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Bevezetés

Az aneuploidia a kromoszoémaszam a szabalyostdl egy vagy tobb
kromoszoémaval torténd eltérését jelenti, ilyen lehet a triszomia (2n+1), vagy a
monoszomia (2n-1). A kromoszomaszamok abnormalitasai 1étrejohetnek meiotikus és
mitotikus osztddas soran egyarant. A mitotikus non-diszjunkcié szomatikus sejteket €s
gamétakat és érinthet, a legkordbbi embriondlis sejtosztoédasokra jellemzd: az ilyen
allapot mozaicizmust eredményez, ennek soran egyes sejtek abnormalis
kromoszomaszammal birnak, mig mas sejtek teljesen normalisak. A meiotikus non-
diszjunkcié csak gamétakat érint: itt meg kell kiilonboztessiink elsd és masodik
meiotikus osztddas soran bekdvetkezett 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-diszjunkci6 okozhatja a triszomiat egy eredetileg diszomias
petesejtben.

Ujabb kutatisok szerint azonban eltérd hatdsmechanizmus allhat bizonyos
aneuploididk hatterében: Hultén és mtsai a petesejt mozaicizmus modell sordn
bebizonyitottak a praemeiotikus mitotikus non-diszjunkcio jelent6ségét a 21-es
triszomia kialakuldsaban.

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

Az oogenesis kezdetén a primordialis csirasejtek a nénemii gonadba
vandorolnak, azonnal oogoniumokka differencialodnak, ahol szamos mitotikus
osztoddson mennek keresztil. A meidzis megkezdését kovetden a profazis I
szakaszdban a sejtosztodas ledll, az oogonium primer oocytava alakul és diplotén
allapotaban nyugalmi szakaszba keriil és az els6 meiotikus osztodasukat a pubertdsig
szlinetelteti. 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 tébb folliculus indul fejlédésnek, azonban az esetek

legnagyobb részében csak egy éri el a teljes érettséget. Az érett folliculusban luteinizald



hormon (LH) hatisara a meiodzis 1 befejezddik, ennek sordn két, Osszességében 46
kromoszémat tartalmazé lednysejt keletkezik: a szekunder oocyta €s az elso sarki test. A
sejtek ezt kovetden belépnek a meidzis Il fazisaba, a folyamat azonban a metafazis
soran (az ovulaciot kozvetleniil megel6zve) blokkolddik. A meiodzis I csak az oocyta
megtermékenyitésekor fejezodik be, a végeredmény ekkor egy, 23 kromoszémat

tartalmaz6 oocyta, és 3 sarki test lesz.

A noOkben a kromoszoma eltérések esélye és ezaltal az aneuploidiak eléfordulasa
az életkorral novekszik (kiillonosen 35 év felett): ez egy tapasztalati tény.

Az elméleti hattér igazoldsara szdmos hipotézis sziiletett, melyek koziil egyik
sem nyert egyértelmii bizonyitast.

2008-ban Hultén és munkacsoportja a Down-szindroma kialakulasanak egészen
eltéré magyardzatara deritettek fényt: véleményiik szerint a korkép hattere a petesejt
mozaicizmusban keresendd, melynek oka a tradicionalis dogmatol jelentésen eltérd
premeiotikus mitotikus non-diszjunkcio: ez alapjan az aneuploidiaért felelés hiba igy
mar a premeiotikus mitozisban, a primitiv csirasejtek nagy mennyiségli szdmtartd
0sztodasa soran létrejon, ezzel mar egy eleve triszOmids petesejt keriil az oogenezis
tovabbi fazisaiba és a meidzis sordn csupan ,sziikségszerli”, Un. szekunder-
nondiszjunkcio 1ép életbe.

Hultén és munkcsoportja az anyai életkor aneuploidiat fokoz6 hatdséara is
szolgaltak magyarazattal: a 21-es triszomids sejtek, Osszehasonlitva diszomids
tarsaikkal, érésiikben lemaradnak, tehat a diszomias petesejtek gyorsabban érnek meg és
keriilnek ovulaciora, ezért a szadmuk gyorsabban csokken, mint triszomids tarsaiké.
Ennek eredményeképpen aranyaiban tobb triszomids petesejt ragadhat a petefészekben
az elérehaladott anyai életkorra, amely jelentds kockazatemelkedést jelenthet triszomias
terhesség kialakulasara.

Az elméletet 14-22 hetes, fenotipusosan euploid ldnymagzatok petefészkeinek
vizsgalataval bizonyitottak: a post mortem eltavolitasra keriilt petefészkekbdl kiilonféle
érési fazisban 1évé oocyta, mesenchymalis és primordidlis csirasejt vizsgéalatara
alkalmas preparatumokat készitettek. A preparatumokat tobb napos immunhisztokémiai
vizsgalatnak vetették ala, ennek soran a meidzisba Iépett ¢s még a meiozis eldtt allo

sejtek szétvalasztasat végezték a meidzis specifikus STAG3 fehérjére specifikus



antitesstel. Az egymastol elvalasztott sejteket ezt kovetdéen FISH vizsgalatnak vetették
ala, ahol minden esetben taldltak a diszomids petesejtek mellett triszomids petesejteket
és primordialis csirasejteket is. A diszomias sejtek mellett atlagosan a sejtek 0,54%-a
21-es triszomias volt, ez az ardny a STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejtekben
nagysagrendileg megegyezett: ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy mar az egyedfejlodés
kezdeti szakaszaban is megjelenik bizonyos foku aneuploidia a petesejtek kozott €s ez a
kornyezeti tényezoktol és egyéb hatasoktol fliggetlen, kiilonbség csak a triszomias €s az
egészséges sejtek fogyasi litemében van.

Néhanyan megkérddjelezték a petesejt mozaicizmus modell 1étjogosultsagat:
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 taldlt mozaicizmushoz képest (a sejtek
minddssze 0,025 %-a bizonyult triszomidsnak). Az ellentétes eredmény okat az eltérd
immunfluoreszcens ¢és FISH modszertanon kiviil a vizsgalt magzatok alacsony
gesztacids kordban kereshetjiik: az elmélet fontos eleme, hogy a triszomias sejtek az

oogenezis részeként a praemeiotikus mitézisok 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, f6 célkitizésemmé azt tettem, hogy alkalmazhato-e a petesejt
mozaicizmus modell, mint az aneuploidia eredete, mas kromoszéma rendellenességek

esetén 1s?

Az elméletet alkalmazhatosdgat a Patau-szindromat okozdé 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 kovetden Hultén és munkatérsai altal

megfogalmazott iranyelvek alapjan kezdtem meg a kutatomunkat.



Célkitiuzés

1. Magzati petefészkek gytijtése a kutatdsom szempontjabol legmegfelelébb, 16-23
hetes magzati korbdl szarmazo, nem genetikai ok miatt tortént spontan, vagy
nem genetikai indokkal tortént kozépidés  vetélésindukcion - atesett
leanymagzatoktol. A sikeresen begyiijtott mintdk segitségével a magzati

petesejteket terveztiik tanulmanyozni.

2. A sikeresen begylijtott mintakbol a meidzis kezdeti szakaszat mar megkezdd és
a meidzisba még nem Iépett, kovetkeztetésképpen praemeiotikus mitdzisban

1év6 petesejtek egymastol torténd szétvalasztasat szerettiik volna kivitelezni.

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

azok pontos aranyanak meghatarozasa volt mindkét sejtcsoportban.

4. A fent részletezett célkitiizések sikeres teljesitését kovetden veégsd célunk az
ovarium mozaicizmus modell létjogosultsdganak bizonyitasa volt az eddig

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



Moddszerek

Kutatdsom labormunkalatait 2013. januar és 2015. oktdber kozott végeztem a
Semmelweis Egyetem 1. sz. Sziilészeti ¢s NOgyogyaszati Klinikajanak és a Semmelweis

Egyetem I. sz. Patholdgiai ¢és Kisérletes Rakkutato Intézetének egyiittmukodésével.

Els6 szamu célkitlizésemnek megfelelden kezdeti 1épésem olyan lanymagzatok
petefészkének begytijtése volt, ahol a petesejtek mar kell szdmban vannak jelen, ezaltal
megfelelden analizalhatok: a rendelkezésemre allo id6 alatt hét, 16-23 hét kozotti
leAnymagzat ovariumait tudtuk &sszegytijteni és feldolgozni. A mintak begylijtése ¢€s
feldolgozasa a betegek sziikséges tdjékoztatast kovetd beleegyezésével és az Etikai
Bizottsag jovahagyasaval tortént (4419/2013/EKU).

Kontroll mintak céljabol két normal karyotipusi személy vérvételét kovetden azok
lymphocyta mintéjat alkalmaztuk.

A mintak elsddleges feldolgozasat a Semmelweis Egyetem 1. Sz, Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinikajanak Fethopathologiai laboratériuméban végeztiik. Ennek soran
a petefészkeket a vetélést kovetden par oran beliil eltavolitottuk, majd Un. ,.touch
preparatumokat” készitettiink beldliik: ennek soran a magzati ovariumra rametszettiink,
majd a felszinét vékonyan egy iiveglapra nyomtuk, ennek soran a sejteknek egy olyan
vékony rétege jott 1étre, mely tovabbi immunreakci6 végzésére €s analizisre is 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 minték ezt
kovetden sorszamot kaptak.

A tovabbi vizsgalatok elvégzése az 1. sz. Patholdgiai Intézet Cytogenetikai
Laboratoriumdban tortént: az elOkészitett petefészek mintdkban a meidzist mar
megkezdett ivarsejteket kiilonitettik el a mitozis dallapotdban 1évd, masnéven
praemeiotikus Ossejtektdl és stromasejtektél anti-STAG3 antitesttel (Sigma Aldrich
Anti-STAG3 antibody produced in rabbit, Human Protein Atlas Number: HPA049106)
torténd immunreakcioval:

A STAG3 fehérje (stromal antigén 3 fehérje) a testvérkromatid kohézidt

biztositd kohezin komplex REC-8 alegységének egyetlen meidzis specifikus tagja,



szerepe a testvérkromatiddk egylittmaradasanak biztositasa az anafazis kezdetéig,
ezaltal a STAG3 antitest pozitiv sejtek bizonyithatéan meiosisban vannak.
Labormunkalataim legkoriilményesebb része a pontos antitest titer beallitdsa volt: a
honapokon at torténd antitest titer beallitds sordn az immunreakciot megel6zo
elokezelést is modositottuk, igy tudtuk elérni a kelld jelintenzitas mellett a megfeleléen
kontrasztos hatteret.

Az éltalam kialakitott immunhisztokémiai eldkezelés a kovetkezoképpen zajlott:
Kezdeti 1épésként a targylemezen 1évé fehérjéket formalinnal fixéltuk (10 %-0s
nutralisan  bufferelt oldat a Sigma-Aldrich cégcsoporttél) egy 10 perces
szobahOmérsékleten torténd aztatassal. Ezt kovetden 5 percig szobahdémérsékleten
sodium citrat dihidrat segitségével torténé aztatas kovetkezett a nem kivanatos
szennyezddések eltavolitdsara. A kezdeti 1épéseket kovetden hdromszor 15 perces PBS
(phosphate buffered saline) neutralis mosoéoldattal torténd tisztitds kovetkezett.

A targylemezeket 45 perces bovine sérum albumin 5 %-os PBS oldatdban
fixaltuk 45 perc alatt s6tétkamraban +4°C-on. A megtisztitott és elokezelt targylemezen
ekkor megkezdddhetett a tényleges immunreakcid elsé lépese: ennek sordn a mar
emlitett anti-STAG3 antitest 1 %-0s, bovin szérum albumin/PBS oldatban torténd
higitasat a targylemezre felvittiik, parafinos fedést biztositottunk a kiszaradas
elkeriilésére €s12 oOran keresztiil sotétkamraban inkubaltuk. Az inkubaciot kovetd
haromszor 15 perces tisztitas utan felvittiik a masodlagos antitestet 2.5/400 ml bovin
szérum albumin/PBS oldatban torténd higitasi koncntracioban. Végsd 1épésként a
sziikséges haromszor 15 perces PBS mosast kdvetéen Vectashield, DAPI-t (4°6-
diamidino-2-phenylindole) tartalmazo, a fluoreszcencia megdrzésére szolgald oldatot
hordtunk fel a metszlapunk felszinére.

1épések segitségével megvalosult 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 tlintek fel.

A kontroll mintakon alkalmazott fent ismertett immunhisztokémiai modszerrel

STAG3 pozitiv sejteket nem nyertiink.

Az immunhisztokémiai mddszerekkel torténd sejtcsoport elkiilonitést kovetden

kertilt sor a 13-as kromoszoma megjelenitésére és szamszerisitésére, ennek sikeres



elvégzését kovetden pedig a 13-as triszomids sejtek megszamolasara és azok pontos
aranyanak megallapitasara a STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejtek esetén.

A kromoszomak megjelenitését és szamszerlsitését FISH reakcioval végeztiik
(fluorescens in situ hibridisation). A FISH reakcié soran a DNS fragmentumokat
fluoreszkalo festékkel jeloliink meg, igy fénymikroszkoppal nem lathatdé kromoszdéma
részleteket is azonosithatunk. A modszer érzékenysége kimagaslo, akar 100 bazis méret

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

Az 1. Sz. Pathologiai Intézet FISH laboratoriumanak nagy gyakorlataval,
jartassagaval a szikséges FISH reakcid kidolgozasa nehézségek nélkill a
kovetkezOképpen tortént: Az immunhisztokémiai modszerrel eldzetesen eldkezelt
mintakat methanol ecetsavval fixaltuk. A fixalt mintdkat kétszer standard citratos
sooldattal Oblitettiilk, majd a nem kivanatos, FISH reakcidt torzitdé fluoreszcens
anyagokkal bevont proteineket pepszinnel emésztettik. A 13-as kromoszoéma
hibridizacidjdhoz egy kromoszoma-végi probat (Vysis LSI (13q14) Spectrum Green) és
egy centroméra-kozeli probat (Vysis LSI (13gq34) Spectrum Orange) alkalmaztunk a
gyarto altal javasolt modon. A FISH reakcio végén a lemezeket Vectashield, DAPI-t
(4’6-diamidino-2-phenylindole) tartalmazo oldattal fixaltuk.

A targylemezeken megjelend fluoreszcens szignalok az Intézetben rendelkezésre
all6 Nikon Eclipse E600 fluoreszcens feltéttel rendelkezd fénymikroszkoppal valtak
szabad szemmel is felismerhetdvé, a fotdédokumentaciot a mikroszkophoz
csatlakoztathato Jenoptik CCD fényképezdgép segitégével végeztiik.

A FISH reakci6 soran a diszomias sejtek két darab zold €s két darab narancsos -
pirosas szignallal, a monoszomids sejtek egy zold és egy narancsos-pirosas szignallal,
mig a triszomids sejtek harom zdld és harom-narancsos pirosas szignallal rendelkeztek.

A megfeleld probakkal (centroméra kozeli és kromoszomavég kozeli) probaltuk
az analizist megkonnyiteni a szignalok Osszeolvadasanak kisebb valosziniisége
érdekében, azonban a kromoszomasériilések okozta torésre, ¢és egyenldtlen
szignalsokszorozddasra igy is kiemelt figyelmet kellett forditsunk. A kontroll mintakon
alkalmazott FISH reakci6 13-as triszOmiat nem mutatott.

Mivel a STAG3 pozitiv és negativ sejtek masodik célkitlizési pontunknak

megfeleléen mindségi, €és a 13-as kromoszoma szamat célzd harmadik célkitiizési



pontunknak megfeleléen mennyiségi analizis is fluoreszcens antitestek segitségével
valosult meg, igy az elézetesen immunreakcioval kezelt sejtek ellendrzését és
fényképezését kovetden a faradtsagos munkaval elért immunfluoreszcenciat a
targylemezrdl sziikséges eltavolitsuk, hogy az a FISH reakcié soran ne okozzon zavart
az egymasra vetiilé fluoreszcens jelek megtéveszto hatasa altal.

A sikerrel elvégzett FISH reakci6 utan azonban a sejtek homogén kék szintiek
lettek és csak a kromoszomak megszamolasat lehetévé tevd zold és narancsos-pirosas
szignalok vilagitanak, tehat eltlinnek a STAG3 pozitiv és negativ sejtek kozott fellelhetd
szinbeli kiilonbségek.

Ahhoz, hogy ellendrizhessiik mindkét reakcio eredményét és a harmadik
célkitlizési pontnak megfelelden a STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejtekben
eléforduld 13-as triszomids kromoszoémak ardnyat 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 lehetdvé teszi a megfelelé felbontdsi monitor
mellett a parhuzamosan bescannelt lemezek egyidejli, parositott elemzését, ezaltal
egyszerre két lemez is feldolgozhaté. A program segitségével a kis nagyitast
tajekozodasi nézettdl egészen a kromoszomak analizisére alkalmas 10 mikrométeres
nagy nagyitasu nézetig van lehet0ség. Az Osszeparositott lemezeken atlagosan ezer
STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejt szemmel torténd ellendrzését és megszdmolasat
végeztem, szigoru kritériumrendszer alapjan, ezéltal kizarasra keriilt minden olyan sejt,
ahol az immunreakcid nem egyértelmi, esetleg homalyos, vagy a kromoszomak szdma
nem felelt meg a kovetelményeknek (pl. harom darab zo6ld, azonban két darab
narancsos-pirosas szignal a kromoszoma sériilését, nem pedig valddi triszomiat
feltételez).

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 bizonyitasa volt a vizsgalt mintainkban.

Statisztikai analizissel bizonyitottuk be, hogy a kontroll mintdkban észlelt 13-as
triszomias sejtekhez képest szignifikdnsan nagyobb szamban fordul eld a vizsgalt

ovariumokban 13-as triszomia. A folyamatos valtozok Osszehasonlitasahoz Spearman



korrelaciot alkalmaztunk, a statisztikai szignifikancia szintjét P= 0.05 értékként
definialtuk.

Mintagyiijtés: petefészek mintak gyiijtés
hét, egyenként 16-23 hetes magzatbol

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

A meiozisba keriilt sejtek differencialasa a
premeiotikus ossejtektol 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

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

eszkoz (charge coupled device))



Eredmények

Kutatdsom alatt 6sszesen 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 monoszomias
sejtet jegyeztem fel.

Targylemezenként atlagosan 916 STAG3 pozitiv és 928 STAG3 negativ sejtet
analizaltam.

Minden targylemez esetén talaltam 13 triszomias petesejtet, mindkét célcsoportban.

A 13-as triszomias sejtek aranya a STAG3 pozitiv sejtek esetén 2.04 % volt (0.8-3 %
terjedd tartomanyban).

A 13-as triszomids sejtek aranya a STAG3 negativ sejtek esetén 0.91 % volt (0.4 — 1.5
% terjedd tartomanyban.)

A kontroll mintdkban 13-as triszomids sejtet nem talaltam, annak aranya 0 % volt.
Vizsgalataim sordn a negyedik célkitlizésemet teljesitettem, bizonyitva, hogy a STAG3
negativ, ezéltal még premeiotikus allapotban 1év6 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 % terjed6 tartomanyban), mig a STAG3 pozitiv sejtek esetén 2.04 % volt (0.8-3 %
terjedd tartomanyban).

Az adatok elemzésekor igazolodott, hogy a targylemezeken fellelhetd triszomias sejtek
mennyisége a gesztacios korral szignifikdnsan emelkedik.

(Ez az adat a STAG3 pozitiv sejtek esetén r=0.93, STAG3 negativ sejtek esetén r=0.85,
p=0.0071)
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Kovetkeztetések

1. Tudoményos munkam sordn a 16-23 hetes, nem genetikai okok miatt tortént
spontan, vagy kozépidds vetélésindukcion atesett leanymagzatok petefészkeinek
begytjtését és feldolgozasat sikeresen elvégeztem. A feldolgozott petefészkek
gyljtése soran arra kovetkeztettem, hogy bar a touch-preperation eldkészitési
technika és a lehetd leggyorsabb feldolgozas jelentdsen eldsegiti a mintak
vizsgalatat, azonban a kisérlet sikeressége szempontjabol a vizsgalhato
csirasejtek szdma 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 kitlizott 1000 STAG3 pozitiv és STAG3 negativ sejt

megszamolasat.

2. A sikeresen begylijtott mintdkban az anti-STAG3 antitesten alapuld
immunreakcié alkalmazasaval eredményesen kiilonvalasztottam a premeiotikus
¢és mar meidzist megkezdett sejteket, majd fluorescens in situ hybridizacios
modszer segitségével munkam soran elséként alkalmaztam e két moddszer

kombindciojat a 13-as triszomias sejtek elemzésére.

3. Dolgozatomban elséként tudtam megerdsiteni, hogy a 2l-es triszomia
kialakulasdban Hultén ¢és mtsai altal bizonyitottan szerepet jatszo petesejt
mozaicizmus jelen van a 13-as triszomia patogenezisében is. A tradicionalis
dogmatdl  jelentdsen  eltérd  premeiotikus  mitotikus  non-diszjunkcid
bebizonyitdsdra immunhisztokémiai és fluorescens in situ hibridizacios
modszereket alkalmaztunk, az altalunk vizsgalt mintdk mindegyikénél talaltunk

13-as triszomias praemeiotikus sejteket.

4. Az altalam vizsgalt 16-23 hetes lednymagzatok ovariuméaban fellelhetd
triszomias sejtek szama mindkét (STAG3 pozitiv és STAG3 negativ)

sejtcsoportban a gesztacios kor novekedésével szignifikdnsan emelkedett. Ezzel
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a petesejt mozaicizmus egyik alappillérét is megerdsitettikk, hiszen
bizonyitottuk, hogy a terhességi kor ndvekedésével a mitézisok szama, és ezaltal

a triszomias sejtek mennyisége is novekszik.
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