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Roviditések jegyzéke

APP amiloid prekurzor protein (amiloid precursor protein)

CCD toltés-csatolt eszkoz (charge coupled device)

DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

DNS dezoxiribonukleinsav

DS Down-szindroma

FISH fluorescens in situ hibridizacid (fluorescent in situ hybridization)
FSH follikulus stimulalé hormon (folliculus stimulating hormone)
GnRH gonadotropin-felszabaditd6 hormon (gonadotropin releasing
hormone)

LH luteinizalé hormon (luteinizing hormone)

STAG3 stromal antigen 3

OAC oralis antikoncipiens (oral anticoncipient)

oMl oocyta érési inhibitor (oocyte maturation inhibitor)

OMM petesejt mozaicizmus modell (ovarian mosaicism model)

PBS phosphate buffered saline
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1. Bevezetés

A perinatalis veszteségek és a velesziiletett stlyos mentalis retardaciok hatterében
igen gyakran allnak kromoszoma rendellenességek. Sziiletéskori gyakorisaguk 1:180 és
ezek koriilbeliil kétharmadat az aneuploididk és a polyploidiak teszik ki. (Az aneuploidia
az autoszomalis és nemi kromoszoémak szambeli anomalidja, mig a polyploidia az érett
ivarsejtekben 1év6 23 kromoszoma egész szamu tobbszordsére ndvekedett génallomanyt
jelenti.) Bizonyos becslések szerint az 6sszes fogamzasra vonatkoztatva a kromoszéma
rendellenességek akar 75%-ban is megjelennek, de mivel ezek a zigétak csokkent
¢letképességliek, ezért ezek a rendellenességek mar embrionalis korban is kisebb
szazalékban mutathatok ki, aranyuk a terhesség elérehaladtaval pedig spontan szelekcio
eredményeképpen folyamatosan csokken. A korai vetélések 60%-ban, a kdzépidds
veszteségek 4-5%-ban, mig a halvasziiletések 5-6%-ban igazolhatok kromoszoma

rendellenességek (Papp Z, 2009).

Pylyp és mtsai 2018-ban végzett vizsgalatukban arra jutottak, hogy a fogantatasok
50%-a spontan vetéléssel végzodik, kb. 60%-ban triszomiak, 22%-ban poliploidia, 7,5%-
ban monoszomia, 7%-ban kiegyenstlyozatlan szerkezeti eltérés és 3,8%-ban tobbszords

aneuploidia igazolodott (Pylyp és mtsai, 2018).

A gyakori triszomidk eredete az intenziv kutatasok ellenére sem tisztazott
egyértelmilen. A jelenleg széles korben elfogadott klasszikus eredetmodell szerint a
meiotikus non-diszjunkcid okozhatja a triszomiat egy eredetileg diszomias petesejtben.
Ujabb kutatasok szerint azonban eltérd hatasmechanizmus allhat bizonyos aneuploidiak
hatterében.

Doktori értekezésemben az elméleti alapok és az 1ij hipotézis bemutatasat
kovetden térek ra kutatdsunk ismertetésére, melynek Iényege az elmélet szélesebb kort,

tobb kromoszomara kiterjedd bizonyitasa vollt.
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1.1. Az o6roklédés kromoszomaelmélete, a mitdzis és meidzis ismertetése

Az egyed jellegzetességeit az anyatol €s apatol 6rokolt kromoszomak specifikus
génjei hatarozzadk meg. Az ember 46 kromoszémaja mintegy 35 ezer gén hordozasaért
felelds. A testi sejtekben a homolog kromoszémak 23 parban vannak jelen (22 par
autoszoma, ¢és 1 par szexkromoszoma formajaban), ezeket nevezziik diploid sejteknek.

Mindegyik par egyik kromoszoémaja az anyai ivarsejtbdl (petesejt, oocyta) ¢s az
apai ivarsejtbdl (ondodsejt, spermium) szarmazik, igy minden egyes ivarsejt haploid, 23
darab kromoszomat tartalmaz, s a megtermékenyitéskor torténé egyesiilésiik felelés a
diploid autoszomalis sejtekre jellemz0 kromoszémaszam visszaallitasaért (Sadler és

mtsai, 2018).

A mitdzis soran a sejt két, sziilosejttel genetikailag azonos leanysejtté osztodik.
Mindkét utodsejt az eredeti, 46 kromoszomabdl allo genetikai allomanyt tartalmazza. A
mitdzis megkezdése eldtt a kromoszomak DNS-e megkettézddik, hisztonok és egyéb
fehérjék kotddnek a DNS szalakhoz, de a kromoszomak onalld képletként nem
ismerhetdk fel. A nucleolus, azaz sejtmagvacska az egyetlen képlet, ami fénymikroszkop
alatt lathato. Mindkét centriolumra merdlegesen egy-egy utodcentriolum alakul ki. A
korai profazisban a centriolumok a sejt két polusa felé huzédnak, a kromoszoémak hossza
fonalak formajaban jelennek meg, a nucleolus egyre inkabb elhalvanyodik. A profazis
kozépsd szakaszdban a kromoszomdk kondenzacidja befejezédik, mindegyik
kromoszéma két kromatidabol all, amelyek a centroméraknal fliggenek 6ssze. Mindegyik
centroméra a frissen megkett6z6dott DNS-molekula egyikét tartalmazza. A polusok felé
kozeledd centriolumokbol oszlasi orsé kezd mikrotubulusokbdl képzddni. A késoi
profazisban a centriolumok elérik a sejt polusait, egyes mikrotubulusok a p6lustol a sejt
helyezkednek el. A maghartya oszlasnak indul, majd eltlinik, ekkor a sejtmagvacska mar
nem lathato6 (Sadler és mtsai, 2018).

A metafazis alatt a kromoszoémak a sejt egyenlit6i sikjaba rendez6dnek, azonban
a testvérkromatidak még nem valnak szét.

Az anafizis korai szakaszdban a két testvérkromatida szétvalik, centromérajuk
egy huzorosttal kapcsolddik valamelyik sejtpolushoz. A centromérandl fogva minden

egyes kromoszoma a vele Osszekottetésben allo sejtpolus felé vandorol, ekkor a sejt
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megnyulik, szétvalashoz késziil. Az anafazis kés6i szakaszaban mindegyik
kromoszomarészlet kozeledik a polusdhoz ¢és megkezdddik a citokinézis, azaz
sejtszétvalas az oszlasi barazda kialakulasaval. (Okhura, 2018)

A telofazisban az utddsejtmagok koriil uj maghartya keletkezik, a kromoszoémak
letekerednek és kevésbé elkiilonithetokké valnak, a magvacska azonban ismét eldtiinik.
A mitozis soran mindkét poluson az utddcentriolumok elérik teljes nagysagukat. A
telofazisban az eredeti centriolumok megkett6zddése befejezddik, s mindkét poluson két-
két centriolum a rajuk merélegesen egy-egy uj utdédcentriolumot hoz 1étre. A citokinézis
csaknem teljesen befejezddik, a mikrotubulusok depolimerizalédnak, az oszlasi orséd
eltlinik. A citokinézis befejezésekor a DNS replikécio ismét ujrakezdddik (Papp Z és Toth
Z, 2009).

A replikacios fazis alatt a kromoszomak hossztiak, diffuzan szétszorodnak a
sejtmagban ¢és fénymikroszkdppal nem lathatoak. Mindegyik utédsejt a megkettdzddott
kormoszémaallomany felét kapja, igy megegyezd szamu kromoszoémadaval rendelkezik

majd, mint az anyasejt (Sadler és mtsai, 2018). (1. abra)
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1. abra: A mitoézis. Mdasnéven szadmtartd osztodds. A sejtosztddas soran az
utddsejtek és a kiinduldsi sejtek kromoszoémaszdma megegyezik. A folyamat
soran a sejtciklus nyugalmi szakaszaban a megkett6z0dott DNS tartalmu
kromoszomak kromatidai elvalnak egymastol és a két utodsejt kozott egyenld

aranyban oszlanak meg. (Horanyi D, 2019)
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A férfi és no6i ivarsejtek keletkezéséért felelds sejtosztodasi folyamat a meidzis. A
haploid kromoszoémaszam kialakitasahoz szamfelezé osztodasnak kell végbemennie. A
kromoszémak szamanak felezéséért a meidzis két sejtosztodasi 1épése: a meiodzis I. és
meiozis |l. felelés, ekkor a kromoszomak szama 46-r6l 23-ra valtozik. A mitdzishoz
hasonldan a meidzis 1. elején a DNS megkettézddése torténik, ezaltal a 46 kromoszoma
mindegyike testvérkromatidokka valik. A 1ényegi kiillonbség ezt kovetben torténik meg:
a mitozissal ellentétben azonban a homolog kromoszémak a szinapszis folyamata soran
parokba rendezédnek. A parba allasra a szimmetria a jellemz6 (itt kivételt képez az XY
kombinacio). A homolog parok ezutan szétvalnak, majd kiilon-kiilén a két utddsejtbe
kertilnek, igy a diploid kromoszomaszam haploidda felez6dik (Sadler és mtsai, 2018).

A meidzis elsO szakaszanak korai profazisdban a kromoszémak mar
megkétszerezddtek, de a kromatidak parban maradnak és nem kiilonithetok el a profazis
I. késoi szakaszdig. A kromatidaparok feltekeredett szalként vannak jelen. A profazis I.
kozépsd szakaszaban a homolog kromoszoémak teljes hosszukban szinapszist képeznek,
kondenzaloédnak és megrdvidiilnek. A homoldg kromoszémak kromatidai kozott ebben a
szakaszban torténik a crossing over. A crossing over a meiozis kézponti eseménye, a
parokba rendez6dott homoldég kromoszoémak kozott egyes kromatidaszegmentek
Kicserélodéséért felelés. A kromatidak szegmensei letornek, majd kicserélédnek a
homolog kromoszomak szeparacidja soran. Amint a szeparacid megtorténik, a
cserepontok ideiglenesen egyesiilnek, chiasmékat képeznek. Kromoszémankeént
koriilbeliil 1-2 keresztezOdés jon létre, leggyakrabban a kromoszéméan egymadstol
meglehetésen tavol 1évd gének kozott. A crossing over révén ezaltal Uj genetikai
informéciot hordoz6 kromoszémak jonnek létre, ami a genetikai anyagot meglehetdsen
atrendezi (Ohkura, 2015).

A késoi profazisban a kromoszomaparok vandorolni kezdenek a sejt egyenlitoi
sikja felé, az oszlasi orso eddigre majdnem kialakul és a maghartya fokozatosan eltiinik.

A metafazis I-ben a kromoszomaparok az egyenlitéi sikba rendezddnek.

Az anafazis 1. sordn a leanykromatidak a centromérdkndl Osszekdttetésben
maradnak egymadssal, a kromoszomaparok szétvalnak és mindegyik par kromoszomai a
sejt két ellentétes polusa felé vandorolnak.

A telofazis I-ben a kromoszomak koriil maghartya alakul ki, a kromatidak a

centroméraknal azonban még mindig dsszekottetésben maradnak (Uhlmann, 1998).
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Az interfazisban a haploid sejtek kialakuldsa befejezddik, tovabbi DNS-
replikaci6 mar nem torténik. A kromoszomak kissé dekondenzalédnak és
fénymikroszkoppal lathatatlanna valhatnak. A mésodik meiotikus osztodés a mitdzishoz
hasonldan zajlo események sora, amikor a testvérkromatiddk szétvalnak és mindegyik par
egy-egy tagja keriil az utodsejtekbe, ezaltal az ivarsejtek mindegyike haploid
kromoszoéma garnituraval rendelkezik és csak a megtermékenyités soran, a zigotaban
nyerik vissza a diploid, 46 kromoszomaval rendelkezd szomatikus sejti allapotot (Papp Z

és Toth Z, 2009). (2. 4bra)
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2. abra: A meidzis. Masnéven szamfelezd osztodas. A férfi és ndi ivarsejtek
keletkezéséért felelés folyamat soran a kétszeres kromoszomakészletii (2n),
diploid sejtekbdl, egyszeres kromoszomakészletii haploid sejtek (n) lesznek.
(Horanyi D, 2019)
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1.2.  Oogenesis

Szovettanilag a petefészek a terhesség 70. napjatol észlelhetd, ekkor 3 sejttipus
alkotja: a coloma hamsejtjei, amibdl késébb a granuldzasejtek fejlédnek ki, a
mesenchimalis sejtek, amikbdl a stroma képzddik és az endodermalis eredetli primitiv
csirasejtek, amelyekbdl a petesejtek alakulnak ki. Amikor a primordialis csirasejtek az
egyedfejlodés korai szakaszdban a ndénemii gonddba vandorolnak, azonnal
oogoniumokka differencidlodnak. A sejtek szdmos mitotikus osztdéddson mennek
keresztiil és a 12. terhességi hét végére egy réteg laphamsejttel korbevett csomokka
rendezédnek. Minden csomoO oogoniumai valdszinisithetben egy primordialis
csirasejtbol, a folliculus hamsejtek pedig az ovariumot borito felszines colomahambol
szarmaznak. Az oogoniumok egy részében a meiotikus osztodasok soran a profazis I
szakaszaban a sejtosztodas ledll, az oogonium primer oocytava alakul. A kovetkezd
néhany honapban az oogoniumok szdma meredeken emelkedik, a prenatalis fejlodés 5.
honapjara a csirasejtek szama eléri 7-10 milliés maximumat. Ekkor az oogoniumokat
stjté apoptozis beindul, ennek soran szamos oogonium ¢€s primer oocyta atretizal
(Sanchez, 2012).

A 7. honapra az oogoniumok ¢és oocytak nagy mennyiségben degeneralodnak,
valamennyi t0lélé oocyta belép az elsd meiotikus osztddas profazisaba, kiilsejiiket
egyrétegli lapham boritja. Ezt a komplexumot nevezziik primordialis tiiszOnek. A sziiletés
idejéhez kozeledve valamennyi primer oocyta belép a meiodzis 1 profazisaba, ekkor
kulcsfontossagl 1épés torténik: ahelyett, hogy tovdbbhaladna a metafazisba, diplotén
allapotaban nyugalmi szakaszba keriil. A primer oocytak a profdzisban maradnak és nem
fejezik be els6 meiotikus osztodasukat a pubertasig. Ennek hatterében az oocyta érési
inhibitor (OMI) szerepel, mely a follikulussejtek altal termelt fehérje (Sadler, 2018).

A primer oocytdk szama sziiletéskor 600-800 ezer, ez a pubertas kezdetére 400
ezerre redukalodik, ebbdl azonban minddssze 500 jut el az ovulacidig (Papp Z, 2009).

A pubertaskor kezdetén a novekvd follikulusokbol egy pool alakul ki, mely
folyamatos utanpoétlasban részesiil a primordialis tiisz6kb6l. Amint a primer oocyta
novekedni kezd, az 6t koriilvevd folluculus-laphdmsejtek kobhamma alakulnak és
proliferacidjuk soran tobbrétegii granulosa sejtréteget alakitanak ki: a komplexum neve
primordialis folliculus. A granulosasejteket a thecasejtektél basalis membran valasztja el.

A thecasejtek a folliculus novekedése soran kiilsé €s belsé rétegre kiiloniilnek el (theca

10
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externa, illetve szteroidszekrécioért felel6s theca interna). A folliculus fejlédése soran a
granulosasejtek kozott folyadéktartalmu iiregek jelennek meg, az iiregek 0sszeolvadasa
l1étrehozza az antrumot, ekkor a folliculust szekunder folliculusnak nevezik. Az oocytat
koriilvevd granulosasejtek érintetlenck maradnak, a cumulus oophorust alakitjak ki. Az
érett szekunder folliculus 25 mm nagysagot is elérhet.

Minden ovarialis ciklusban t6bb folliculus indul fejlédésnek, azonban az esetek
legnagyobb részében csak egy éri el a teljes érettséget. A szekunder, érett folliculusban
luteinizalé hormon (LH) hatdsara a meiozis I befejezddik, ennek soran két, dsszességében
46 kromoszomat tartalmazé leanysejt keletkezik: a szekunder oocyta és az elso sarki test.
A sejtek ezt kovetden belépnek a meidzis Il fazisaba, a folyamat azonban a metafazis
soran (az ovulaciot kozvetleniil megelézve) blokkolodnak (Pepling, 2006).

A meidzis 11 csak az oocyta megtermékenyitésekor fejezddik be, a végeredmény
ekkor egy, 23 kromoszomat tartalmazd oocyta és 3 sarki test lesz (ezzel ellentétben a
spermatogenesis soran a primer spermatocytabol 4 spermatocyta jon 1étre, kettd 22+1X,
kettd pedig 22+1Y kromoszémaval). Amennyiben a megtermékenyités nem kovetkezik

be, az oocyta kb. 24 dra alatt degeneralodik (Sadler és mtsai, 2018). (3. abra)

11
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3. abra. Oogenesis. A  primordialis  Ossejtekbél, melyek  2n
kromoszomakészletiiek, szamtartd osztodasokat és a gonadokba vandorlast kovetéen
oogoniumok alakulnak ki. Az meiotikus osztodasok soran a profazis I szakaszaban a
sejtosztodas leall, az oogonium primer oocytava alakul. A sziiletéshez kozeledve minden
primer oocyta belép a meiodzis profazisaba, majd diplotén allapotdban nyugalmi szakaszba
keriil. A peteérés sordn a szekunder, érett folliculusban a meiozis I befejezddik, ennek
soran két, haploid sejt keletkezik: a szekunder oocyta és az elsd sarki test. A sejtek ezt
kovetden belépnek a meidzis I fazisaba, a folyamat azonban csak az oocyta
megtermékenyitésekor fejezdédik be, a végeredmény ekkor egy, 23 kromoszomat

tartalmazo petesejt és 3 polaris test lesz. (sajat abra)
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1.3. A kromoszémak szambeli rendellenességei, a leggyakoribb aneuploididk

A normalis szomatikus sejtek 46 kromoszoémat, mig az ¢ép gamétdk 23
kromoszémat tartalmaznak. A normalis szomatikus sejtek ezaltal diploidok (2n), mig a
gamétak haploidok (n). Az euploidia az n egész szamu tobbszordsét fejezi ki, ezaltal
minden kromoszémabol azonos szamu van a sejtben. Az aneuploidia azt fejezi ki, hogy a
kromoszémaszam az alaptol egy vagy tobb kromoszomaval eltér, ilyen lehet a triszomia
(2n+1), vagy a monoszomia (2n-1) . A kromoszémaszdmok abnormalitasai 1étrejohetnek
meiotikus és mitotikus osztodas soran is (Papp Z, 2009).

A mitotikus non-diszjunkcié szomatikus sejteket és gamétakat ¢s érinthet, ez a
legkorabbi embrionalis sejtosztodasokra jellemz6: az ilyen allapot mozaicizmust
eredményez, ennek soran egyes sejtek abnormalis kromoszoémaszdmmal birnak, mig mas
sejtek teljesen normalisak (Allen, 2009).

A meiotikus non-diszjunkci6 csak gamétakat érint: itt meg kell kiilonboztessiink
elsé és masodik meiotikus osztdodds sordn bekdvetkezett koros allapotot, az eredmény
azonban mindkét esetben 24 vagy 22 kromoszomas gamétat eredményez majd (Sadler és

munkatarsai, 2018).

1.3.1. Down-szindréma

A Down-szindréma a 21-es kromoszoma triszémidjaval jaro tiinetegyiittes. A
1:800 ¢lvesziiletési gyakorisagaval jelenleg a leggyakoribb szomatikus aneuploidia
(Merrick, 2000). (4. abra)

Az ilyen rendellenességgel sziiletett ujsziilottek arctdjékan gyakran észlelhetd
jellegzetes eltérés a mongoloid szemrés, a brachycephalia, a lapos arcél, az epicanthus és
a hypertelorismus, a kicsi és mélyen elhelyezkedd fiilkagylo, a kicsi orr, ezen kiviil a
szajiireget teljesen kitoltd €s abbol gyakran ki is 16go, fissura nélkiili nyelv. Ezen
ujsziilottek tarkoja lapos, rajta a bor gyakran redébe emelheté (Roizen, 2003).

A kéz széles, rajta az esetek 50%-aban négyujjas harantredd (,,majombarazda”)
¢észlelhetd. Az ujjak rovidek, az V. ujj sokszor csak két ujjpercbdl all. A nagylabujj mellett
hasadék ismerhetd fel, gyakori a talpon a plantaris arok megjelenése (,,szandalredd”). Az

ujsziilott izmai hypotonidsak, iziiletei lazak.
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A betegséghez gyakran tarsulnak olyan szivfejlédési rendellenességek, mint
Fallot-tetralogia, kamrai sovényhiany és endocardidlis parnadefektus, valamint
duodenum atresia, szemészeti rendellenességek (strabismus, cataracta), valamint fokozott
hajlam bizonyos leukémiakra is (Freeman, 1998).

Csokkent immunitas jellemzi az alacsonyabb IgG, IgM ¢és IgE szintek miatt. A
jelentkezd neurondegeneracio miatt €s az amiloid prekurzor fehérje (APP) koros hasadasa
kovetkeztében béta-Ad-peptid keletkezik, ami amiloid plakkok kialakulasat, ezaltal
kardiovaszkularis eltérések egész sorat eredményezi (Busciglio, 2002).

A betegség minden esetben szellemi fogyatékossaggal jar, az 0jsziilottek mar

sziiletésiik utan feltlin6en nyugodtak, keveset sirnak (Barlow, 2002).
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4. abra. 21-es triszomia karyogramja (sajat abra)
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1.3.2. Edwards-szindroma

Az Edwards-szindroma a 18-as kromoszéma triszoOmiajaval jar6 betegség. Az
1:3000 élvesziiletési gyakorisagl szindroma nevét Edwards angol genetikusrol kapta. A
rendellenesség jellemzoi a ndvekedési retardacio, bizonyos koponyaeltérések, mint a
keskeny orrnyereg, rovid homlokreddk, az occiput eléemelkedése, kis all €s micrognatia,
valamint az alacsonyan iil6 és normalistol eltérd alaku fiilek (Papp Z, 2009). (5. abra)

Az 1jsziilott kezén felfedezhetd rendellenességek az egymésra hajlé ujjak,
esetleges majombarazda €s a rendellenes borlécrajzolat. A 18-as triszomias 0jsziilott talpa
domboru, felfelé¢ devialdé sarokkal. Fiugyermekeknél criptorchismus fordulhat eld. A
kiilonféle sziv és vesefejlodési rendellenességek gyakori tarsbetegségek, a szemeken
velesziiletett corneahomaly, coloboma, cataracta, esetleg microphtalmia fordulhat eld
(Cereda, 2012).

Az Edwards-szindroma egy nagyon stlyos rendellenesség, a magzatok 95 %-a
mar méhen beliil elhal, az ¢élve sziiletett gyermekek 90 %-at pedig az elsé év alatt

elveszitjiik (Batees, 2014).
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5. abra. 18-as triszomia karyogramja (sajat dbra)

1.3.3. Patau-szindroma
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A Patau-szindroma a 13-as kromoszoéma triszomidja miatt kialakult
rendellenesség. A betegség el6fordulasa 1:10000 élvesziiletés (Patau, 1960). (6. abra)

Jellemzdi a ndvekedési visszamaradottsdg, a koponya deformitsai, melyek
jarhatnak akar holoprosencephalia-szekvenciaval, eltér6é morfologiaja fiilekkel,
hypotelorismussal is. Szemfejlédési rendellenesség gyakran jelenik meg coloboma,
retinoblastoma, sziirkehalyog képében. Szivfejlodési rendellenesség, sziiletés utan
stiketség, vaksag, mentalis retardacio észlelhet6 (Plaiasu, 2010).

Patogenezisében (a jelenleg elfogadott tedria szerint) meiotikus non-diszjunkcio,
transzlokaci6 és mozaikossag is eléfordulhat. A Patau-szindroémdas magzatok 99 %-a

koraterhességben spontan vetélés kiséretében méhen beliil elhal, a megsziletett

csecsemOknél pedig az egy éves tulélés esélye elenyészé (Williams, 2020).
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6. abra: 13-as triszomia karyogramja (sajat abra)

1.3.4. Klinefelter-szindroma
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A Klinefelter-szindroma csak férfiakban fordul elé, az X kromoszoma
tobbszordosen van jelen a kromoszomak kozott. Ez  leggyakrabban 47, XXY
konstrukcioval jar, az esetek tobb mint 80 %-ban az inaktivalt nemi kromoszoma
kondenzacidja soran keletkezO Barr test is megtalalhato. Tiinetei a sterilitas, a hereatrofia,
a herecsatornak hialinizacioja és gyakran gynecomastia, melyek pubertaskorban jelennek
meg. A mentalis retardacié nem feltétleniil komponense a betegségnek, azonban minél
tobb X-kromoszoma van jelen, annal valoszinlibb a szellemi visszamaradas bizonyos foka

(Crawford, 2017). (7. abra)
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7. abra. Klinefelter-szindréma karyogramja (sajat abra)

17



DOI:10.14753/SE.2021.2519

1.3.5. Turner-szindréoma

A Turner-szindroma az egyetlen élettel Osszeegyeztetheté monoszomia (a
szindromatol szenvedd magzatok 98 %-a azonban igy is spontdn vetélést aldozata lesz).
A kariotipus 45 X, jellemzd az ovariumok hidnya. Fenotipusos jellegként alacsony termet,
kétoldali nyaki red6, idénként a végtagok lymphoedemaja is megfigyelhet6. A betegek
széles, pajzs alaki mellkassal rendelkeznek, egymastdl tavol elhelyezkedd

emlébimbokkal (Morgan, 2017). (8. 4bra)
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8. abra. Turner-szindréma karyogramja (sajat abra)
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1.3.6. Tripla X-szindroéma

Az X kromoszéma megharomszorozdodasa okozta elvaltozas az élvesziiletettek kb
0.1 szazalékaban fordul el6. A szindromaban szenvedd ndébetegek az atlagosnal
magasabbak, azonban jellegzetes fizikai eltérést nem fedezhetiink fel, az érintettek 10
szazalékanal figyelhet6 meg vesebetegség. Gyakrabban fordulnak el6 tanulési
nehézségek, altalaban a beszéd és az irott szovegértés terén. A motorikus készségek
késleltetett fejlodése, a gyengébb izomtonus, az érzelmi labilitas és viselkedési zavarok
szintén sujthatjak a szindromaval egyiitt ¢loket. Jellemz0 a cikluszavar, korai menopauza,

azonban a szindromaban szenveddk 75 szazaléka fogamzoképes (Otter et al, 2010). (9.

abra)
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9. abra. Tripla X-szindroma karyogramja (sajat abra)
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1.4. Az aneuploididk korélettana: a klasszikus eredetmodell és hipotézisek az

anyai ¢letkorral valo kapcsolatara

Az aneuploididk kialakuldsanak elméleti hatterének ismertetését és a
leggyakoribb aneuploidiak bemutatasat kovetéen mar csak egy ismeretlen, azonban annal
fontosabb faktor maradt: az elvaltozas korélettana, azaz a kérdés: hogyan alakulnak ki az
aneuploidiak?

Sajnos egyértelmii, megnyugtatd magyardzat erre a mai napig nem sziiletett, a
rendellenesség intenziv kutatdsok kereszttiizében all. Tények, amiket biztosan tudunk: az
anyai életkor novekedésével az aneuploididk szama is aranyosan nd. Allatkisérleti
modellekkel bizonyitottak, hogy a kromoszoémak eltéréseinek eléfordulasa idésebb
korban bekovetkezé megtermékenyiilések esetén fokozodik (Ishikawa és mtsai, 1995).

A ndkben a kromoszoma eltérések valoszinlisége ¢€s ezéltal az aneuploididk
el6fordulasa az életkorral novekszik, kiilonosen 35 év felett. A Down-szindroma
el6fordulasi esélye 25 éves kor alatti ndk esetében 1:2000-hez, azonban az eléfordulas az
életkorral meredeken emelkedik: 35 éves korban mar 1:300- hoz, 40 évesen és efelett
1:100-hoz (Sadler és mtsai 2018).

Szintén ismert tény: az aneuploidia mint a kromoszémak szambeli
rendellenessége, sziikségesse teszi, hogy valamelyik kromoszomabdl tobb vagy kevesebb
legyen az aneuploid sejtben. Az aneuploidiak hatterében — a meidzis és mitdzis
ismeretében — minden esetben valamilyen jellegli non-diszjunkcid kell, hogy alljon,
hiszen a szambeli rendellenességek kialakulasa nem johet létre a kromoszomaparok
megfeleld szétvalasa mellett. A kromoszomalis non-diszjunkcid esetén az egyik sejtben
24, mig a masik sejtben 22 kromoszoma lesz, a megtermékenyités soran a hibas genetikai
mintdzattal rendelkezd sejt egyesiil egy egészséges, 23 kromoszomat tartalmazo sejttel,

igy alakul ki egy 45 (monoszomia) vagy 47 (triszomia) kromoszomat tartalmazé sejt.

Fontos kiemelni, hogy a non-diszjunkcié tobb tipusa ismert, hiszen a
kromoszoémak szétvalasanak rendellenessége bekovetkezhet a mitdzis soran, ezen kiviil a
meiozis | illetve meidzis Il soran is, ekkor a homoldg kromoszomaparok, illetve a

testvérkromatidak nem valnak szét. (10. és 11. dbra)
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A jelenleg legismertebb elmélet szerint a (21-es) triszomia kialakuldsakor
meiotikus non-diszjunkcio torténik egy egyébként diszomias petesejtben. (Ghosh és

mtsai, 2009, Allen és mtsai, 2009)
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10. abra. Meiotikus non-diszjunkcio: A kromoszomak szétvalasanak

rendellenessége a meidzis I sordan. (Horanyi D, 2019)
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disjunction

Meiotikus non-diszjunkeié: a kromoszomak

rendellenessége a meidzis 11 soran. (Horanyi D, 2019)

Azonban mi adja meg a kapcsolatot ezen elmélet és az anyai életkorral

Osszefliggésben tapasztalt tény kozott? Szamos hipotézis latott napvilagot a fentiek

megvalaszolasara, de egyértelmii bizonyitast egyik sem nyert.

A ,,production line” (“produkciods folyamat™) hipotézis szerint a magzati élet késoi
szakaszaban a petesejtek fejlédésekor a kevesebb chiasma miatt valnak hajlamosabbé a
non-diszjunkciora, tehat a késobb keletkezett petesejtek kozott nagyobb aranyban fordul
elé aneuploid. A feltételezés szerint a petesejtek olyan sorrendben érnek be a fertilis

iddszak sordn amilyen sorrendben alakultak ki a petefészekben. Ez azt jelenti, hogy a
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korabban kialakult egészséges petesejtek a fiatalabb fertilis korban, mig az aneuploidia
potencialt hordozok az anyai fertilis kor késObbi szakaszaban alakulnak ki (Henderson és
mtsai, 1968). Allatmodellek segitségével azonban nem sikeriilt minden kétséget kizaroan
igazolni ezen elméletet (Tease és mtsai, 1989).

Az ,ageing oocyte” (,,0regedd petesejtek”) modell alapjan a sziiletés idejéhez
kozeledve valamennyi primer oocyta belép a meiodzis I profazisaba és diplotén allapota
nyugalmi szakaszba keriil, amely akar 40 évig is tarthat. Az elmélet alapjan a perzisztald
nukleolusz frekvenciaja emelkedhet az idésebb nék esetében, ez vezet az akrocentralis
kromoszomak meiotikus szegregacids zavarahoz, ahol a sejtmagvacska fizidja egyiitt
tartja a rovid karokat (Eichinlaub-Ritter és mtsai, 1998). Egy masik elképzelés szerint a
hosszl meiotikus profazis alatt az oocytak sériilékenysége nagyobb és az oszlasi orsok
karosodasat belsd €s kornyezeti tényezok egyarant okozhatjak. Ilyenek pl. a nehézfémek
ionjai, a sugarzas, vagy az oxidativ stressz is. A sziinetelé stadiumban 1évo petesejtek
sugarérzékenysége magasabb, azonban ez kromoszémanként is valtozik, pl. a 21 —es és
X kromoszoéma fogékonyabb a sugérterhelésre, ezaltal a szegregacids zavarra (Tease €s
mtsai 1991).

A ,premature ageing” (,korai petefészek kimeriilés) modell szerint a noi
reproduktiv rendszer fiziologiai allapota fontosabb, mint a kronoldgiai kora — példaul a
fokozott sorvadas miatt bekdvetkezd petefészekrezerv-csokkenés emelkedett kockazatot
eredményez a triszomiakra nézve (Kline és mtsai, 1992). Ebben az 6sszefliggésben 30
éves kor felett a rendelkezésre all6 oocytak szdma tiikrozheti a Down-szindroma
kockazatat (Brook és mtsai,1984). Allatkisérleti modelleken ezt sikeriilt is igazolni:
egyoldali petefészek eltavolitas utan a masik oldali petefészekben fokozddott az ovulacio,
illetve korabban kovetkezett be a menopauza, az aneuploidiak kockazata pedig minden
korban emelkedett (Faddy és mtsai, 1992).

Mas tanulmanyok a petefészken végzett miitétek hatasat vetik fel: a petefészek
térfogatanak csokkentésével (petefészek részleges eltavolitdsa, vagy akar teljes
petefészek eltavolitas) a triszomiak gyakorisaga egyesek szerint emelkedhet (Freeman és
mtsai, 2000).

Human tanulmanyok is alatdmasztottak a korai menopauza és az aneuploidiak
kozotti osszefliggést: egyikben a Down-szindromads terhességet kovetden atlagosan 10,2
évvel késébb kovetkezett be a menopauza, mig a kontrollcsoportban ez atlagosan 12,8 év

volt (Freeman és mtsai, 2000).
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A menopauza bekdvetkezésének ideje triszomias vetélés utan 1 évvel kordbban
volt, mint normal terhességek esetén (Kline és mtsai, 2000).

A ,,mikrocirkulacios” hipotézis szerint a non-diszjunkcié koros eltérések sorozata
(Gaulden és mtsai, 1992). A hormondlis egyensuly zavara, a szuboptimalis erezettség a
follikulus koriil, a csokkent vérataramlas, az emelkedett szén-dioxid koncentracio és a
tiiszon beliili laktatszint, vagy a csokkent pH a nondiszjunkcié kockazatit emeld
folyamatok lehetnek, melyeket részben allatkisérleti modellekkel sikeriilt igazolni.
(Shimada és mtsai, 1980).

A ,kés6i megtermékenyliilés” modell szerint: a petesejtek érésiik folyaméan a
hosszu sziinetet kovetden, tliszOrepedés utdn a petevezetékbe keriilnek egészen a
megtermékenyiilésig. A feltételezés szerint a sejtek meiozis Il metafazisaban toltott
hosszabb ideje, Un. ,talérettsége” is fokozhatja a non-diszjunkcio el6fordulasat. Ez a
magyarazat az anyai kort és a valtozé szexualis aktivitast tekinti kiindulonak, az elmélet
szerint ugyanis el6rehaladott korban a kozosiilések szama csokken, emellett a teherbeesés
lehet6sége is csokken, igy a petesejtek “tilérhetnek” (German és mtsai, 1968).
Epidemioldgia kutatdsok is ramutattak, hogy a megfeleld szdmu szexualis egyiittlét
mellett a Down-szindroma riziké6 csokken (Hook, 1992).

A triszomiék eléforduldsara szamos, kornyezeti hatdsokkal foglalkoz6 tanulmany
is ad magyarazatot, ezek a dohanyzast (Yang és mtsai, 1999, Ghosh és mtsai, 2011, Ray
¢és mtsai, 2016), mint kdros kornyezeti tényez6t valdszinisitik a kromoszoma-
rendellenességek egyik okaként.

A kromoszoma rendellenességek hatterében az emelkedett anyai életkor terheld
hatdsa miatt nagyrészt anyai okokat keresiink, azonban a himivarsejtek lehetséges
szerepét 1s érdemes megvizsgalnunk az aneuploididk el6forduldsa esetén. Feltevések
szerint a tobblet 21-es kromoszoémaval rendelkezé himivarsejtek akkor fordulnak eld,
amikor a 21-es kromoszoma szegregacios zavara/non-diszjunkcié kovetkezik be a
premeiotikus spermatogonalis osztoédaskor és/vagy, késébb a meidzis anafazis 1. és
anafazis II. allapotaban. Jelen ismereteink szerint nem lelhetdé fel herebiopszidk
végzésébol relevans informacio a kromoszoma szegregaciorol (Hultén és mtsai, 2010).
Minden fertilis kori egészséges férfi spermajaban eléfordul 1-1 aneuploid sejt: 18-80
éves donorokat bevonasaval végzett FISH (fluorescens in situ hybridzation)
technologiaju spermiumelemzés soran az atlagos aneuploidia el6fordulasa kb. 0,1% volt

(Templado és mtsai, 2011).
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Fetalis here sejtek immunoldgiai, majd FISH vizsgalata soran a megfigyelt
minimum 2000 sejt egyikében sem talaltak a kovetkezd fejezetben részletesen
ismertetésre keriild 21-es triszomiara jellemzé mozaikossagot.

Ez a markénsan szignifikdns eredmény azt mutatta, hogy a spermiumoknal 21-es
triszOmias mozaikossag nincs, igy sokkal kisebb valoszintiséggel allhat apai eredet a
triszomiak hatterében.

Altalanossagban a himivarsejtek aneuploidiaja a férfi infertilitis tényezdivel
mutat Osszefliggést (Vegetti és mtsai, 2000). Az aneuploidia kockazata negativ

crer

korrelacidt mutat a sperma koncentracidjaval, a spermiumok motilitasaval

crer

crer

1995) mellett kdrnyezeti artalmak is okozhatjak: 1égszennyezettség (McAuliffe és mtsai,
2012), a dohanyzas, az alkoholfogyasztas és a kemoterapia (Robbins, 1997).
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1.5. A petesejt mozaicizmus modell leirasa és bizonyitasa Down-szindréma esetén

Egy 2008-ban megjelent tanulmany sordn Hultén és munkacsoportja a Down-szindréma
kialakuldsdnak egészen eltéré magyardzatara deritettek fényt: véleményiik szerint a koérkép
hattere a petefészek mozaicizmusban keresend6 (Hultén és mtsai, 2008). A rendkiviil érdekes
¢s elgondolkodtatd elmélet kozponti alakja a klasszikus értelmezéstdl (mely a meiotikus non-
diszjunkcidt helyezi elétérbe) jelentdsen eltérd mitotikus non-diszjunkcio.

De mit is takar ez a fajta paradigmavaltas? Ha az eldzetesen ismertetett elméleti hatteret
attekintjiikk, akkor lathatjuk, hogy az aneuploidiaért felelés hiba igy mar a premeiotikus
mitozisban, a primitiv csirasejtek nagy mennyiségli szamtarté 0sztodéasa soran 1étrejon. Ezaltal
mar egy eleve triszomias, harom darab 21-es kromoszémat tartalmazd petesejt keriil az
oogenezis tovabbi fazisaiba €s a meidzis sordn csupan ,sziikségszerii”, un. szekunder -
nondiszjunkcidja torténik (Cooper, 1948).

A 21-es triszomia hatterét magyarazo kiilonleges elmélet a petesejt mozaicizmus modell
(oocyte mosaicism modell — OMM) nevet kapta. Az OMM alapjan a 21-es triszomia tehat egy
premeiotikus mitdzis soran bekovetkezd szegregacios hibara vezethetd vissza, ezaltal nem az
emelkedett anyai életkor indukalja, hiszen a triszomias petesejtek mar magzati korban, a
meidzist megeldzden is jelen vannak.

De akkor mi a magyardzata annak, hogy az aneuploididk el6forduldsa —kiilondsen 35 év
felett- az emelkedett anyai életkorral novekszik? A 21-es triszomias sejtek, 6sszehasonlitva
normalis (diszomids, majd meidzis soran monoszomiassa valo) tarsaikkal, érésiikben lemaradni
latszanak (Barlow és mtsai, 2002, Jagiello és mtsai, 1987, Cheng és mtsai, 1998), tehat a
diszoémias petesejtek gyorsabban érnek meg és keriilnek ovulaciora, ezért a szamuk gyorsabban
csokken, mint triszomiés tarsaiké. Ennek eredményeképpen aranyaiban tobb triszomias petesejt
ragadhat a petefészekben az elérehaladott anyai életkorra, mely jelentds kockazatemelkedést a

triszomias terhesség kialakulasara (Hultén és mtsai, 2010).

Hogyan lehetett ezt az elméletet bizonyitani? Az elméletet bizonyitani kissé
koriilményes, azonban nem lehetetlen. Hultén €s mtsai 14-22 hetes, fenotipusosan normal
leanymagzatok petefészkét vizsgaltdk: post mortem a petefészkek eltavolitasra keriiltek,
azokbol szamos, kiilonféle érési fazisban 1év6 oocyta, mesenchymalis és primordialis csirasejt

vizsgélatara alkalmas prepardtumokat készitettek. A  prepardtumokat tobb napos
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immunhisztokémiai vizsgalatnak vetették ald, ennek soran a meoizisba Iépett és még e fazis
el6tt allo sejtek megkiilonboztetése egy meidzis specifikus fehérje segitségével (stromal antigen
3, STAG3) zajlott. Az egymastol elvalasztott sejteket ezt kovetden FISH vizsgalatnak vetették
ala, ahol minden esetben talaltak a diszomias petesejtek mellett triszomias petesejteket és
primordialis csirasejteket i1s (Hultén és mtsai, 2008). A diszémids sejtek mellett atlagosan a
sejtek 0,54%-a 21-es triszomias Vvolt (0,20-0,88%) a teljes sejtpopulacioban, tehat a
premeiotikus és mesenchimalis sejtekben is.

A Kklasszikus eredetmodell alapjan a meiotikus non-diszjunkcié okozza a triszomidk
eléfordulasat, mig a petesejt mozaicizmus modell alapjan egy premeiotikus, mitotikus non-

diszjunkcié miatt bekdvetkezo szegregacios hiba all a folyamat hatterében. (12. abra)
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12. abra. Pre-meiotikus mitézis soran bekovetkezé non-diszjunkcio.
A non-diszjunkcid a meiosist megel6z6 mitdzis soran létrejovo szegregacios hiba miatt

alakul ki. (Horanyi D, 2019)
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Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy mar az egyedfejlodés kezdeti szakaszaban is
megjelenik bizonyos foku aneuploidia a petesejtek kozott, ez a kornyezeti tényezoktol és egyéb

hatasoktol fiiggetlen, kiilonbség csak a triszomias és diszomias sejtek fogyasi titemében van.

Mit jelenthet ez a gyakorlatban? Minden olyan hatas, ami az ovulaciot és ezaltal a
petesejtek szamanak id6 eldtti csokkenését gatolja, hasznos lehet a triszomiak eléfordulasanak
csokkentésében. Az elmélet eddig a 21-es triszomia esetén keriilt bizonyitdsra, azonban
rendkiviili jelentdsége miatt fontosnak tartottuk megvizsgalni az esetleges 1étjogosultsagat mas,

egyeb gyakori triszoOmia esetén is, ezt a célkitlizés soran szeretném ismertetni.

Hultén és mtsai feltételezésének nyomdn tehat a 21-es triszomids petesejtek a normal
petefészekszovetben mar eleve jelen vannak egy kromoszoémalis mozaicizmus részeként, mely
nem eseti eltérés, hanem fontos bioldgiai jelenség, a genetikai sokszinliség, a prenatalis fejlodés
része. Ennek szerepe lehet a posztnatalis élet folyaman megfigyelt betegségek kialakulasaban
vagy akar az oregedésben is (Iourov és mtsai, 2008).

Evek alatt szamos feltételezés latott napvilagot a 21-es triszomia és az anyai életkor
Osszefiiggésében, a hiba o forrasaként megjeldlve egy normal diszomids sejt meidzisban
bekovetkezd szegregacids hibajat (Hunt és mtsai, 2008, Jones és mtsai, 2008, Allen és mtsai,
2009, Ghosh és mtsai, 2009).

Hultén és mtsai szerint viszont a 21-es triszomia eredete a 21-es kromoszéma
premeiotikus szegregacios hibajara vezethet6 vissza. Lehetséges, hogy a 21-es triszomias (T21)
petesejtek megmenekiilnek az apoptodzistol, ezaltal fennmaradnak és akkumulalodnak a
petefészekben (Hultén és mtsai, 2008). (13. abra). A magzati élet negyedik hetében az
endodermalis sejtekbdl kialakulo primordialis sejtek vandorlasa soran a premeiotikus petesejtek
mitotikus osztodasa réveén alakul ki hozzavetdlegesen hétmillio petesejt a 20. terhességi hétre.
A meidzis profazisa a 9. héten kezdddik meg, majd évekre leall. Feltételezhetd tehat, hogy a
normal kromoszomak szegregacios hibaja egy nagyon korai mitozisra vezethetd vissza.

A petesejt mozaicizmus modell kétrétii: egyfeldl egy az elsd meiotikus osztodasban
bekovetkezd szekunder nondiszjunkcié (Cooper, 1948), masfeldl az elérehaladott anyai
¢letkorra a triszomids/diszomias sejtarany romldsa (ennek hatterében a diszémiés sejtek,

triszomias tarsaikhoz hasonlitott gyorsabb fogyasa) allhat.
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Az anyai életkor elérehaladtaval a diszomids petesejtek gyorsabban fogynak el, mint
triszomias tarsaik, ezaltal a triszomias/diszomids petesejtek aranya romlik.

(DS: Down-szindroéma, a jeldletlen gorbe a normal kromoszoémakészletli petesejteket, a
rozsaszin gorbe a 21-es triszomias petesejteket jeloli)

(Barlow, 2002)
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2. Célkitizések

A bevezetés soran ismertetett petefészek mozaicizmus modell alapjan a 21-es
triszomia egy premeiotikus mit6zis soran bekovetkezd szegregacios hibara vezethetd
vissza. Ez az elmélet azonban kutatasunk megkezdésekor még csak a Down-szindroéma

hatterében all6 aneuploidia esetében volt bizonyitott.

Az elmélet jelentdsége kiemelkedd, hiszen a tudomanyos paradigmavaltason
kiviil az ovulacios rezerv megdrzésével a triszomidk eldfordulasi szamanak csokkenését

is viziondlhatjuk, amelynek jelentds klinikai jelentdséget tulajdonitottam.

Kutatasunk soran a legfébb kérdésiink a kovetkezo volt: van-e az elméletnek
1étjogosultsaga egyéb aneuploididk esetén is? Az elméletet alkalmazhatdsagat egy masik
gyakori el6fordulasi triszomia esetében tartottam célszerliinek megvizsgélni: valasztdsom

a Patau-szindromat okozo6 13-as triszOmiara esett.

Miért valasztottam a 13-as triszomiat?

1. A Patau-szindroma egy olyan klinikailag sulyos allapot, mely a felismert
terhességek 0.18 %-ban detektalhatd, 1:5000 élvesziiletési arannyal. A betegség
sulyos mentélis és szomatikus eltérésekért felelds, a rendellenességgel sulytott
betegek 85 %-a nem éri meg az egy éves életkort, ezaltal klinikai jelentdsége
kiemelkedo.

2. Bar nem a leggyakrabban el6forduld triszomia, hiszen példaul a 16-os és 22-es
triszomia sokkal gyakabban jelentkezik, nem okoz spontan magzati elhalast igen
korai terhességi korban, ezaltal sokkal jobban vizsgalhato.

3. Egyéb vizsgalati modszerekkel, mint példaul ultrahang diagnosztikaval, megléte

vagy hidnya jol valosziniisithetd.

A megfeleld kromoszoma kivalasztasat kovetden Hultén és munkatarsai altal
megfogalmazott iranyelvek alapjan kezdtem meg a kutatomunkat.

Kutatomunkank soran célkitiizéseim a kovetkezok voltak:
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1. Magzati petefészkek gytijtése a kutatasom szempontjabol legmegfelelébb, 16-23
hetes magzati korbol szarmazd, nem genetikai ok miatt tértént spontan, vagy nem
genetikai indokkal tortént kozépidds vetélésindukcion atesett leanymagzatoktol.
A sikeresen begylijtott mintdk segitségével a magzati petesejteket terveztiik

tanulmanyozni.

2. A sikeresen begytijtott mintakbol a meidzis kezdeti szakaszat mar megkezdo és a
meidzisba még nem lépett, kovetkeztetésképpen praemeiotikus mitdzisban 1€vo

petesejtek egymastdl torténd szétvalasztasat szerettiik volna kivitelezni.

3. A sikeresen kiilonvalasztott praemeiotikus Ossejtekben és meiozist megkezdett
ivarsejtekben az altalunk fent részletezett indokok miatt kivalasztott 13-as
kromoszéma jelenlétét szerettilk volna bizonyitani. A kromoszoma jelenlétének
bizonyitasat, majd a 13-as triszomids sejtek kivalasztasat kovetden, végiil célunk

azok pontos aranyanak meghatarozasa volt mindkét sejtcsoportban.
4. A fent részletezett célkitlizések sikeres teljesitését kovetden végsd célunk az

ovarium mozaicizmus modell létjogosultsdganak bizonyitdsa volt az eddig

bizonyitott 21-es triszomian kiviil a 13-as triszomia esetén is.
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3. Modszerek

Kutatasom labormunkalatait 2013. januar és 2015. oktober kozott végeztem a
Semmelweis Egyetem 1. sz. Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinik4janak és a Semmelweis

Egyetem L. sz. Pathologiai és Kisérletes Rakkutatd Intézetének egyiittmiikodésével.

3.1. A magzati petefészkek vizsgalata

Els6 szamt célkitlizésemnek megfeleléen kezdeti 1épésem a mintagyiijtés és a
mintak feldolgozasa volt a magzati petesejtek tanulmanyozasa érdekében. A mintagyiijtés
soran célom olyan lanymagzatok petefészkének begytijtése volt, ahol a petesejtek mar
kell6 szamban vannak jelen, ezaltal megfeleléen analizalhatok. Erre a célra a masodik
trimeszter masodik fele tiint a legalkalmasabbnak: habar a petefészkek a terhesség 12.
hete utan mar egyértelmiien felismerhet6vé valnak, azonban a vizsgalhat6 csirasejtek
szdma ekkor még nagyon alacsony, szdmuk a masodik trimeszter masodik felében
(pontositva a 20-25. hét kornyékén) éri el a maximalis, 7-10 millids szamot.

A mintagytijtést nehezitette, hogy a kdzépidds vetélések, vetélésindukciok szama
jelentdsen kevesebb, mint az elsé trimeszterbeli magzati veszteségeké és még ez az
alacsony esetszam is redukalodott az esetleges fiimagzatok sziikségszerii kizarasaval.
Ezen kiviil kutatasom jellegébdl adodott, hogy minden olyan vetélést, melynek hatterében
genetikai indok szerepelt, sziikséges volt kizarnunk.

A rendelkezésemre 4ll6 1d6 alatt hét, 16-23 hét kozotti leanymagzat ovariumait
tudtuk Osszegytijteni és feldolgozni. A mintdk begylijtése és feldolgozasa a betegek
sziikséges tajekoztatast kovetd beleegyezésével és az Etikai Bizottsag jovahagyasaval
tortént (4419/2013/EKU). Kontroll mintak céljabol két normal karyotipusi személy
vérvételét kovetden azok lymphocyta mintajat alkalmaztuk.

A mintadk elsddleges feldolgozasat a Semmelweis Egyetem 1. Sz, Sziilészeti és
Noégyogyaszati Klinikajanak Fethopathologiai laboratoriumaban végeztiik. Ennek soran
a petefészkeket a vetélést kdvetden par oran beliil eltavolitottuk, majd Gn. ,,touch
preparatumokat” készitettiink bel6liik: ennek soran az apré magzati ovariumra
rametszettiink, majd a felszinét vékonyan egy tiiveglapra nyomtuk, ennek sordn a

sejteknek egy olyan vékony rétege jott létre, mely tovabbi immunreakci6d végzésére és
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analizisre i alkalmas volt. Egy petefészekbdl a lehetd legtobb metszetet és touch
preparatumot probaltunk kinyerni, a petefészek mérete a lehetdségeink szamat limitalta
(bizonyos ovariumok esetén 4 darab, mig masok esetén csupan 1 darab targylemez
késziilhetett). A mintak ezt kovetden sorszamot kaptak.

A mintdkat a tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez at kellett szallitanom az I. sz.
Pathologiai Intézet Cytogenetikai Laboratoriumaba, a szallitas és a tarolas +4°C-on

tortént.

3.2.  Premeiotikus mitotikus és meidzisban 1€v6 sejtek elkiilonitése

A masodik szamu célkitlizésiinknek megfeleléen a labormunka ezt kovetd
fazisaban az elOkészitett petefészek mintakban a meidzist mar megkezdett ivarsejteket
akartam elkiiloniteni a mitdzis allapotaban 1évé, masnéven praemeiotikus dssejtektdl és
stromasejtekt6l. Erre az anti-STAG3 antitesttel torténd immunreakcid tiint a
legalkalmasabbnak.

A STAGS3 fehérje (stromal antigén 3 fehérje) a testvérkromatid kohéziot biztositd
kohezin komplex REC-8 alegységének egyetlen meidzis specifikus tagja, szerepe a
testvérkromatidak egylittmaradasanak biztositasa az anafazis kezdetéig, ezaltal a STAG3
antitest pozitiv sejtek bizonyithatéan meiosisban vannak (Fukada et al., 2014). (14. ébra)
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A testvérkromatid kohéziét biztosito kohezin komplex

kohezin

{3elsE

Stag3 Stag3

14. abra: A kohezin komplex. A testvérkromatiddk egyiittmaradasanak
biztositdsdt az anafdzisig a kohezin komplex végzi. A komplex REC-8
alegységének egyetlen meidzis specifikus tagja a STAG3 fehérje (sajat abra).

STAGS3: stromal antigén3 fehérje, SMC1: Saccharomyces cerevisiae 1, SMC3:

Saccharomyces cerevisiae 1, REC8: recombination protein 8

Vizsgalataink soran a Sigma-Aldrich cégcsoport nyulban megtermelt, vizes
glicerolos oldatban forgalomba hozott termékét hasznaltam (Sigma Aldrich Anti-STAG3
antibody produced in rabbit, Human Protein Atlas Number. HPA049106).
Labormunkalataim legkoriillményesebb része a pontos antitest titer beallitasa volt, hiszen
az altalam templatként alkalmazott Hultén és mtsai 4altal leirt immunhisztokémiai modell
pontos aranyokat nem tartalmazott. A megrendelt antitesten ajanlott koncentracid az
1:200-1:500 titeri higitast javasolta, azonban ennek soran a mintdk nem festédtek kelld
intenzitassal, a titer csokkentése, ezaltal az antitest koncentracié megndvelése pedig a
hattér jelintenzitasanak novekedését, a reakcid zavarossa valasat eredményezte. (15. abra)

A honapokon at torténd antitest titer bedllitds sordn az immunreakciot megel6z6
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elokezelést is modositottuk, igy tudtuk elérni a kelld jelintenzitas mellett a megfelelden

kontrasztos hatteret.

A kialakitott immunhisztokémiai elokezelés a kovetkezOképpen zajlott:
Kezdeti Iépésként a targylemezen 1évd fehérjéket formalinnal fixaltuk (10 %-0sS
nutralisan bufferelt oldat a Sigma-Aldrich cégcsoporttol) egy 10 perces
szobahOmérsékleten torténd aztatassal. Ezt kovetden 5 percig szobahdmérsékleten
sodium citrat dihidrat segitségével torténd daztatas kovetkezett a nem kivanatos
szennyezddések eltavolitasara. A kezdeti 1épéseket kovetéen haromszor 15 perces PBS
(phosphate buffered saline) neutralis mosooldattal torténd tisztitads kovetkezett.

A targylemezeket 45 perces bovine sérum albumin 5 %-os PBS oldataban fixaltuk
45 perc alatt sotétkamraban +4°C-on. A megtisztitott és elokezelt targylemezen ekkor
megkezdddhetett a tényleges immunreakcio els6 1épese: ennek soran a mar emlitett anti-
STAG3 antitest 1 %-0s, bovin szérum albumin/PBS oldatban torténé higitasat a
targylemezre felvittiik, parafinos fedést biztositottunk a kiszaradas elkertilésére ¢s12 oran
keresztiil sotétkamraban inkubaltuk. Az inkubaciot koveté haromszor 15 perces tisztitas
utan felvittiik a masodlagos antitestet 2.5/400 ml bovin szérum albumin/PBS oldatban
torténd higitasi koncntracidban.

Veégsé lépésként a sziikséges haromszor 15 perces PBS mosast kovetden
Vectashield, DAPI-t (4’6-diamidino-2-phenylindole) tartalmaz6, a fluoreszcencia

megorzésére szolgald oldatot hordtunk fel a metszlapunk felszinére.

Ezen Iépések segitségével megvaldsult a magzati ovariumbol vett mintdk meidzis
alapon torténd mindségi elkiilonitése: a STAG3 negativ sejtek homogén kék szinnel, mig
a STAG3 pozitiv sejtek, kissé halozatos, erds vilagoszold szinben tiintek fel.

A kontroll mintakon alkalmazott fent ismertett immunhisztokémiai modszerrel

STAG3 pozitiv sejteket nem nyertiink.
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15. abra. Az immunreakcié nehézségei: példa nem Kielégité mindségii

immunreakciora. A hattér jelintenzitdsinak novekedése a pontos sejthatarok

elmosodasat eredményezte (Sajat abra).
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3.3. A 13-as triszoOmias sejtek aranyanak meghatarozasa

Az immunhisztokémiai méodszerekkel torténd sejtcsoport elkiilonitést kdvetden
ratérhettem kutatomunkdm harmadik célkitizésének megvaldsitasara: a 13-as
kromoszéma megjelenitésére és szamszerisitésére, ennek sikeres elvégzését kdvetden
pedig a 13-as triszomias sejtek megszamolasara ¢és azok pontos aranyanak
megallapitasara a STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejtek esetén.

A kromoszomak megjelenitését és szamszertsitését FISH reakcioval végeztiik
(fluorescens in situ hibridisation). A FISH reakcid soran a DNS fragmentumokat
fluoreszkalo festékkel jelolink meg, igy fénymikroszkdppal nem lathatdo kromoszoma
részleteket is azonosithatunk. A modszer érzékenysége kimagaslo, akar 100 bazis méret

alatti szekvenciak is kimutathatoak, egyszerre tobb DNS szekvencia analizise mellett.

Az 1. Sz. Patholégiai Intézet FISH Ilaboratoriumanak nagy gyakorlataval,
jartassagaval a sziikséges FISH reakcié kidolgozasa nehézségek nélkiil a
kovetkezOképpen tortént: Az immunhisztokémiai modszerrel eldzetesen eldkezelt
mintdkat methanol ecetsavval fixaltuk. A fixalt mintdkat kétszer standard citratos
sooldattal oOblitettiik, majd a nem kivanatos, FISH reakciot torzité fluoreszcens
anyagokkal bevont proteineket pepszinnel emésztettik. A 13-as kromoszoma
hibridizacidjdhoz egy kromoszoma-végi probat (Vysis LSI (13q14) Spectrum Green) és
egy centroméra-kozeli probat (Vysis LSI (13q34) Spectrum Orange) alkalmaztunk a
gyarto altal javasolt modon. A FISH reakcid végén a lemezeket Vectashield, DAPI-t (4°6-
diamidino-2-phenylindole) tartalmaz6 oldattal fixaltuk. (16. abra)
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16. abra. FISH reakcio6 soran hibridizaciéhoz hasznalt reagensek kapcsolodasi helye
és fluoreszcens szine. Egy kromoszoma-végi probat (Vysis LSI (13q14) Spectrum
Green) és egy centroméra-kozeli probat (Vysis LSI (13gq34) Spectrum Orange)
alkalmaztunk: ezaltal biztositottuk a 13-as kromoszéma pontos analizisét, sériilése esetén

a fals triploidia detektalasat. (abra forrasa: www.vysis.com)

A targylemezeken megjelend fluoreszcens szignalok az Intézetben rendelkezésre
allo6 Nikon Eclipse E600 fuoreszcens feltéttel rendelkezd fénymikroszkoppal valtak
szabad szemmel is felismerhetdvé, a fotodokumentacidt a mikroszkophoz

csatlakoztathato Jenoptik CCD fényképezdgép segitégével végeztiik.
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A FISH reakcid soran a diszomias sejtek két darab zold és két darab narancsos -
pirosas szignallal, a monoszomias sejtek egy zold és egy narancsos-pirosas szignallal,
mig a triszomias sejtek harom zo6ld és harom-narancsos pirosas szignallal rendelkeztek.

A megfeleld probakkal (centroméra kozeli €és kromoszomavég kozeli) probaltuk
az analizist megkOnnyiteni a szigndlok Osszeolvadasanak kisebb valosziniisége
érdekében, azonban a kromoszomasériilések okozta torésre, ¢és egyenlStlen

szignalsokszorozodasra igy is kiemelt figyelmet kellett forditsunk.

A kontroll mintakon alkalmazott FISH reakcio 13-as triszomiat nem mutatott.

Honnan tudjuk, hogy a vizsgalt STAG3 pozitiv vagy STAG3 negativ sejtek hany

darabot tartalmaznak a vizsgalatunk kereszttiizében all6 13-as kromoszémabol?

Mivel a STAG3 pozitiv és negativ sejtek masodik célkitlizési pontunknak
megfeleléen mindségi, és a 13-as kromoszoma szamat célz6 harmadik célkitiizési
pontunknak megfelelden mennyiségi analizis is fluoreszcens antitestek segitségével
valosult meg, igy az eldzetesen immunreakcioval kezelt sejtek ellendrzését ¢és
fényképezeését kovetden a faradtsagos munkaval elért immunfluoreszcenciat a
targylemezrdl sziikséges eltavolitsuk, hogy az a FISH reakcid soran ne okozzon zavart az
egymasra vetiild fluoreszcens jelek megtévesztd hatédsa altal.

A sikerrel elvégzett FISH reakcio utan azonban a sejtek homogén kék szintiek
lettek és csak a kromoszomak megszamolasat lehet6vé tevd z6ld és narancsos-pirosas
szignalok vilagitanak, tehat eltiinnek a STAG3 pozitiv és negativ sejtek kozott fellelhetd

szinbeli kiilonbségek.

Ahhoz, hogy ellendrizhessiik mindkét reakcio eredményét és a harmadik
célkitiizési pontnak megfeleléen a STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejtekben
eléforduld 13-as triszomias kromoszodmak aranyat megallapithassuk, ahhoz az elézetesen
elektronmikroszkop segitségével megvizsgalt ¢és lefényképezett targylemezek
parhuzamos analizisét kellett, hogy elvégezziik. Ebben volt segitségiinkre a 3D Hystec
CaseViewer programja. A program lehetové teszi a megfelel6 felbontasu monitor mellett

a parhuzamosan bescannelt lemezek egyidejli, parositott elemzését, ezaltal egyszerre két
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lemez is feldolgozhato. A program segitségével a kis nagyitasu tdjékozodasi nézettdl
egészen a kromoszomak analizisére alkalmas 10 mikrométeres nagy nagyitasu nézetig
van lehetdség.

Az Osszeparositott lemezeken atlagosan ezer STAG3 pozitiv és STAG3 negativ
sejt szemmel torténd ellendrzését és megszamolasat végeztem, szigoru kritériumrendszer
alapjan, ezaltal kizarasra keriilt minden olyan sejt, ahol az immunreakcié nem
egyértelmii, esetleg homalyos, vagy a kromoszomak szama nem felelt meg a
kovetelményeknek (pl. harom darab zold, azonban két darab narancsos-pirosas szignal a
kromoszéma sériilését, nem pedig valddi triszomiat feltételez). (17. abra)

A negyedik célkitlizés az ovarium mozaicizmus modell 1étjogosultsaganak
bizonyitasa volt a 13-as triszomia esetén. Ennek modszere a STAG3 negativ 13-as
triszomias sejtek jelenlétének bizonyitdsa volt a vizsgélt mintainkban.

Statisztikai analizissel bizonyitottuk be, hogy a kontroll mintakban észlelt 13-as
triszomids sejtekhez képest szignifikdnsan nagyobb szamban fordul el a vizsgalt
ovariumokban 13-as triszomia.

A folyamatos valtozok Osszehasonlitisahoz Spearman korrelaciot alkalmaztunk,

a statisztikai szignifikancia szintjét P= 0.05 értékként definialtuk. (18. abra)
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17. abra. A FISH reakcio értékelésének nehézségei. A. JOl észelhetd triszomia. A
sejtekben 3-3 éles szignal lathatd. B. Két szignal Gsszeolvadasa (z6ldes) eredményez
triszomianak imponald képet. C. 3 lathat6 zold szignal mellett csupan 1 éles piros szignal
D. 2 piros és 2 zold szignal mellett szignalként megjelend miitermék lathato.

(Hultén et al, 2010)
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Mintagyiijtés: petefészek mintak gyiijtés
hét, egyenként 16-23 hetes magzatbdl

Mintael6készités: touch preparation technika
segitségével majd hiités +4 °C-on majd
atszallitas tovabbi vizsgalatokra

A meiozisba keriilt sejtek differencialasa a
premeiotikus dssejtektol és stromasejtektol:

immunfluoreszcencias vizsgalat a meiosis-
specifikus anti-STAG3 antitesttel

A 13-as kromoszoma megjelenitése: FISH
analizis ugyanazon a lemezen

Az immunreakcio és a FISH reakcio
osszehasonlitasa céljabol: Nikon Eclipse E600
microscope - Jenoptic CCD camera - analizis
a CaseViewer programmal

18. abra. Folyamatabra a kutatasom soran alkalmazott modszerekrol.
(FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio, anti-STAG3: stromal antigen 3, toltés-csatolt

eszkoz (charge coupled device)), sajat abra.
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4. Eredmények

4.1. Magzati petefészkek vizsgélata

Kutatdsom elsé szamu célkitiizése olyan lanymagzatok petefészkének begytijtése
volt, ahol a petesejtek mar kelld szamban vannak jelen, ezaltal megfeleléen vizsgalhatok
a tovabbiakban. A mintagyiijtés soran rendelkezésre allo i1d6 alatt hét, 16-23 hét kozotti
leanymagzat ovariumait dolgoztuk fel sikeresen. (1. tablazat) A mintak begytjtése és
feldolgozasa a betegek sziikséges tdjékoztatast kovetd beleegyezésével és az Etikai

Bizottsag jovahagyasaval tortént (4419/2013/EKU).

1. tablazat. A vizsgalt targylemezek.
16-23 hetes leanymagzatok petefészkét dolgoztuk fel, tdblazatomban lathat6 a lemezek
pontos feldolgozasi ddtuma, a gesztacids hét és a sikeresen elkészitett targylemezek
szdma is. A mintdk mennyiségébdl és az eltelt id6bdl lathato, hogy a mintak fellelése és
a sikeres elOkészités rendkiviil idéigényes része volt kutatisomnak.
Kapott Touch preparation

Targylemez szama  Gesztaciés hét _
targylemez (db) technika idépontja

137/14 21 2 2014. 09.
72/14 16 1 2014.009.
142/14 18 2 2014.10.
161/14 19 2 2014.11.
13/15 20 2 2015.03.
27/15 23 4 2015.03.
53/15 2 2 2015.04.
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4.2. A STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejtek elvalasztasa

Vizsgalataim soran a masodik célkitiizésem szerint a sikeresen feldolgozott
ovariumokban a mar meidzist megkezdett ivarsejteket volt célom elvalasztani a mitdzis
allapotdban  1év6, masnéven praemeiotikus Ossejtektdl és  stromasejtektol.
Labormunkalataim rendkiviil idéigényes része volt az anti-STAG3 antitest alkalmazasi

crer

célkitlizést teljesitettem. (19. abra)

19. abra. Példa STAGS3 pozitiv és STAG3 negativ sejtekre, kielégité mindségii
immunreakcié soran. A STAG3 negativ sejtek homogén kék szinnel, mig a STAG3
pozitiv sejtek, kissé halozatos, erds vilagoszold szinben tlintek fel, mig a hattér sotét,

lehet6vé teszi a pontos sejthatarok felismerését. (Sajat abra)
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4.3. A 13-as triszomias sejtek aranyanak megallapitasa

A harmadik célkitizésnek megfeleléen az ezt kovetd 1épés a praemeiotikus
Ossejtekben és meidzist megkezdett ivarsejtekben a 13-as triszomia jelenlétének
bizonyitasa, azok pontos ardnyanak meghatdrozasa volt a STAG3 pozitiv és STAG3
negativ sejtcsoportban. Az alkalmazott FISH reakcio6 soran a kivant DNS fragmentumok
megfestésével lathatova tettem a 13-as kromoszomat mindkét sejtcsoportban. Az adatok
vizsgalatdhoz az immunreakcion és a FISH reakcion atesett lemezeket a Case Viewer
program segitségével parositottam, majd szakorvosi és szakdolgozoéi ellendrzés mellett a
STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejteket szem ellendrzése mellett vizsgaltam. Célunk
minden targylemezen legalabb ezer darab STAG3 pozitiv és ezer darab STAG3 negativ
sejt megszamolasa, a megszamolt sejtekben a 13-as kromoszémara vonatkozd
kromoszémaszam megallapitasa volt, el6zetesen felallitott kritériumrendszer alapjan
(csak a 3 narancsos pirosas és 3 zold szignallal egyértelmiien sejthatarokon beliil
rendelkez6 sejteket fogadtam el triszomiasnak). (20. és 21. abra) Célunkat a vizsgalt hét
darab targylemezbdl 6 darabnal sikerrel teljesitettem. (A fennmaradd egy targylemez
esetén 0sszesen 500 sejt detekciojat tudtam elvégezni, ennek hatterében a vizsgalt minta

korai gesztacios kora, ezaltal relativ fejletlensége allhatott.)

Kutatdsom alatt §sszesen 12000 sejtet vizsgaltam meg a CaseViewer programmal,
szem ellendrzése mellett a fent emlitett kritériumok alapjan. Ezek koziil 6sszesen 11416
darab 13-as diszomias sejtet, 171darab 13-as triszomias sejtet és 35 darab 13-as

monoszomids sejtet jegyeztem fel. (2. tablazat)
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20. abra. Példa FISH reakciot kovetden detektalhato sejtekrol. Az A. nyil diszomids
petesejtre mutat: a diszomias sejtek két zold és ké tnarancsos-pirosas szignallal festddnek,
sejthatarokat egyértelmiien tiszteletben tartva. A B. nyil altal jeldlt a triszomids sejtek
harom zo6ld €és harom-narancsos pirosas szignallal rendelkeznek, a sejthatarokon beliil.

(sajat abra)
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(a) (b)

21. abra. Azimmunreakcié és a FISH reakcié parhuzamos bemutatasa. Az (a) abran
a sikeres immunreakciot kovetdéen zolden festédd, mar meidzist megkezdett STAG3
pozitiv sejteket és a kéken festddd, praemeiotikus allapotban 1évé STAG3 negativ
sejteket lathatjuk.

A (b) ébréan a FISH reakciot lathatjuk ugyanazon a targylemezen (az immunreakciod
eltavolitasat kovetden). A pirosan bekarikazott sejtben lathaté harom zold és harom
narancsos-piros szignal jelzi azon sejt triszomids voltat.

A két sejt egyidejii analizisére A CaseViewer program adott lehetdséget, az 6sszekapcsolt
lemezek segitségével konnyen parhuzamosan megitélhetd volt a két kiilon felépitett

reakcio. (sajat dbra)
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2. tablazat: Kutatasunk alatt megvizsgalt sejtek és szignalok szama
Az Osszeparositott lemezeken atlagosan ezer STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejt
szemmel torténd ellendrzését és megszamolasat végeztem, szigoru kritériumrendszer
alapjan, ezaltal kizarasra keriilt minden olyan sejt, ahol az immunreakci® nem
egyértelmil, esetleg homalyos, vagy a kromoszémdk szama nem felelt meg a
kovetelményeknek (pl. harom darab z6ld, azonban két darab narancsos-pirosas szignal a

kromoszoma sériilését, nem pedig valddi triszomiat feltételez).

kromoszoma Vizsgalt Szignalok szama
sejtek
szama 2z61d/2  3z8ld/3  1zbld/1 3 5

narancsos narancs narancsos Szign = szign

piros 0S piros piros al al
13 12000 11416 171 35 168 210
% 95,1% 0,14 % 0,029% 0,14 1,75
% %
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Az eredmények a kdvetkezdek lettek:

Targylemezenként atlagosan 916 STAG3 pozitiv és 928 STAGS3 negativ sejtet

analizaltam.

Minden targylemez esetén talaltam 13 triszomias petesejtet, mindkét célcsoportban.

A 13-as triszémids sejtek ardnya a STAG3 pozitiv sejtek esetén 2.04 % volt (0.8-3 %

terjedd tartomanyban).

A 13-as triszomias sejtek ardnya a STAG3 negativ sejtek esetén 0.91 % volt (0.4 —

1.5 % terjedd tartomdnyban.) (3. tablazat)

A kontroll mintdkban 13-as triszémids sejtet nem talaltam, annak aranya 0 % volt.
Vizsgalataim soran a negyedik célkitlizésemet teljesitettem, bizonyitva, hogy a

STAG3 negativ, ezaltal még premeiotikus allapotban 1évé sejtekben a 13-as triszomia

szignifikansan van jelen. Minden vizsgalt mintanal fellelhetd volt STAG3 negativ 13-

as triszomias petesejt, az atlagos arany a STAG3 negativ sejtek esetén 0.91 % volt

(0.4 — 1.5 % terjedd tartomanyban), mig a STAG3 pozitiv sejtek esetén 2.04 % volt

(0.8-3 % terjed6 tartomanyban). (3. tablazat)
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3. tablazat: A 13-as triszomias sejtek eléfordulasi aranya a STAG3 pozitiv
és STAG3 negativ petesejtekben a 16-23 hetes leAnymagzatok

petefészkében.

Eset Terhességi 13-as triszomias sejtek (%)
sorszam  kor
(gesztaciés Osszesen Meiotikus  Premeiotikus
hét) (%) profazisban éssejtek és

1évo sejtek  stromasejtek

STAG3
pozitiv STAG3
negativ
1. 16 13/2000  8/1000 5/1000 (0.50)
(0.65) (0.80)
2. 16 9/1000 7/500 (1.40)  2/500 (0.40)
(0.90)
3. 18 29/2000  22/1000 7/1000 (0.70)
(1.45) (2.20)
4, 19 9/1000 0/1000 (0)  9/1000 (0.90)
(0.90)
5. 19 29/2000  18/1000 11/1000
(1.45) (1.80) (1.10)
6. 20 42/2000  27/1000 15/1000
(2.10) (2.70) (1.50)
7. 23 40/2000  30/1000 10/1000
(2.00) (3.00) (1.00)
Atlagosan 171/12000 112/5500 59/6500
(1.42) (2.04) (0.91)
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Az adatok elemzésekor igazolodott, hogy a targylemezeken fellelhetd triszomias

sejtek mennyisége a gesztacios korral szignifikansan emelkedik.

(Ez az adat a STAG3 pozitiv sejtek esetén r=0.93, STAG3 negativ sejtek esetén r=0.85,
p=0.0071) (22. abra)
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22. abra. A triszomias sejtek szama a terhességi kor fiiggvényében.

A grafikon megmutatja, hogy a STAG3 pozitiv 13-as triszomids ivarsejtek (a) és a

STAG3 negativ 13-as triszomias ivarsejtek (b) szdma szignifikansan emelkedik a

terhességi kor fliggvényében.
(A STAG3 pozitiv sejteknél 1=0.93, p=0.0038, a STAG3 negativ sejteknél r=0.85,

p=0.0071). (sajat abra)
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5. Megbeszélés

Az aneuploidia a kromoszoémaszam a szabalyostol egy vagy tobb kromoszémaval
torténd eltérését jelenti, ilyen lehet a triszomia (2n+1), vagy a monoszémia (2n-1). A
kromoszémaszamok abnormalitasai 1étrejohetnek meiotikus €s mitotikus osztédas soran
egyarant. A mitotikus non-diszjunkcié szomatikus sejteket és gamétakat és érinthet, a
legkorabbi embriondlis sejtosztédasokra jellemzo6: az ilyen allapot mozaicizmust
eredményez, ennek soran egyes sejtek abnormalis kromoszomaszammal birnak, mig mas
sejtek teljesen normalisak. A meiotikus non-diszjunkcio csak gamétakat érint: itt meg kell
kiilonboztessiink elsé és masodik meiotikus osztddas soran bekovetkezett koros allapotot.

A gyakori triszomidk eredete az intenziv kutatisok ellenére sem tisztazott
egyértelmiien, azonban a jelenleg széles korben elfogadott klasszikus eredetmodell
szerint a meiotikus non-diszjunkcié okozhatja a triszomiat egy eredetileg diszomias
petesejtben (Gosh S, 2017).

Ujabb kutatisok szerint azonban eltéré hatidsmechanizmus allhat bizonyos
aneuploididk hatterében: Hultén és mtsai a petesejt mozaicizmus modell sordn
bebizonyitottak a praemeiotikus mitotikus non-diszjunkcio jelentéségét a 21-es triszémia
kialakulasdban (Hultén €s mtsai, 2008).

Dolgozatomban a Patau szindromat okozo 13-as triszomia lehetséges eredetére
kerestem a megoldast, melynek alapjat az ivarsejtek koros fejlodése képezi.

Az oogenesis kezdetén a primordidlis csirasejtek a ndnemii gonadba vandorolnak,
azonnal oogoniumokka differencialédnak, ahol szamos mitotikus osztodason mennek
keresztiil. A meidzis megkezdését kdvetden a profazis I szakaszéban a sejtosztodas leall,
az oogonium primer oocytava alakul és diplotén allapotaban nyugalmi szakaszba keriil
¢és az elsé meiotikus osztddasukat a pubertasig sziinetelteti. Ennek hatterében az oocyta
érési inhibitor (OMI) szerepel, mely a folliculus sejtek altal termelt fehérje.

A pubertaskor kezdetén a novekvd follikulusok halmaza alakul ki, mely
folyamatos utanpoétlasban részesiil a primordialis tiiszokbol.

Minden ovaridlis ciklusban t6bb folliculus indul fejlédésnek, azonban az esetek
legnagyobb részében csak egy éri el a teljes érettséget. Az érett folliculusban luteinizalo
hormon (LH) hatdsara a meidzis | befejezddik, ennek soran két, Gsszességében 46

kromoszomat tartalmazo leanysejt keletkezik: a szekunder oocyta és az elsé sarki test. A
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sejtek ezt kdvetden belépnek a meiodzis 11 fazisaba, a folyamat azonban a metafazis soran
(az ovulaciot kozvetleniil megeldzve) blokkoldédik. A meidzis II csak az oocyta
megtermékenyitésekor fejezodik be, a végeredmény ekkor egy, 23 kromoszémat

tartalmazod oocyta, és 3 sarki test lesz.

A ndkben a kromoszoma eltérések esélye €s ezaltal az aneuploididk eléfordulasa
az ¢letkorral novekszik (kiilondsen 35 év felett): ez egy tapasztalati tény. Az elméleti
hattér igazolasara szamos hipotézis sziiletett, melyek koziil egyik sem nyert egyértelmii
bizonyitast.

2008-ban Hultén és munkacsoportja a Down-szindréma kialakulasanak egészen
eltér6 magyardzatara deritettek fényt: véleményiik szerint a korkép hattere a petesejt
mozaicizmusban keresend6, melynek oka a tradicionalis dogmatol jelentdsen eltérd
premeiotikus mitotikus non-diszjunkcio: ez alapjan az aneuploidiaért felelés hiba igy mar
a premeiotikus mitozisban, a primitiv csirasejtek nagy mennyiségii szamtartd osztédasa
soran létrejon, ezzel mar egy eleve triszomias petesejt keriil az oogenezis tovabbi
fazisaiba és a meidzis soran csupan ,,sziikségszerli”, un. szekunder- nondiszjunkci6 1ép
¢letbe.

Hultén és munkcsoportja az anyai életkor aneuploidiat fokozdé hatdsara is
szolgaltak magyarazattal: a 21-es triszomias sejtek, 0sszehasonlitva diszomias tarsaikkal,
érésiikben lemaradnak, tehat a diszomids petesejtek gyorsabban érnek meg és keriilnek
ovulaciora, ezért a szamuk gyorsabban csokken, mint triszomids tarsaiké. Ennek
eredményeképpen aranyaiban tobb triszomids petesejt ragadhat a petefészekben az
elérehaladott anyai életkorra, amely jelentés kockazatemelkedést jelenthet triszomias
terhesség kialakulasara.

Az elméletet 14-22 hetes, fenotipusosan euploid lanymagzatok petefészkeinek
vizsgalataval bizonyitottak: a post mortem eltavolitasra keriilt petefészkekbdl kiilonféle
érési fazisban 1évo oocyta, mesenchymalis és primordialis csirasejt vizsgalatara alkalmas
preparatumokat készitettek. A preparatumokat tobb napos immunhisztokémiai
vizsgélatnak vetették ald, ennek sordn a meidzisba Iépett és még a meiodzis eldtt allo sejtek
szétvalasztasat végezték a meidzis specifikus STAG3 fehérjére specifikus antitesstel. Az
egymastol elvalasztott sejteket ezt kdvetden FISH vizsgalatnak vetették ald, ahol minden

esetben talaltak a diszomias petesejtek mellett triszomias petesejteket és primordialis
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csirasejteket is. A diszomias sejtek mellett atlagosan a sejtek 0,54%-a 21-es triszomids
volt, ez az arany a STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejtekben nagysagrendileg
megegyezett: ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy mar az egyedfejlédés kezdeti
szakaszaban is megjelenik bizonyos fokt aneuploidia a petesejtek kozott és ez a
kornyezeti tényezoktdl és egyéb hatasoktol fiiggetlen, kiilonbség csak a triszomias és az
egészséges sejtek fogyasi litemében van.

Néhanyan megkérddjelezték a petesejt mozaicizmus modell [étjogosultsagat:
2012-ben Morris és munkacsoportja nyolc, karyotipus alapjan euploid, 10-14 hetes
magzati petefészket vizsgalt, ahol a kontroll mintdhoz képest nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a petesejtekben talalt mozaicizmushoz képest (a sejtek minddssze
0,025 %-a bizonyult triszomiasnak). Az ellentétes eredmény okat az eltérd
immunfluoreszcens és FISH modszertanon kiviil a vizsgalt magzatok alacsony gesztacios
koraban kereshetjiik: az elmélet fontos eleme, hogy a triszomias sejtek az oogenezis

részeként a praemeiotikus mitdzisok soran szaporodnak.

Tekintettel arra, hogy az elmélet eddig csak a 21-es triszomia esetén keriilt
bizonyitasra, azonban rendkiviili jelentésége miatt fontosnak tartottam annak lehetséges
Kiterjesztését, 6 célkitlizésemmé azt tettem, hogy alkalmazhato-e a petesejt mozaicizmus

modell, mint az aneuploidia eredete, mas kromoszoma rendellenességek esetén is?

Az elméletet alkalmazhatosagat a Patau-szindromat okozd 13-as triszomia
esetében vizsgaltam meg, hiszen a korkép klinikai jelentdsége kiemelkedd,
vizsgalhatosaga pedig a nala gyakoribb aneuploididknal sokkal egyszeriibb, hiszen nem
okoz olyan gyakran spontan magzati elhalast igen korai terhességi korban.

A megfeleld kromoszoma kivalasztasat kovetéen Hultén és munkatérsai altal
megfogalmazott iranyelvek alapjan kezdtem meg a kutatomunkat.

Kutatomunkdm sordn az elvégzendd Ilépéseket négy f6 célkitlizés koré
csoportositottam, ezek képezték a vizsgalataim f6 irdnyvonalat.

Els6 célkitiizésem volt a Semmelweis Egyetem |. sz. Sziilészeti és No6gyogyaszati
Klinika 4ltal rendelkezésemre bocsatott, nem genetikai okbodl tortént spontan vetélésen,

vagy kozépidds vetélésindukcion atesett 16-23 hetes leanymagzatok ovariumainak

54



DOI:10.14753/SE.2021.2519

sikeres izolaldsa, majd azokbol touch preparation technikaval vizsgalatra alkalmas
metszetek, targylemezek készitése.

Masodik célkitlizésem a mintak gyijtése mellett a rendelkezésre allo
targylemezeken parhuzamosan elkezdve Hultén €s munkatarsai altal szolgaltatott minta
alapjan a meiozisba keriilt sejtek praemeiotikus 6ssejtektdl €s stromasejtektdl torténd
differencidldsa volt: ennek kivitelezéséhez immunfluoreszcencias vizsgalatot végeztem a

STAG3-antitest segitségével.

A masodik célkitlizésem sikeres teljesitését kovetéen elkezdddhetett a
targylemezek fluorescens in situ hibridizacids vizsgalata, mely lehetOséget teremtett
harmadik célkitiizésem teljesitéséhez. Ennek soran a 13-as triszomia jelenlétét és pontos
aranyat tudtuk vizsgalni a STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejtekben egyarant: az
immunreakciorol és FISH reakciorol késziilt nagy felbontast felvételeket a CaseViewer
programmal parhuzamosan analizaltam, targylemezenként atlagosan 1000 darab STAG3
pozitiv és 1000 darab STAG3 negativ sejtet ellendriztem le szabad szemmel az el6zetesen
bescannelt nagy felbontast felvételekrol.

Minden targylemez esetén taldltam 13-as triszomids ovariumsejtet, mindkét
célcsoportban. A 13-as triszomias sejtek aranya a STAG3 negativ sejtek esetén 0.91 %
volt (0.4 — 1.5 % terjed6é tartomanyban). A 13-as triszomias sejtek aranya a STAG3
pozitiv sejtek esetén 2.04 % volt (0.8-3 % terjedd tartoményban). A kontroll mintdkban
13-as triszOmias sejtet nem talaltam, annak aranya 0 % volt.

Az adatok elemzésekor igazolodott, hogy a negyedik célkitiizésem soran elséként
sikeriilt bizonyitanom hogy az eddig csak 21-es triszoOmidra vizsgalt petesejt mozaicizmus
modell sikerrel alkalmazhat6 a Patau szindroma hatterében all6 13-as triszémiara is.

A fent nevezettek sikeres bizonyitasan kiviil igazoltuk, hogy a targylemezeken

fellelhetd triszomias sejtek mennyisége a gesztacios korral szignifikansan emelkedik.
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Az elmélet megerdsitésre keriilt, ez jelentés pont az aneuploididk
patomechanizmusanak pontosabb feltérképezésében. Milyen gyakorlati jelentéséget

tulajdonithatunk ennek?

Hultén ¢és mtsai feltételezésének nyoman a triszomias petesejtek a normal
petefészekszovetben mar eleve jelen vannak kromoszomalis mozaicizmus részeként,
mely a 21-es kromoszoma premeiotikus szegregaciés hibajara vezethetd vissza,
feltételezhetGen egy nagyon korai mitdzis soran. Ez elméletiinket kévetve nem eseti
eltérés, hanem a prenatalis fejlédés része. Hultén és mtsai alapjan lehetséges, hogy a 21-
es triszomids petesejtek megmenekiilnek az apoptdzistol, ezaltal fennmaradnak és
akkumulalédnak a petefészekben (Hultén és mtsai, 2008).

A petesejt mozaicizmus modell alapjan tehat az életkor el6rehaladtaval a
triszomias/diszomias petesejtek aranya fokozatosan emelkedik, mikdzben az Ossz-
petesejtszam folyamatosan csokken (Hultén és mtsai 2010). Szamaranyuk €s gyorsabb
érésiik miatt nagy valosziniiséggel a diszomids petesejtek jutnak el az ovulacidig, iddsebb
anyai ¢letkorban viszont fokozddik annak a veszélye, hogy egy triszomids petesejt is
kivalasztédjon, megérjen és ovulaljon.

Ha a szamos ovulacid sordn hamarabb keriilnek ovuldciora az egészséges,
diszomias petesejtek €s miné€l tobb ovulacio torténik, annal nagyobb esélye lesz annak,
hogy egy triszomias sejt is ovuldciora keriil, ezéltal szekunder non-diszjunkcion keresztiil

aneuploidiat okozva.

Mit jelenthet ez a gyakorlatban?

Minden olyan hatés, ami az ovuléciot, és ezaltal a petesejtek szdmanak 1d6 eldtti
csOkkenését gatolja, hasznos lehet a triszomidk eléfordulasanak csokkentésében. Egy nd
¢letében torténd ovulaciok szamat és mindségét szamtalan tényezd hatarozhatja meg.
Ilyen pl. a menarche, a menstruacios ciklusok hossza, vagy egyéb okok miatt kimaradt
ovulaciok szama, mint pl. a terhesség €és a szoptatds, vagy az oralis hormonalis
fogamzasgatlok.

Az oralis hormonalis fogamzasgatlok (OAC) hatasukat a hipotalamusz-hipofizis-
ovarium tengely mentén valdsitjdk meg. A kis mennyis€gli 0sztrogén és/vagy gesztagén

komponens hatasara a gonadotropin felszabadito hormon (GnRH) gatlas alé kertil, mely
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a tiiszéérést serkentd hormon (FSH) és luteinizalé hormon (LH) gatlasat eredményezi,
ennek kovetkeztében az ovulacié elmarad. (Az oralis hormonalis fogamzasgatlok
méhnyak nyéakban ¢és méhnyalkahartydban is valtozasokat eredményez, azonban
kutatasunk f6 iranyvonala miatt ezen hatdsokra nem térek ki részletesen.) (Borsos és
Urbancsek, 2009).

Az OAC hatdsmechanizmusanak f6 eredménye az ovulacié gatladsa, azonban az
ovulacio gatldé hatas kovetkeztében hosszu tdvon nem marad tobb petesejt a
petefészekben, hiszen az apoptozis kovetkeztében a petesejtek szama folyamatosan
csokken. Valoszintsithetd azonban, hogy az apoptozis egyforman hat mind a triszomias,
mind a diszomids petesejtekre, igy az ovulacid gatldsakor a triszomias/diszomias
petesejtek aranya valtozatlan marad. Mivel a fokozott szamu ovuldciok a
triszomias/diszomids petesejtek aranyat rontja, az ovuldcid gatlasdval egy kedvezdbb
aranyszam Orizhetd meg a késébbi életkorra. (23. abra)

Horanyi és mtsai szerint szignifikans kiilonbség van az OAC-t hasznalok kdrében,
az OAC hasznalat hosszat illeten is a Down-szindroma eléforduldsat tekintve az OAC
nem hasznalokhoz viszonyitva, eredményeik ezaltal aldtdmaszthatjdk a petesejt
mozaicizmus modell hipotézisét.(Horanyi D, 2017)

Eredményeik alapjan felvethetd, hogy a szdjon at szedhetd hormonalis
fogamzasgatlo tablettak alkalmazasa (€s ezaltal a hosszu tava ovuldciogatlas) egyik

fontos, hosszu tavia hatasa lehet az aneuploidiak megjelenésének csokkentése.
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fiatal korban a petefészek idosebb korban a petefészek

diszomias sejtek diszomias sejtek

triszomias sejtek

diszomias sejtek
diszomias sejtek

triszomias sejtek

23. abra. A triszomias/diszomias sejtaranyok romlasa a petefészekben. A 21-es
triszoOmids sejtek, Osszehasonlitva a diszomids petesejtekkel, érésiikben lemaradni
latszanak (Horanyi D, 2019): A: Feltételezések szerint a triszomias sejtek érésiikben
lemaradnak diszoémids tarsaikhoz képest, ennek kovetkeztében relativ aranyszamuk az
id6 eldrehaladtaval megemelkedhet a petefészekben. Ez a folyamat posztnatalisan is
folytatodik, egészen az ovulacidig. B: A hosszu tavu oralis hormonalis fogamzéasgatlas
az ovulaciok szamanak csokkentésével fejti ki eldnyds hatasat: lassitja a petefészekbdl
elfogyo diszomias sejtek szamat, segitve a triszomias/diszomias aranyok megorzését. Az
illusztracion az apoptozis kovetkeztében csokkend petesejt szam lathatod, mikdzben oralis
hormonalis fogamzasgéitlds mellett a triszOmias/diszomids arany kedvezdébb az 1d6

elorehaladtaval.
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6. Kovetkeztetések

1. Tudomanyos munkam soran a 16-23 hetes, nem genetikai okok miatt tortént
spontan, vagy kozépidos vetélésindukcion atesett leanymagzatok petefészkeinek
begytjtését és feldolgozasat sikeresen elvégeztem.

A feldolgozott petefészkek gylijtése soran arra kdvetkeztettem, hogy bar a touch-
preperation elokészitési technika és a lehetd leggyorsabb feldolgozas jelentdsen
el0segiti a mintdk vizsgalatat, azonban a kisérlet sikeressége szempontjabol a
vizsgalhato csirasejtek szama a legfontosabb paraméter. Az altalunk feldolgozott
targylemezek koziil csak egy lemez esetén nem jartunk sikerrel, itt a korai
terhességi kor miatt feldolgozhatd sejtek szama nem volt megfeleld, nem tudtuk
elérni az altalunk célként kittizott 1000 STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejt

megszamolasat.

2. A sikeresen begyljtott mintdkban az anti-STAG3 antitesten alapulod
immunreakcié alkalmazédsaval eredményesen kiilonvalasztottam a premeiotikus
és mar meidzist megkezdett sejteket, majd fluorescens in situ hybridizacios
modszer segitségével munkam soran els6ként alkalmaztam e két moddszer

kombinaciojat a 13-as triszomias sejtek elemzésére.

3. Dolgozatomban elséként tudtam megerdsiteni, hogy a 21-es triszomia
kialakulasdban Hultén ¢és mtsai altal bizonyitottan szerepet jatszd petesejt

mozaicizmus jelen van a 13-as triszomia patogenezisében is.

A tradicionalis dogmatol jelentésen eltéré premeiotikus mitotikus non-
diszjunkcié bebizonyitdsdra immunhisztokémiai és fluorescens in situ
hibridizaciés modszereket alkalmaztunk, az altalunk vizsgalt mintak

mindegyikénél talaltunk 13-as triszomids praemeiotikus sejteket.
4. Az altalam vizsgalt 16-23 hetes leanymagzatok ovariumaban fellelhetd triszomias

sejtek szama mindkét (STAG3 pozitiv és STAG3 negativ) sejtcsoportban a

gesztacios kor novekedésével szignifikansan emelkedett.
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Ezzel a petesejt mozaicizmus egyik alappillérét is megerdsitettiik, hiszen
bizonyitottuk, hogy a terhességi kor novekedésével a mitézisok szama, és ezaltal

a triszomias sejtek mennyisége is novekszik.
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7. Osszefoglalas

A gyakori triszomidk eredete az intenziv kutatasok ellenére sem tisztazott
egyértelmiien. A jelenleg széles korben elfogadott klasszikus eredetmodell szerint egy
meiotikus non-diszjunkcié okozhatja a triszomiat egy eredetileg diszomias petesejtben.
Ezzel éles ellentétben 2008-ban mar publikalasra keriilt egy Gj elmélet — a petesejt
mozaicizmus modell — mint lehetséges patomechanizmus. Kutatasom megkezdésekor az
elmélet 1étjgosultsagat szerettem volna Kkiterjeszteni mas, gyakran el6éfordulo
aneuploididkra, valasztdsom a 13-as triszOmiara esett. Magzati ovariumszdvetet
gyujtottem a 16-23. gesztacios hétben 1évo, fenotipusosan normalis abortumokbol, a
lemezeket touch preparation technikaval készitettem ¢l a tovabbi vizsgalatokra. Elsd
lépésként a meidzis-specifikus stromal antigen 3 (STAG3) ellenes immunoldgiai
prébaval differencidltam a STAG3 pozitiv, meidzisba 1épett sejteket a STAG3 negativ
sejtektdl. Ezt kovetden ugyanazon targylemezen fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH)
analizist alkalmaztam a 13-as kromoszoma azonositdsidra és szamszerlsitésére. A
reakciokat fluoreszcens feltéttel rendelkezd fénymikroszkoppal analizaltam. A mintdk
analizisét a CaseViewer szovettani metszetek nagy felbontast képeinek Gsszekapcsolt
elemzésére alkalmas programjaval végeztem, igy az immunreakcido és FISH reakcid
,0sszedolgozva” segitette munkamat. Minden targylemezen ezer darab STAG3 negativ
¢s ezer darab STAG3 pozitiv sejt szigort kritérium rendszer alapjan torténd elemzését és
megszamolasat végeztem. Minden vizsgalt petefészek minta esetén észleltem 13-as
triszomiat a STAG3 negativ és STAG3 pozitiv sejteknél egyarant. A 13-as triszomias
sejtek aranya a STAG3 negativ sejtek esetén 0.91 %, mig a STAG3 pozitiv sejtek esetén
2.04 % volt. Az adatok elemzésekor igazolddott, hogy a targylemezeken fellelhetd
triszoOmids sejtek mennyisége a gesztacios korral szignifikansan emelkedik.

Ha elfogadjuk azt a hipotézist, hogy a triszomias petesejtek érésiikben lemaradni
latszanak a normal petesejtekhez képest, lehetséges, hogy a triszomids petesejtek
megmenekiilnek az apoptodzistol, ezaltal fennmaradnak ¢és akkumuldlédnak a
petefészekben, mely az életkor elérehaladtival a triszomias/diszomias petesejtek aranyat
fokozatosan rontja. igy az életkor el6rehaladtaval egyre nagyobb esélye lesz a triszomias
petesejt ovulacidra keriilésének, mely az anyai emelkedett életkort, mint fokozott

kockézati tényezd6t tdmasztja ala.
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8. Summary

Despite intensive research, the origin of common trisomies is not clear. According
to the currently widely accepted classical model, a meiotic non-disjunction can cause
trisomy in an originally disomic ovum. In sharp contrast, a new theory - the oocyte
mosaicism model - was already published in 2008 as a possible pathomechanism. At the
beginning of my research, | wanted to extend the theory to other common aneuploidies;
my choice fell on trisomy 13. Fetal ovarian tissue was collected at 16-23th weeks of
gestation from phenotypically normal abortions; the plates were prepared by touch
preparation technique for further studies. As a first step, |1 used an immunological test
against meiosis-specific stromal antigen 3 (STAG3) to differentiate STAG3 positive cells
from STAG3 negative cells. Subsequently, fluorescent in situ hybridization (FISH)
analysis was used on the same slide to identify and quantify chromosome 13. The
reactions were analyzed by electron microscopy. The sample analysis was performed
with CaseViewer program for the combined analysis of high-resolution images of
histological sections, so the immune response and the FISH response “worked together”
to help my work. I analyzed and counted one thousand of STAG3 negative and one
thousand of STAGS3 positive cells based on a strict criteria system on each slide. Trisomy
13 was detected in both STAG3 negative and STAG3 positive cells in all ovarian samples
examined. The proportion of trisomy 13 cells was 0.91% for STAG3 negative cells and
2.04% for STAG3 positive cells. Analysis of the data showed that the amount of trisomy
cells on slides increased significantly with gestational age.

If we accept the hypothesis that trisomy oocytes appear to lag behind normal
oocytes in maturation, it is possible that trisomic oocytes escape apoptosis, thereby
persisting and accumulating in the ovary. There will be an increasing chance of a trisomic
oocyte to ovulate with advancing age, supporting advanced maternal age as an increased

risk factor for common trisomies.
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11. Készonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani azoknak, akik a doktori munkam soran személyes
tamogatasukkal a segitségemre voltak:

Témavezetdémnek, Dr. Nagy Gyula Richdrdnak, aki kiemelked6 jartassagabol fakado
alapos szakmai iranymutatdsa mellett személyes tAmogatasaval, bizalmaval és
motivaciojaval a kezdetektdl fogva megtisztelt, és a legfobb segitségem volt doktori
munkam soran.

Gyurcs6-Dedk Lindéanak, aki a labormunkalatok soran pdtolhatatlan szakmai segitséget
nyujtott s mellette remek tarsasdgnak bizonyult.

Munkahelyi vezetémnek, Dr. Gyarmati Béla Féorvos Urnak, aki a végsokig tamogatott
abban, hogy szakképzésemmel parhuzamosan végezhessem doktori munkamat. Nagyon
halas vagyok az dszinte tanacsokért és a ram forditott id6ért: sokat tanulhattam téle a
megfeleld szakmai hozzaallasrdl, emberségrol és végsd soron dnmagamrol is.
Munkatarsaimnak, akik a doktori munkam elkészitése érdekében sokszor
helyettesitettek, ¢s emellett minden apr6 sikeremnek 6nzetlentil oriiltek.

Sziileimnek, akik szeretetiikkel ¢és elismerésiikkel megtanitottak ra, hogy az ember a
végsokig kiizdjon a céljaiért, akik az utolso pillanatig mellettem alltak a kihivasok eldtt
és az elsok voltak, akik a célvonalban allva oriiltek nekem.

Sosem sziind tamogatasukkal megmutattak, hogy milyen emberré és sziilové is
szeretnék valni.

Testvéremnek, aki Oszinte szeretete €s torddése mellett megmutatta, hogy az ember ne
féljen néha a sajat utjat jarni.

Tominak, aki szakmailag, emberileg és lelkileg is biztonsagot nyujtott a dolgozatom
elkészitése soran, aki elfogad annak, aki vagyok, és akihez mindig jo hazaérni.

Végiil, de nem utolso sorban kdszonOm tandraimnak, barataimnak, Rozinak és csaladom

tobbi részének a tamogatasat.
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