petefészek CXCL-1 koncentracidja

(CXCL-1; pg/mg fehérjeként Kifejezve) Atlag: + S.E.M., n = 5-6, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia
a CTRL és DHEA-kezelt patkanyok kozétt, *p < 0,05: Statisztikai szignifikancia a DHEA-nal kezelt és
a DHEA+TAK-448/MVT-602-vel kezelt patkanyok kozott.

CTRL= kontroll, DHEA = dehidroepiandroszteron, PCOS= policisztas ovarium szindroma, CXCL-1=

C-X-C motivumu kemokin ligandum 1.
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7. Diszkusszio

A PCOS-t az egyik leggyakoribb kronikus endokrin-metabolikus rendellenességként
tartjadk szdmon, amely a reproduktiv kord ndk 8-13%-at érinti. A felborult hormonalis
egyensuly, a szabalytalan menstruacié, valamint a peteérés hianya megnehezitheti a
teherbeesést, ezért a PCOS a medddség egyik vezetd okanak tekinthetd [5]. A betegség
incidencidjaban és progresszidjaban a hormondlis egyensulyzavar mellet a gyulladdsos
folyamatok is kiemelt fontossadggal birnak, amelyek szoros dsszefliggésbe hozhatok az oxidativ
stresszel. Kisérletiink sordn igazoltuk a PCOS-t kiséré hormonalis valtozasokat, tovabba a
petefészek szovetet érintd gyulladdsos €s oxidativ stresszel tarsithatd paraméterek szintjének
fokozodasat. Mindezek alapjan a gyulladasos és oxidativ/nitrozativ stressz paraméterei kiemelt
terapias célpontnak tekinthet6k. Az eredmények alapjan a TAK-448/MVT-602 terapia
sikeresen mérsékelte a PCOS-re jellemz6 elvaltozasokat, az oxidativ stresszt és gyulladasos
markereket, ezzel utalva a PCOS terdpia pozitiv hatasaira.

A PCOS hattérfolyamatanak, valamint a terapids célparaméterek és folyamatok
vizsgalatara elengedhetetlen a megfelelé allatmodell kivalasztasa [61]. A PCOS vizsgalatara
szamos ragcsalomodell 1étezik, amelyek koziil elkiilonithetiink transzgenikus, illetve kémiailag
indukalt modelleket. A modellek lehetdséget nytjtanak a PCOS korfolyamatainak vizsgalatara,
tovabba a metabolikus betegség €s a petefészek diszfunkcid kozotti kapcsolat specifikus
vizsgalatara. A transzgenikus ragcsalomodellek, mint példaul a Koletsky és Zucker Diabetic
Fatty (ZDF) patkanyok [62, 63], mind a PCOS-hez hasonl¢ elhizassal 6sszefiiggd metabolikus
¢és reproduktiv diszfunkciokat mutatnak. A ZDF patkdnyok emellett cikluszavarokat és
petefészek diszregulaciokat mutatnak, igy jelentds szerepet jatszanak a ndéi reproduktiv
rendellenességek kutatasaban [63]. A PCOS kialakulasara azonban nemcsak genetikai, hanem
kémiailag  indukalt/hormondlis modellek is léteznek, amelyek tarsithatok a
valtozassal, amely a PCOS egyik f6 jellemzdje. Mindezek alapjan a szteroid hormonok és
modulatoraik alkalmazasa a legelterjedtebb modszer a PCOS tiineteinek kisérletes el6idézésére
[61, 64, 65]. A kutatasok szerint a korai életkorban a tilzott androgéntermelésnek valo kitettség
felnéttkorban PCOS-hez vezethet. Ennek vizsgalatara ragcsalokban kiilonb6zd androgéneket,
mint példaul tesztoszteront (T), Sa-dihidrotesztoszteront (DHT) és dehidroepiandroszteront
(DHEA) hasznalnak [66]. A DHEA egy androgén, amely elsésorban a mellékvesében
termelddik, és a PCOS-ben szenvedd ndk szervezetében magas szinten van jelen. A DHEA

kezelés standard dozisa 6mg/100 g testtdmeg/nap, aminek kovetkeztében a cisztas tliszok szama
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novekszik, a granularis sejtréteg elvékonyodik, mig a theca-sejtréteg megvastagodik [67, 68].
Emellett ezen allatok széruméaban az LH/FSH ardny, valamint a T szintje a kontroll csoporthoz
képest magasabb szintet mutat [67, 69]. DHEA-indukalt PCOS kovetkeztében a
hipotalamuszban csokken Kiss1 transzkriptum szintje, amelynek kovetkeztében szabalytalan
ciklusok figyelheték meg [69]. Mindezek alapjan, jelen kisérletiinkh6z is a DHEA-indukalt
PCOS modellt hoztunk 1étre fertilis kort néstény patkanyokon. Zhang és munkatarsai [70] egy
2023-ban késziilt kutatasukban szintén a DHEA-t hasznaltak, hogy megvizsgaljak az AMH
emelkedés lehetséges mechanizmusat Sprague-Dawley patkdny petefészek szovetben. Ennek
érdekében 6 mg/100 g DHEA-t adtak 20 napon keresztiil az 4llatoknak, aminek eredményeként
a petefészkek follikulusai jelentésen megndttek, valamint a T és az AMH szintje is szignifikans
emelkedést mutatott. Szintén DHEA-t hasznalva Selenay és munkatarsai [71] Wistar
patkanyoknal valtottak ki PCOS-t. Megfigyeléseik soran kimutattdk, hogy az LH szint,
valamint az LH/FSH arany is szignifikdns novekedést mutatott a kontroll csoportokhoz képest.
Ez 6sszhangban all eredményeinkkel, ugyanis megfigyeltiik, hogy a PCOS csoportban az LH
szint jelentésen ndvekedett, mig az FSH szint csokkenést mutatott, ami az LH/FSH arany
egyensulyanak eltolodasat eredményezte. Egészséges ndknél a GnRH felszabadulast a
hipotalamusz pulzalé6 mddon valasztja ki, amely az agyalapi mirigyet a gonadotropinok, azaz
az LH és az FSH felszabaditasara serkenti [72]. Ezzel szemben PCOS-ben szenvedd néknél a
megnovekedett GnRH szint kovetkeztében emelkedett LH szint tapasztalhatd, ami az LH/FSH
arany jelentds novekedését eredményezi [73]. Ennek a felborulasnak az eredményeként
fokozott LH-stimulaci6 johet létre, ami miatt hiperplazian mennek keresztiil a theca-sejtek, és
emiatt a tiisz6folyadék felhalmozodik és kialakulnak a cisztak a petefészekben [72]. A
gonadotropinok egyenstlyanak eltolodasat szdmos humdn klinikai vizsgalatban 1s
megfigyelték. A Janssen és munkatarsai [74] altal végzett klinikai kisérletbe 343 PCOS-es
beteget vontak be, és Jyoshna és tarsaihoz hasonldan vizsgalati eredményeik nagyobb LH/FSH
aranyt, megnovekedett tesztoszteronszintet mutattak ki PCOS-ben szenvedé néknél [75].
Ahogyan az LH/FSH is megvaltozott a PCOS-ben, igy a tesztoszteron szintjénél is
koros allapotokat figyeltiink meg. A DHEA hatéséara ugyanis szignifikdnsan emelkedett szérum
tesztoszteron szintet detektdltunk a PCOS csoportban. A hiperandrogenizmus biokémiai
szempontbol a tesztoszteron magas szintjével tarsul, ami jelentds hatdssal van az endokrin
rendszerre. A tesztoszteron két f6 formaban van jelen a vérben: kotott és szabad formaban.
Kotott allapotban féleg a nemi hormonokat megk6td globulinhoz (SHBG) és kisebb mértékben
az albuminhoz kapcsolodik [72]. Fiziologias allapotban a tesztoszteron 80 %-a SHBG-hez

kotve talalhatd, mig koriilbeliil 19 %-a albuminhoz kapcsolddik, és mindossze 1 %-a van

25



szabadon, amely kozvetleniil képes kotddni a receptorokhoz és kifejteni hormonalis hatasat [ 76,
77]. A gonadotropin szintézis korai szakaszaban a tulzott androgének a primordialis tiiszok
novekedését és szamuk emelkedését indukaljak [78].

Alhassan és munkatarsai [79] kutatasaban 300 PCOS-ben szenvedé nét vontak be, a
résztvevok tobb mint kétharmadanal emelkedett LH/FSH aranyt, és tobb mint a felénél
megnovekedett tesztoszteron szintet mértek. Tehat a résztvevé PCOS-ben szenvedd néknél a
szérum LH-FSH ardny és a T szoros kapcsolatban all egymassal, ezzel aldtdmasztva
eredményeinket.

Az LH, az FSH ¢és mas reproduktiv hormonok egyenstlyzavara negativan
befolyasolhatja a petefészek miikodését, elosegitve a gyulladasos folyamatok kialakuldsat,
valamint az oxidans/antioxidans egyensuly felborulasat [80]. Az ovulacioét megel6z6en az LH
fokozott szekrécidja gyulladasos medidtorok felszabaduldsat indukalja a petefészekben, ami a
ROS taltermeléséhez vezet [81]. A megemelkedett ROS-szintek kulcstényezdként szerepelnek
az ovulacids folyamat szamos lényeges aspektusaban, beleértve a cumulus sejtek expanziodjat,
a progeszteron szintézisét, a preovulacioés gének expresszidjat és az ovulacid kivaltasahoz
sziikséges jelek aktivalasat [82]. Ezen folyamatok révén az oxidativ stressz, hasonloan a
A PCOS szoros Osszefiiggésben all a mitokondrialis diszfunkcioval, amely fokozott ROS-
termelést €s oxidativ stresszt eredményez, ugyanis a ROS-ok foként a mitokondridlis
elektrontranszportlanc aktivitasa soran keletkeznek [85]. Ez a tlzott ROS-termelés hozzajarul
az oxidativ stressz kialakulasahoz a petefészekszovetekben [86]. A ROS-ok kett6s szerepet
jatszanak, egyszerre mitkodnek jotékony jelzOmolekulaként €s potencidlisan kéaros oxidativ
elemként is. Egészséges allapotban a ROS-termel6dést a szervezet antioxidans védelmi
rendszerei egyensulyban tartjak. Ez az egyensuly dont6 fontossagu, azonban egyes PCOS-ben
szenvedd ndknél az antioxidans védelmi mechanizmusok csdkkenése tapasztalhato, ami a ROS-
termelés és az antioxidans védelem kozotti egyensuly felborulasahoz vezet [87, 88]. Méréseink
a ROS koncentracio szignifikdns novekedését igazoltdk a DHEA-val kezelt allatok
petefészekszovetében, melyhez hasonldt Ruxia és tarsai [89] friss kutatasukban szintén
megfigyeltek. Kordbbi kutatdsok kimutattdk, hogy a tlisz6folyadékban 1évé6 ROS
felhalmozdodas befolyasolhatja a petesejtek mindségét, ami rendellenes ovuldciohoz és
meddéséghez vezethet [90, 91].

A ROS mellett a reaktiv nitrogénfajok (RNS) is fontos szerepet jatszanak a
sejtfiziologiaban, hiszen részt vesznek a jelatviteli itvonalakban és immunvalaszokban [92]. A

ROS, valamint a RNS karosithatjak a sejteket, ezaltal megzavarjak a redox egyensulyt [93]. A
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nitrogén-monoxid (NO) ¢és annak metabolitjai kis mennyiségben védd hatastiak, de nagy
koncentracidban apoptozist idézhetnek eld [94, 95]. A nitrozativ stressz mérésére a 3-
Nitrotirozin (3-NT) szintjének meghatarozasa egy elfogadott modszer. A 3-NT képzddése soran
a fehérjékben 1évé tirozin-maradvanyokat peroxinitrit nitralja, ami emelkedett RNS-szintet
jelez [96]. Eredményeink egyértelmiien aldtimasztottak a felvetésiink, miszerint PCOS-ben a
nitrozativ stressz szintje is jelentdsen megndvekedik, ugyanis a 3-NT szintje a kontroll
allatokhoz képest szignifikdns novekedést mutatott. Ezzel 0Osszhangban publikaltak
eredményeket Masszi és munkatarsai [97], akik DHT-kezelt PCOS patkanymodellben a
keringd leukocitdkban €s a petefészekben mért 3-NT szintje szignifikdns ndvekedést mutatott.
Az oxidativ/nitrozativ stressz mellett a PCOS allapot a gyulladasos folyamatokkal is
tarsithato [85]. A PCOS korallapotban a megnovekedett oxidativ stressz és az aktivalt NF-xB
szintek a kronikus alacsony foku gyulladas allapotat eredményezik, ami eldsegiti a kiilonbdzd
gyulladasos molekulak, koztiik az interleukinok expressziojat [56]. A gyulladas legjelent6sebb
kozvetitéjének tekinthetOk az interleukinok, ezért kisérletiink sordn ezek egyes tagjainak
valtozasaira fokuszaltunk: meghataroztuk az IL-18 és IL-12p70 termelédését DHEA hatasara
[98-100]. Az IL-1B, egy erds proinflammatorikus citokin, amely kozponti szerepet jatszik a
gyulladasos valaszban [98]. Foként monocitak és makrofagok termelik, és tobbféle gyulladasos
molekula, példaul az IL-6 és IL-12 valamint a CXCL-1 expresszidjat szabalyozza, ami fokozza
a gyulladasos reakciokat és az immunvalaszt [101-103]. Az IL-12p70, amely az IL-12 citokin
egyik formaja, dontden jarul hozzé a T-helper 1 (Thl) tipusu sejtek differencidlodasahoz, ezzel
eldsegitve a sejtkozvetitett immunvalaszt [100]. A CXCL-1 kemokin szintén jelentOs szerepet
jatszik a gyulladasos folyamatokban, mivel képes a neutrofilek toborzasara és aktivalasara,
ezaltal fokozva a gyulladasos sejtek bevandorlasat a sériilés helyére [103-106]. Ez a gyulladasos
kornyezet azonban nemcsak a petefészek miikodését, hanem a teljes reproduktiv ciklust
befolyasolja [98, 107]. Mindezek alapjan kisérletiink soran fontosnak tartottuk, hogy az
oxidativ stressz mellett a gyulladasos faktorok szintjének a valtozasat is monitorozzuk.
Vasyukova és munkatarsai [108] 44 PCOS-ben szenvedd nét vizsgaltak és szamos
interleukin szintjének a valtozasat megmérték. Eredményeikkel egyértelmiien igazoltak, hogy
az egészséges nokhoz viszonyitva a PCOS-ben szenvedd ndk szervezetében fokozott

gyulladasos folyamatok indulnak el, amihez nagyszdmu interleukin csalad jarul hozza.

Eredményeink tehat 6sszhangban vannak a szakirodalomban eddig megtalalhat6 leirt

adatokkal, miszerint PCOS-ben szenveddk esetében a gyulladds mértéke novekszik.
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Elemzéseink soran ugyanis novekedést tapasztaltunk mind az IL-18, IL-12p70, mind pedig a
CXCL-1 koncentracidiban PCOS-es patkany petefészekben.

Ezek az eredmények Osszességében alatdmasztjadk, hogy a gonadotropinok
egyensulyanak felboruldsa, a fokozott oxidativ €s nitrozativ stressz, valamint a gyulladésos
faktorok emelkedett szintje mind hozzajarulnak a hormonalis €és anyagcserezavarokhoz. Ezek
a tényezok egymast erdsitve hozzak létre a PCOS jellemzd tiineteit, €s ezen tényezok célzott
szabalyozasa potencialisan hozzajarulhatna a PCOS-el jar¢ tiinetek enyhitéséhez. Kisérletiink
soran tehat ezen a koros elvaltozasok kezelésére kerestiik a megoldast.

Az utdbbi évek tanulméanyai a neuropeptidek szerepét hangsulyozzdk a PCOS
modellallatok hipotalamuszaban [109, 110]. A kisspeptin és analdgjainak szerepe ugyanis
kulcsfontossagiva valt a pulzald6 GnRH felszabadulés szabalyozasanak kutatasaban, kiilondsen
a n6i reprodukcio teriiletén [111]. A GnRH/LH szekrécidja a néknél pulzalo és 16késszerti
formaban torténik, amely elésegiti a petefészek tiiszok érését és hormontermelését [112].

Szakirodalmi adatok igazoljak, hogy kisspeptin a HPG tengely fiziologias
szabalyozasaban fontos szerepet jatszik [113, 114]. A PCOS korfolyamataban betoltott
funkcidja még nem teljesen tisztdzott, ugyanis mind human, mind az &llatmodellek
vonatkozasaban ellentmondasos cikkek sziilettek a kisspeptin szintjének valtozésairél PCOS
betegségben. Brown és munkatarsai [115] megallapitottak, hogy a DHT altal kivaltott PCOS
patkanymodellben csokkent a hipotalamikus KISS1 mRNS szintje és a kisspeptin
immunreaktivitidsa. Emellett szintén leirtdk, hogy a KISS1 gén expresszidja csokkent
tesztoszteron-indukalt patkanymodell esetében is [52]. Ezek a megfigyelések hozzajarulnak
ahhoz a feltételezéshez, hogy az androgéntobblet befolyasolja a hipotalamuszban a kisspeptin
rendszer szabalyozasat, amely elengedhetetlen a reprodukciés hormonok egyensulyahoz és a
normal ovulacios ciklus fenntartasahoz.

A kisspeptin 10 (KP10) és kisspeptin 54 (KP54) nativ aminosavak, melyeket a KISS1
gén szignalizal. A kozelmultban a KP10 moddositasaval KISS1 receptor (KISS1R) agonistakat
fejlesztettek ki, hogy azok nagyobb hatdsfokkal és stabilitdssal rendelkezzenek, és igy a
transzlacios uton keresztiil elérébb vigyék a kisspeptinre iranyul6 terapiakat [116]. A TAK-
448/MVT-602 egy olyan KISS1R agonista, amelyrdl kimutattak, hogy hatasosabb és hosszabb
ideig indukalja a GnRH neuronalis tlizelést, mint a nativ KP54 (115 vs. 55 perc) [111, 116]. A
TAK-448/MVT-602 és a KP54 Gsszehasonlitasaban megmutatkozik, hogy mindkét KISS1R
agonista igéretes a reproduktiv rendellenességek kezelésében, kiilondsen az in vitro fertilizaciods
(IVF) terapidk esetében. A KP54 kozvetlen stimuldciéval hat a hipotalamikus GnRH

neuronokra, és az ovarium tulstimulaciés szindroma (OHSS) kockazata nélkiil segiti eld a
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petesejtek érését [117], ezaltal elkeriilve az OHSS gyakori szovédményeit [116]. A TAK-
448/MVT-602 kiilonleges eldnye viszont, hogy a természetes cikluskdzepi gonadotropin-
hullamhoz hasonl6 hatast nyGjt: nemcsak az LH, hanem az FSH szintjét is befolyasolja [118-
121], igy sokkal kiegyenstlyozottabb hormonalis kornyezetet teremt [116]. Ez a komplex
hatdsmechanizmus segithet a kezelés soran a jobb klinikai eredmények elérésében, valamint az
IVF és egyéb reproduktiv terapidk biztonsagosabba és hatékonyabba tételében.

Jelenleg kevés szakirodalmi forras all rendelkezésiinkre, amelyek a TAK-448/MVT-
602 hatasat vizsgaltak PCOS allatmodellben, ezért célul tiztik ki a TAK-448/MVT-602
hatasanak feltérképezését DHEA-kezelt PCOS patkanymodellben. A 25 napos kezelés soran
sikeresen indukaltuk a PCOS-t, majd a TAK-448/MVT-602 kezelés sikeresen javitotta a PCOS-
t kisérd koros elvaltozasokat. Makroszkopos és mikroszkopos vizsgéalataink alapjan a KISS1R
agonista TAK-448/MVT-602 jelentds hatassal van a PCOS esetén kialakuld cisztas
javulasahoz. A cisztas petefészkekben gyakran észlelt, éretlen tiiszOk szama és mérete csokkent,
ami a petefészek szerkezetének fokozatos visszarendezddését eredményezi az egészséges
allapot felé. A kezelés hatékonyan szabalyozza az LH és FSH termelését, igy elOsegiti a
hormonalis egyensuly helyreéllitasat. Ezaltal tdmogatja az érett tiisz6k fejlddését, mikozben
mérsekeli a cisztas képzodmények kialakulasat. Az androgén tulsulyt is csokkenti, amit a
szérum tesztoszteronszint kontroll értékekre torténd csokkenése mutat.

Vizsgalataink aldtdmasztottak, hogy a hormonalis egyensuly felboruldsanak mérséklése
mellett, a TAK-448/MVT-602 kezelés a petefészek ROS és 3-NT szintjét is szignifikdnsan
csOkkentette, ezaltal javitva a petefészek szovetre jellemz6 antioxidans/oxidans egyensulyt,
illetve az oxidativ €s nitrozativ stressz csokkenését. Ezek a molekularis szintli valtozasok fontos
szerepet jatszanak a PCOS okozta sejtkarosodas csokkentésében ¢€s a petefészek egészséges
morfologiajanak fenntartasaban [85].

A TAK-448/MVT-602 kezelés hatasara a petefészekben nemcsak az oxidativ és
nitrozativ stressz mutatott csokkenést, hanem jelentésen csokkentek a gyulladasos faktorok
szintjei is, beleértve az 1L-12p70, IL-18 és CXCL-1 molekuldkat. Ezek a gyulladasos
mediatorok a PCOS sulyosbodasahoz ¢és a tlisz0k karosoddsdhoz jarulnak hozza, igy
alacsonyabb szintjik eldsegiti a gyulladdsos valasz mérséklését ¢és a petefészek
mikrokornyezetének helyreallitasat [40]. Az IL-6 és IL-1B szerepet jatszanak a kronikus
gyulladas fenntartdsaban, mig a CXCL-1 kemokinként hozzajarul a gyulladasos sejtek
toborzasahoz [98-100]. A TAK-448/MVT-602 kezelés ezen faktorok gatlasaval hatékonyan

csokkenti a gyulladdsos folyamatokat, ami hozzajarul a petefészek egészségesebb
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szerkezetének fenntartasdhoz ¢és a normalis tiiszofejlodés eldsegitéséhez, melyet
makroszkdposan és mikroszkdposan is sikeriilt megfigyelniink.

Jelenlegi tudasunk szerint kutatocsoportunknak elséként sikeriilt igazolnia a KISSIR
agonista TAK-448/MVT-602 kedvez6 hatasat a PCOS-t Kkiséré gyulladasos és
oxidativ/nitrozativ stressz csokkentésében. Eredményeink alatdmasztjak, hogy a TAK-
448/MVT-602 kezelés képes eldsegiteni a hormonalis egyensuly helyreallitasat, mérsékelni a
petefészek morfologiai elvaltozasait, csokkenteni az oxidativ €s nitrozativ stresszt, valamint
szabalyozni a gyulladasos faktorok szintjét is. Ezek az eredmények nemcsak a PCOS
amely a PCOS-ben szenvedd betegek életmindségének javitasat célozza. A TAK-448/MVT-
602 alkalmazasaval kapcsolatos tovabbi kutatasok 10j lehetdségeket nyithatnak meg a betegség
célzottabb és hatékonyabb kezelése érdekében, kiemelve ennek a kezelésnek a fontossagat a

reproduktiv egészség teriiletén.
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