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ROVIDITESEK

CSI  Centromere Separation Index = Centroméra Szétvalasi Index
EMA Endomysium-ellenes antitest

GI Gastrointestinalis

ID Immundeficiencia

IgA  Immunglobulin A

PCD Premature Centromere Division = korai centroméra-szétvalas
SCE Sister Chromatid Exchange = testvérkromatida-kicserélédés

BEVEZETES

Az eukarydta sejt mitotikus osztdédasakor két azonos lednysejt jon 1étre. A sejtosztodas S fazisaban
a kromoszomak megkettézdédnek, majd a profazisban kondenzalédnak. Mindegyik kromoszoma két
identikus kromatidabol all, melyeket a centroméra tart 6ssze. A prometafazisban és a metafazisban
a kromoszémak a sejt egyenlitéi sikjaban helyezkednek el és az osztodéasi orsé huzédfonalai a
centromérakhoz kapcsoldédoé kinetochorokhoz tapadnak. Az anafazisban a centromérak szétvalnak
¢s az elvalt testvérkromatidakat a huizofonalak a sejt két ellentétes polusara juttatjak. A sejtosztodas
végére az eredeti sejtte]l megegyezd genetikai allomanyu két lednysejt keletkezik.

Standard karyotipus elkészitéséhez barmilyen metafazisos sejteket tartalmazd, osztodni képes
konnyti indukalni, de egyéb szdvetek is pl. bor (fibroblastok), csontveld, amnion folyadék, chorion-

boholy stb. felhasznalhatoak sziikség esetén.

A Kkaryotipus elkészitésének rutin modszere — rovid osszefoglalas

1. A levett vérmintahoz heparint, hogy az alvadast meggatoljuk.

2. Centrifugalassal a mononuclearis sejteket (lymphocytak és monocytak) elvalasztjuk a vér egyeb
alakos elemeitdl

3. A mononuclearis sejteket mitogén hozzaadasaval (pl. phytohemagglutinin, ami a lymphocytak

4. A mitdzist metafazisban colchicinnel ledllitjuk. A tenyésztési id6 végén, amikor nagyszamu
0sztodo sejt észlelhetd a colchicin az osztddasi orsédt tonkreteszi €s megakadalyozza, hogy a

mitdzis befejezddjon. Ezaltal a metafdzisban levd sejtek aranya kifejezetten magas lesz.



5. A lymphocytdk Osszegyiijtését kovetden rovid ideig tartd hypotonizalds kovetkezik. Ennek
soran a sejtek ozmotikus duzzadasa kovetkezik be, mely nagymértékben eldsegiti, hogy olyan
preparatumokat készitsiink, melyben a kromoszomak nem fekszenek egymasra.

6. A duzzadt sejteket fixaljuk, majd targylemezre kicseppentjiik (mely a kromoszomakat egy sikba
rendezi) és megszaritjuk.

7. A targylemezeket kiilonb6z6 modon megfesthetjiik. Sdvozas hatdsara a kromoszémakon savok
jelennek meg, igy a karyotipus 0sszes kromoszomajat egyértelmiien azonositani lehet. Sdvozas
nélkiil azonban egyes kromoszomak kozott lehetetlen kiillonbséget tenni.

8. A savozott targylemezeket atvizsgalva jol értékelheté mitozisokat keresiink (a kromoszémak
sem tul rovidek, sem tul hosszuak és egymast sem fedik), melyeket lefényképeziink.

9. A képrol kivagott egyes kromoszémakat karyotipusba rendezziik. Ezt a miiveletet mar
szamitogépes szoftverrel is végezhetjiik. Hagyomanyos festést kovetden csak a fobb
kromoszoma-csoportok kiilonithetéek el, mig savozas esetén az Osszes kromoszoma
egyértelmiien parba 4llithatd és megszdmozhato.

A kromoszomak mérete és alakja alapjan az emberi szomatikus sejtek kromoszomai 7 csoportra és a

nemi kromoszomakra oszthatdak.

Centroméra-szétvalas

A sorrend létezése

A sejtosztodas egyik 1ényeges mozzanata az, amikor a kromoszdémakat alkoto testvérkromatidak a
centroméranal szétvalnak és a leanysejtekbe vandorolnak. 1935-ben Aisenberg elsoként irta le,
hogy ez a szétvalas nem véletlenszerlien torténik. A 70-es évek kozepén Méhes és Vig egymastol
fiiggetleniil publikalta a centroméra-szétvalas sorrendjét emberi leukocytdkban. Felting volt, hogy a
2-es, 17-es és 18-as kromoszoéma korabban valt szét, mig az akrocentrikus kromoszoémak esetén a
szétvalas még akkor sem indult meg, amikor az &sszes tobbi kromoszémanal ez mar befejezddott.
Késobb mas munkacsoportok is bekapcsolodtak ebbe a kutatisba és a szétvalast nemcsak
kiilonb6z6 emberi sejtekben, hanem egyéb speciesekben is vizsgaltak. Kozleményeik az eredeti
megfigyeléseket erdsitették meg. A kutatdsok eredményeként az emberi centromérak szétvalasi

sorrendjét sikeriilt meghatarozni.

A centroméra-szétvalas meghatarozasa

A centroméra-szétvalas vizsgéalatdhoz tobb szaz vagy ezer mitdzis aprolékos analizise sziikséges. A
szétvalas legjobban hagyomanyosan festett, nem savozott kromoszomaknal lehetséges, ugyanakkor

sdvozas sziikséges a kromoszomak biztonsagos azonositasdhoz. Olyan késéi metafazisok keresése,



melyekben a szétvalas jol lathato, de a kromoszomak még biztonsadggal azonosithatdak kifejezetten

nehéz és roppant iddigényes. A fenti nehézségek mellett a centromdra-szétvalds szubjektiv

megitélése is szintén hozzajarul a sorrend megallapitasanak bonyolultsagahoz.

A szétvalasi sorrend meghatarozasa 2 modszer segitségével torténhet:

1. Premature Centromere Division (PCD, korai centroméra-szétvalas): Méhes modszerével
elsdsorban az idd eldtti szétvalasra vald hajlam mutathat6 ki. Az értékelés soran csak azokat a
mitoézisokat vessziik figyelembe, ahol legfeljebb 3 kromoszéma valt szét. Szétvalasnak azt
tekintjiik, ha a mikroszkopos vizsgéalatkor a két testvérkromatida kozott semmilyen
Osszekottetést nem talalunk. Nagyszdmu mitozisban az egyes kromoszomakban észlelt
szétvalasok szamat elosztva a ,random” eloszlast feltételezve vart értékkel, a kapott szam
kifejezi az adott kromoszéma korai szeparaciora vald hajlamat. (,,Vart érték” a 100 mitdzisban
észlelt Gsszes szétvalas szama osztva huszonhdrommal.)

2. Vig vezette be a Centromere Separation Index (CSI, Centroméra Szeparacios Index) nevi

értékeld modszert, amely szerint a kromoszémakat a szétvalas relativ mértéke szerint
osztalyozzuk. A modszer szerint 0 pontot kap az a kromoszoma, ahol a szétvalas jelei nem
¢észlelhetoek, 1 pontot, ahol a testvérkromatidak egymastol eltdvolodtak, de még finom szalcsas
Osszekottetés lathatd koztiik, €s 2 pontot ahol a kromatiddk mar teljesen elhagytak egymast.
A CSI-t ugy szamitjuk ki, hogy a legmagasabb pontszamot elért kromoszémapar értékével, mint
egységgel elosztjuk a tobbiek pontszamat, és igy megkapjuk azok relativ értékét. CSI értékei O-
1 kozott mozognak; a legkoraibb szétvald igy értelemszeriien 1 ponttal rendelkezik. Minél
nagyobb egy kromoszéma CSl-je, anndl koraibb centroméra-szeparacié figyelhetdé meg
esetében.

Az értékelési nehézségek ellenére kiillonbozd laboratdoriumokban végzett ismételt vizsgalatok

alapjan igazoltnak és elfogadottnak tekinthetd, hogy ez emberi sejtek mitdzisaiban a metafazis

végén a kiilonb6z6é kromoszomak szétvalasa nem véletlenszeriien torténik.
A sorrend élén a 18. és 2. kromoszomak vannak, ezeket koveti a 4-5., X, 12., 3.
17. par, késoi szétvaldak az 1., 7., 8., 9., 11., 16. kromoszémak, mig a sort a nagy
akrocentrikusok (13-15) zarjak.

Minél szélsOségesebb egy kromoszoéma helyzete, annal megbizhatébban allapithatd meg a

sorrendben elfoglalt helye, a rangsor kdzepén viszont fokozottan kell szamolni a szubjektivitasbol

eredd bizonytalansaggal.



A szétvalasi sorrend allandosaga

Kiilonbozd ¢€l6lényekben a szétvalast vizsgalva a speciesre jellemzd szekvenciat taldltak. Az eddigi

vizsgalatok alapjan a sorrendet NEM BEFOLYASOLIJA:

A kromoszoma hossza, a centroméra helyzete, a heterokromatikus rész nagysaga, a tenyésztés
idotartama vagy homérséklete, a taptalaj, a colchicin kezelés, a hypotonizalas valtoztatasa,
gyogyszerek, sugarzas és az egyed neme.
Az ¢életkor szerepe nem tisztdzott még. A fajspecificitas és a nagyfokl allandosag alapjan tgy tlinik,
hogy a szétvalas sorrendje genetikailag meghatarozott jelenség, melyet az eddigi kisérletek soran

exogén faktorokkal befolyasolni nem sikertilt.

A szétvalasi sorrend és koros allapotok — rovid osszefoglalas

Kozismert, hogy minden olyan hatds, amely osztodaskor éri a sejtet a kromoszoémak sériilését

okozhatja, vandorlasukban, parosoddsukban =zavart idézhet el6. Az ilyenkor bekdvetkezd

kromoszoma-rendellenesség latens vagy manifeszt betegség alapja lehet, amely szamos esetben
oroklddhet is.

1) Aneuploidia: A centroméra-szétvalds sorrendjének megvaltozdsa non-disjunctio révén
aneuploidiahoz vezethet. Triszomias gyermekek ¢&s sziileik vizsgalata soran a kérdéses
kromoszomak esetén nagyobb gyakorisdggal irtak le tal korai, vagy késéi esetleg hidnyzo
szétvalast.

2) Strukturalis rendellenességek: A kromoszémak szerkezeti rendellenességeiben is jelentkezhet

tul korai vagy tul késoi szétvalas. Nemcsak a delécios (13q14) vagy transzlokacios (3p:19q)
kromoszomak 1d6 eldtti szétvalasat, hanem D csoporti kromoszémak fizidja soran 1étrejott Uj
kromoszdma tul késdi szeparaciojat is leirtak.

3) Daganatképzdédés: A kromoszoma aberracioknak alapvetd szerepiik van a rosszindulata

daganatok keletkezésében. Korabbi megfigyelések azt valosziniisitik, hogy a szétvalasi sorrend
megvaltozdsa mutagén hatast tiikroz, és igy a daganatkeletkezésben szerepet jatszhat. A korai
centroméra-sz¢étvalas, az aneuploidia, a mutagén 4agensek, a kromoszoma torése, az
immunologiai valtozdsok ¢és a malignitds kozotti kapcesolatrendszerre mar kordbban utaltak
kozlemények. Szamos malignus megbetegedésben kimutattdk a szétvalasi sorrend

megvaltozasat.



CELKITUZES

1. A centroméra-szétvalas sorrendje befolyasolhato-e, valtoztathatd-e exogén faktorral, mint
pl. a vanaddium, ami kdztudottan befolyésolja a sejtosztodast;

2. acentroméra-szétvalas vizsgalatahoz objektiv modszer bevezetése;

3. kromoszéma rendellenességek és a korai centroméra-szétvalas vizsgalata velesziiletett
immunhidnyos gyermekekben;

4. kromoszoma torékenység ¢és a korai centroméra-szétvalas vizsgalata lisztérzékeny
gyermekekben;

5. kromoszéma rendellenességek, tarsuld velesziiletett fejlodési rendellenességek vizsgalata

gastrointestinalis fejlodési rendellenességben szenvedd ujsziilottekben.

STATISZTIKAI ANALIZIS

Minden statisztikai feldolgozasnal az Excel vagy az SPSS programot hasznaltuk. Az atlagok kozti
kiilonbségek szignifikancidjat Fisher, Chi-négyzet vagy Student t-proba segitségével hataroztuk
meg a vizsgalatoknak megfeleléen. A kiilonbséget statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik, ha
P<0.05 volt.

VIZSGALATOK

VANADIUM HATASA A CENTROMERA-SZETVALASRA

BEVEZETES

A centroméra-szétvalas ,,normalis” sorrendje ismert human mitézisokban. Egy adott kromoszoma
tul korai vagy tal késdéi szétvalasa triszomidhoz vagy monoszdmidhoz vezethet, vagyis a sorrend
megvaltozasa aneupoididt okozhat, és a kromoszoma instabilitds egyik indikatora lehet. Jogosan
vetddik fel a kérdés, vajon lehet-e ezt a jelenséget mutagén agensekkel befolyasolni. Ismereteink
szerint eddig kevés tanulmany foglalkozott evvel a kérdéssel. Vizsgalatunk sordan a cytotoxikus
agensként jol ismert vanadium centroméra-szétvalasra kifejtett hatasat vizsgaltuk human

lymphocytékban.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Periférids vér lymphocytdibol rutin kromoszéma-prepardtumokat készitettiink. A vanddium

hatdsanak vizsgélatahoz a tenyésztés végén kiilonb6zd koncentricidkban €és kiilonbozd ideig 5%-os



NaVOs-ot adtunk a kulturdkhoz az alabbiak szerint: 0,51, 1,02 és 2,.56 Imol/ml, mindegyik 2,5
ordig, 2,56 mol/ml 3 illetve 4 6rdig, 5,12 Imol/ml 2.5 illetve 4 6réig, és 2,56 Imol/ml 6 6raig. Mivel
2,56 OImol/ml feletti vanddium koncentréicié illetve 4 6ran tdli alkalmazas esetén a vaniddium oly
mértékben volt toxikus, hogy értékelésre alkalmas mitézisokat nem taldltunk, ezért csak a
legenyhébb illetve a legintenzivebb kezelésnek kitett, de még ért€ékelhetd mitdzisokat tartalmazo
kultardkat vizsgaltuk tovabb. Kontrollként ugyanazon vérminta szolgalt, melyet vanddiummal nem
kezeltiink. A mitotikus index meghatirozasa 5 kiilonbozd teriileten legaldbb 2000 sejt vizsgalataval
tortént és az észlelt mitdzisok szamat 1000 sejtre vonatkoztatva adtuk meg.

A szétvalas konnyebb vizualizdldsa miatt a kromoszomékat nem savoztuk, ami azzal a hatrannyal
jart, hogy csak a f6bb csoportok illetve azok jellegzetes képviselSi voltak elkiilonithetéek. A

centroméra-szétvalas értékelése a kordbban emlitett CSI segitségével tortént.

1. Tablazat. A mitotikus index és a centroméra szeparacios index (CSI) vanadiummal kezelt

lymphocyta kulturakban és a kontroll csoportban

Vanadium-kezelt

kultarak
Kontroll
0,51 pmol/ml 2,56 pmol/ml
2,5 ora 4 ora
Mitotikus index (1/1000) 49.5 26.0 24.5%
CSI1
Mitozisok szama 95 91 93
Kromoszoma vagy csoport
1 0.11 0.15 0.08
2 1.00 0.99 1.00
3 0.47 0.51 0.47
4-5 0.61 0.60 0.58
6-X-12 0.50 0.56 0.52
13-15 0.00 0.01 0.01
16 0.02 0.08 0.03
17-18 0.97 1.00 0.93
19-20 0.45 0.50 0.44
21-22-Y 0.00 0.01 0.02

Ap<0.001 a kontrollhoz képest.
A CSI értékeinek kiilonbsége a 3 csoportban statisztikailag nem szignifikans..




EREDMENYEK
A héarom csoport eredményeit (legenyhébb és legintenzivebb vanadium-kezelés, valamint a kontroll)

az 1. Tablazat mutatja. A vanddiummal kezelt kultirakban a mitotikus index szignifikdnsan
alacsonyabb volt a kontrollhoz képest. Két gap-et kivéve sem torést, sem egyéb strukturalis aberraciot
nem talaltunk egyik csoportban sem.

A CSI értékei csaknem azonosak voltak a vanadiummal kezelt csoportok illetve a kontroll
csoportban. Mivel az egyes kromoszomékat savozas hianyaban nem tudtuk azonositani, igy csak a
kromoszdma csoportok atlagait tudtuk dsszevetni, melyek hasonld tendencidji szeparaciot jeleztek.
A kontroll csoportban és a vanadiummal kezelt csoportokban is a 2-es, 17-es és 18-as kromoszoma

crcr

sorrend megfelelt kiilonbozd laboratoriumok kordbban publikalt megfigyeléseinek.

CYTOGENETIKAI VIZSGALATOK VELESZULETETT IMMUNHIANYOS
GYERMEKEKBEN

BEVEZETES

Korabbi kozlemények szerint a velesziiletett immundeficiencidk (ID) gyakrabban tarsulnak
strukturalis kromoszéma aberraciokkal. Ezek mellett néhany szindrémaban az ID kromoszoma
fragilitassal valo tarsulasa figyelhetd meg: ataxia telangiectasia, Bloom szindroma és Nijmegen
breakage szindroma. Bizonyos kromoszomak centromérdinak instabilitisa mellett ezen
kromoszoéméak karjainak szomatikus rekombinacidja és a tobbszords eldgazodasok fokozott
tendencidja is megfigyelhet6 a nemrég leirt ICF (Immunodeficiency, Centromeric heterochromatin
instability and Facial anomalies) szindréméban.

A vizsgalat céljai:

e A kromoszomak szambeli és szerkezeti aberracidinak, valamint a korai centroméra-szétvalas
vizsgalata kiilonboz6 ID-ban szenvedd gyermekekben.

e A kromoszoma instabilitds klasszikus jegyei (torés, gap, testvérkromatida-kicserélédés,
dicentrikus ill. gytriképzddés, stb.) és a kordbban nem vizsgalat id6 el6tti centroméra-szétvalas

Osszefiiggésének vizsgalata.

BETEGANYAG ES MODSZEREK

12, kiilonboz6 velesziiletett immunhianyos gyermek — 5 hypogammaglobulinaemia, 3-3 variabilis
ID illetve IgA-hiany, valamint 1 septicus granulomatosis - (életkor: 7 honap-11 év, fia:ledny ardny
9:3) ,,rutin” lymphocyta-kultirait hasonlitottuk egészséges kontrollokéhoz (n=6). A lymphocyta-

kultarak elkészitése a korabban leirt modon tortént.



Az alabbi aberraciokat/jelenségeket regisztraltuk minden beteg legalabb 60 mitdzisaban:
Hypo-, hyperdiploidia, gap, torések, strukturdlis -eltérések (dicentrikus, gylriképzddés,
transzlokacio), a testvérkromatida-kicserélédés (Sister Chromatid Exchange, SCE) és a korai
centroméra-szétvalds (Premature Centromere Division, PCD) gyakorisaga.
A kromoszoma instabilitas klasszikus jegyein (pl. strukturalis eltérések, SCE) tal kiilonds figyelmet
forditottunk a PCD vizsgélatara. A vizsgéalat soran mindent megtettiink, hogy a legobjektivebbek
lehessiink, ezért a PCD vizsgalatat az alabbiak szerint egyszerlsitettiik. A centroméra-szétvalas
sorrendjét nem hataroztuk meg minden egyes mitdzisban, hanem csak azoknak a metafazisoknak az
aranyat adtuk meg, ahol 3 vagy tobb teljes szétvalas volt lathatd. Sajat és irodalmi adataink alapjan

a rutin lymphocyta-kultirak kevesebb, mint 4%-a tartalmaz csak ilyen metafazisokat.

2. Tablazat Kromoszoma torések, testvérkromatida-kicserélodés (SCE) és korai centroméra-

szétvalas (PCD) immunhianyos betegekben és kontrollokban

Vizsgalt . , Mitozis> T CD Per
e s Kromatida Kromoszoma mitozis
Betegek mitozisok . g . g SCE 3 PCD
. torés/sejt torés/sejt (13-15
szama (%)
krom.)
Kontroll 4,1 2,2
(n=6) 86 0,009 0,004 (2.1-6.0) (1-4) 0,004
1. 70 0,014 0,014 4,6 4,2 0
2. 85 0,012 0 3,7 2,3 0
3. 76 0 0 - 2,6 0
4, 100 0,02 0,01 6,1 5,0 0,01
5. 70 0 0 4.4 2,8 0
6. 60 0,017 0 3,9 6,7 0
7. 66 0,061%* 0,03 9,7 13,7%* 0,182*
100 0,1%* 0,04%* 11,6* 19,0%* 0,210*
8. 100 0,01 0 - 2,0 0,10
9. 80 0,025 0,037%* 8,5 22,5% 0,137%*
100 0,06* 0,02 7,9 17,0* 0,06*
10. 64 0 0,016 3,6 1,6 0
11. 75 0,013 0,013 4,5 4,0 0,013
12. 60 0,017 0 5,8 3,4 0,017
Mitoézis >3 PCD (%): Metafazisok aranya 3 vagy tobb teljes PCD-vel *p< 0,05

PCD per mitézis (13-15 krom.): A 13-15-as kromoszéma PCD-inek szama mitozisonként




EREDMENYEK

A 2. Tablazat adatai szerint a kromoszomatorések, az SCE és a PCD frekvencidja hasonl6 volt a
legtobb immunhidnyos gyermek kontrollal valo Osszevetése soran. Ugyanakkor a 7-es és a 9-es
betegnél (hypogammaglobulinaemia ¢és varidbilis ID) a strukturélis eltérések, az SCE és a PCD
gyakorisadga szignifikdnsabb magasabb volt. Egy esetleges kozelmultban lezajlott infekciot, vagy
gyogyszerhatast illetve a lymphocyta preparacié technikai hibdjabol eredd artefaktot kizarando
ezeket a vizsgalatokat 4-6 honap mulva megismételtiik, azonban hasonlé eredményeket kaptunk.
Ezeknél a gyermekeknél a kromoszdma instabilitas klasszikus jegyei és a PCD paralell jelenségnek
bizonyultak. A vizsgélt 12 immunhidnyos gyermek egyikénél sem tudtunk ICF vagy egyéb mas
meghatarozott szindromat igazolni.

Ismeretes, hogy a szétvalas értékelése nem mentes a szubjektivitastol. Mindazonaltal ennél a két
betegnél nemcsak a PCD volt feltlind, hanem az egyébként legkésdbb szétvald, nagy akrocentrikus

crer

normalis esetben nem észleljiik.

A CENTROMERA-SZETVALAS OBJEKTIV VIZSGALATA

BEVEZETES
Eddigi ismereteink alapjan elfogadott tényként kezelhetjilk, hogy az emberi mitotikus sejtek

kromoszomainak szétvalasi sorrendje genetikailag meghatarozott jelenség. A sorrend megvaltozasa
non-disjunctié révén aneuploididhoz, malignitdshoz ¢és egyéb, a kromoszoma instabilitdshoz
kapcsolodo allapotokhoz vezethet. Eziranyu megfigyelések egyre novekvo szama ellenére a
megvaltozott centroméra-szétvalas illetve a PCD pathogenetikai szerepét mégsem fogadtak el széles
korben. A modszer legfobb kritikdja, hogy a centromérak szétvalasanak mértékét fénymikroszkdpos
vizsgélat soran szemmel allapitjuk meg, ami nem lehet sem pontos, sem objektiv. Az alabbiakban
egy egyszerl, szamitogépes moddszerrdl esik sz6, mely lehetdséget biztosit a kromoszémak
centromérainak pontos tavolsaganak meghatarozasara, valamint egy kereskedelmi forgalomban
1évé képelemzd szoftver segitéségével a centromérdk szétvalasanak mértékét is objektiven és

pontosan tudja meghatarozni.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Periférias lymphocyta tenyészetbdl késziilt rutin Giemsa festésii, jol értékelheté metafazisokat
vizsgaltunk NIKON mikroszképpal 400x-os nagyitas alatt. A mikroszkdéphoz egy CCD kamerat

csatlakoztattunk és a megfeleld latotereket szamitdgépre vittiikk at, majd a képek elemzéséhez az



NIH Image Version 1.55 programot hasznaltuk. Az egyes kromoszémak sziirke arnyalatos digitalis
képen val6 azonositasat kovetden a denzitds szelet opciot valasztottuk. Ezt kdvetden a kromoszoma
hossztengelyére merdleges ¢és mindkét centroméra kozepén dathaladé vonalat huztunk és
elkészitettiik a vonal menti denzitasgdrbét minden egyes kromoszoéma esetén. A centroméra
szeparacios tavolsagot a denzitdsgorbe két centromérat reprezentdld csucspontjai kozti tavolsag
adta. Ezt a tavolsagot pixelben illetve megfeleld kalibraciot kvetden mikrométerben is meg tudtuk
jeleniteni. A képeket binaris modban (fekete-fehér) is elemeztiik. Ennek soran a testvérkormatidak
kozti szétvalas még élesebben latszott, ugyanakkor a Giemsaval festett centromérak finom
denzitasbeli kiilonbségei illetve a hattér sziirke arnyalata elveszett. Mindazonaltal mind a
szlirkearnyalatos, mind a bindris funkcidk érdekes adatokat szolgaltattak a centroméra-szétvalas

mértékérol.

EREDMENYEK

Ot egészséges, normalis karyotipusi egyén (3 férfi) 15-20 mitozisat vizsgaltuk. Az Osszes
mitozisban minden egyes kromoszoéma esetén a centroméra szeparacios tavolsagot meghataroztuk
¢s sorrendbe allitottuk Oket azok szerint. A mérés gyors €s objektiv volt és a felallitott sorrend
megfelelt a korabbi kézleményekben publikalt ,,normalis” sorrendnek, azaz a 2, 18, 17, 4, 5 és X
kromoszdma korai szétvald volt, mig a 16-os és az acrocentrikusok utolsoként szeparalodtak.

A modszer eldnyei nyilvanvaldak voltak egy Fanconi anaemids betegnél a PCD meghatarozasakor.
Ebben az esetben teljesen intakt és részben szétvalt kromoszémak mellett a nagy akrocentrikusok
korai szétvaldsa volt a legszembetlindbb jelenség. Intakt kromoszdma esetén a denzitdsgorbén csak
egy csucsot, részleges szétvalaskor két kiilonallo, de még Osszekottetésben levd csucsokat
¢észleltiink, mig teljes PCD esetén a denzitasgorbe a két csucs kozott a hattér-denzitas értékére

csokkent le.

KROMOSZOMA TOREKENYSEG ES KORAI CENTROMERA-SZETVALAS
COELIAKIABAN

BEVEZETES

A coeliakia 1-es tipusu diabetes mellitussal és mas autoimmun betegségekkel valo gyakori tarsuldsa
jol ismert. Ez és a coeliakidban észlelt magasabb rizikdji malignitas alapjan felvetddik, hogy a
hattérben egy esetleges genetikai instabilitas szerepet jatszhat. Kezelt és nem kezelt coeliakidsokban
a kromoszoma instabilitasi vizsgéalatok eredményei a kordbbi tanulmanyok = szerint

ellentmondasosak. A PCD korabbi vizsgélatok alapjan a kromoszdéma instabilitds egyik markere



lehet. A tanulméany célja a kromoszéma torékenység ¢és a PCD vizsgéalata volt coeliakiés

gyermekekben.

BETEGANYAG ES MODSZEREK

Spontén ¢s bleomycin indukalt kromoszomatorékenységet ¢s PCD-t vizsgaltunk 22 coeliakias beteg
48 és 72 oras lymphocyta kultiraiban. Minden egyes esetben a coeliakia diagnozisat az ESPGHAN
kritériumai alapjan allitottuk fel. A fit/lany ardny 12/10, a betegek életkora 3-19 (atlag:12,59) év,
mig a betegség fennallasa 0-13 (atlag 5,9) év volt. Kontrollként 18 egészséges személy (9 fiu, 9
leany) hasonldan elkészitett lymphocyta kultarai szolgéltak. Evvel parhuzamosan az endomysium-
ellenes antitestet (EMA) is meghataroztuk és a diétara, lazas betegségre, oltasra és kromoszoma
torékenységet okozé artalmakra kérddiveket toltottek ki. A kérddivek szerint sem lazas betegség,
sem vakcinécio illetve kromoszoma torékenységet okozd artalom nem szerepelt a vizsgalatot
megeldzoé 6 hétben egyik személynél sem. A gluténmentes étrend hatasanak vizsgalatara 2 Gjonnan
diagnosztizalt és 5 nem diétaz6 coeliakidst is bevontunk a vizsgalatba.

Rutin 48 ¢és 72 oras lymphocyta kultardkat készitettiink periférias vérbdl. A bleomycin kezelt
kultarak elkészitése a rutin kultirdkhoz hasonloan tortént, azzal a kiilonbséggel, hogy a tenyésztés
utols6 5 orajaban 30 pg/ml bleomycint adtunk hozzd. G savozast (kb. 400 sav felbontdsu)
lemezeket készitettlink karyotipus meghatarozdsara minden személynél. A fennmarad6 lemezeket
csak Giemsaval festettiik és az alabbi jelenségeket regisztraltuk: kromatida vagy kromoszdma torés,
atrendezddés, dicentrikus és gylirtiképzddés. A végso értékeléskor csak a fenti aberracidkat hordozé
mitozisok aranyat adtuk meg, fiiggetleniil az aberracié természetétol vagy mitdzisonkénti szamatol.
Mindez megfelel a kordbban leirt bleomycin tesztnek. A 3 PCD-nél tobbet tartalmazd sejteket
(PCD>3%) szintén regisztraltuk. 50-100 mitdzist vizsgaltunk a 48 és 72 6ras rutin és bleomycin
kezelt kulturabol minden személy esetén és a kromoszoma aberraciokat és a PCD-t hasonlitottuk

Ossze coeliakids betegekben és egészségesekben.

EREDMENYEK

Minden karyotipus normalis volt, azaz sem kromatida vagy kromoszomatorést, vagy atrendez6dést
vagy dicentrikus vagy gylriikképzdédést nem talaltunk. A rutin kultirdkban a spontan kromoszéma
aberraciok szdma nagyon alacsony volt (0-3% betegenként) és nem volt szignifikans kiilonbség a
coeliakias és kontroll csoportban. Bar a kromoszdma aberraciok szignifikansan gyakoribbak voltak
a bleomycinnel kezelt kultirdkban a rutinhoz képest mindkét vizsgalati csoportban, a
coeliakiasokban és a kontroll csoportban nem volt szignifikans kiilonbség a spontan és a bleomycin

indukalt kromoszématdrékenység esetén (3. Tablazat).



3. Tablazat Kromoszéma aberraciok aranya rutin és bleomycin-kezelt kulturiakban
(%, mean + SD)

Rutin Bleomycin kezelt

48 ora 72 6ra 48 ora 72 6ra

Coeliakia (n=22) | 0.38+0.74* | 0.10.29 € 42.2+11.68* 34.7+16.56 €
Kontroll (n=18) | 0.25+0.46°% | 1.2+1.23° 40.6+9.02 ° 35.349.97°

A,B,C,D = p<0.05

A PCD gyakorisaga hasonloan 0-5% kozotti volt mind a kontroll mind a coeliakias csoportban 4

lisztérzékeny beteg kivételével, akiknél ez az arany joval magasabb, 8-23%-os volt.

GASTROINTESTINALIS MALFORMATIOK, TARSULO
RENDELLENESSEGEK ES AZ INTRAUTERIN NOVEKEDES
VIZSGALATA UJSZULOTTEKBEN

BEVEZETES
Egyéb malformatiokkal ellentétben a gastrointestinalis (GI) fejlédési rendellenességekkel kevés
célzott tanulmany foglalkozott. Jelen munka célja a GI malformatidkhoz tarsuld fejlédési hibak és

az intrauterin ndvekedési zavarok tanulmanyozasa volt klinikank 0jsziilott beteganyagaban.

BETEGANYAG ES MODSZEREK
Az 1987-2000 kozotti 14 éves periodusban a POTE Gyermekklinika Perinatalis Intenziv

Centrumaba felvett 4241 0jsziilott koziil 278 (6,55%) ujsziildttet apoltunk GI malformatio miatt. A
GI malformatiok mellett a tarsuld fejlédési hibakat, az ismert kromoszoma rendellenességeket,
illetve associatidkat, valamint a sziiletési sulyt és gestatios kort regisztraltuk. Dysmaturusnak

tekintettiik azokat az jsziilotteket, akiknek a sulya a 10 percentilis érték alatt volt.

EREDMENYEK

241 ujsziilottben, a Hirschsprung betegség €s pylorus stenosis miatt dpolt betegeket nem szamitva,
osszesen 304 GI malformatiét észleltiink. 108 ujsziilottben izolaltan, mig 133 esetben multiplex
fejlédési rendellenesség részeként észleltik az emésztStraktus anomalidjat. Ezen utobbi 133
betegbdl 27 esetben ismert szindromat, mig 9 esetben associatiot sikeriilt igazolni. A fennmaradé 97
betegben az Osszetett fejlédési rendellenesség hatterében meghatarozott kérképet (szindrémat vagy

associatiot) nem taldltunk. Ezen utobbi betegekben a csontrendszert érint6 rendellenességek voltak



a leggyakrabban tarsul6 malformatiok, melyek a cardialis és az urogenitalis fejlddési hibdknal is
gyakoribbak voltak. GI fejl6dési rendellenesség esetén a dysmaturitds ardnya az atlag populdcidhoz
mérten szignifikdnsan magasabb volt (P < 0,001). A dysmaturus betegek aranya izolalt fejlodési
rendellenességként regisztralt GI malformatio esetén 38,9%, mig multiplex malformatiok esetén
30,8% volt. Mivel korasziilott intenziv osztdlyunk tercier kozpontként mikodik, igy epidemioldgiai

kovetkeztetéseket a 4241 apolt beteg kapcsdn nem tudtunk levonni.

MEGBESZELES ES A VIZSGALATOK GYAKORLATI KOVETKEZMENYEI

1. Vanadium hatasa a centroméra-szétvalasra

A vanadium a sejtosztodas, kiilondsen a kromoszomdk mozgasanak ismert inhibitora. A
tanulmanyban megfigyelt alacsony mitotikus index is ezt a gatld hatast tiikrozi. Ugyanakkor a
vanadium nem valtoztatta meg a centroméra-szétvalas sorrendjét.

Gyakorlati kovetkezmények

A. Kiilonb6z6é vanadium-vegytiletek eltérd hatast gyakorolhatnak a sejt metabolizmusra, illetve a
sejtosztodasra. Vizsgalatunk azt mutatja, hogy a Na-vanadat lelassitja a lymphocyta-kultiraban
a sejtosztddast és csokkenti a mitotikus indexet.

B. Korédbbi tanulményok szerint a sejtek tenyésztésekor a kiilonb6zd tényezok, mint pl. a
hémérséklet, a taptalaj, a tenyésztési id6, a colchicin, a hypotonids sokk és a calcium nem
befolyasoljak a centromara-szétvalas sorrendjét. Az a tény, hogy a toxikus mennyiségii
vanadium is ineffektiv volt ebben a tekintetben szintén tdmogatja azt a véleményt, mely szerint
a centromérak szétvalasi sorrendje genetikailag meghatarozott jelenség ¢és exogén faktorokkal
nem lehet befolyésolni. A szétvalasi sorrendre hatd lehetséges endogén €s exogén tényezok tovabbi

vizsgalata ennek alatimasztisara mindenképpen sziikséges.

2. Cvtogenetikai vizsgalatok velesziiletett immunhianvos gyermekekben

A 12 immunhianyos gyermekbdl 2 betegnél észleltiink kromoszéma instabilitasra utalo jeleket,
melyeket nemcsak a klasszikus modszerek, hanem a PCD-t magas aranyban hordoz6 metafazisok is
jeleztek.

Gyakorlati kovetkezmények

A. Megfigyeléseink alapjan fontos hangsulyozni, hogy a korabban ,,artefakt”-nak tekintett PCD
konnyen felismerhetd rutin kromoszoma prepardtumokban. Ez a megfigyelés a késdbbi

kutatasokra jelent6s kihatassal van.



B. Ezek az adatok és a korabbi Fanconi anaemids és ataxia teleangiectasids betegekben tett
megfigyelések szerint kifejezetten koros szétvalasi sorrend és a tul korai szétvalds a
kromoszoma instabilitas jeleként értékelendd. Eppen ezért a kromoszoma instabilitds vizsgélatat

indokolt a korai centroméra-szétvalas elemzésével kiegésziteni.

3. A centroméra-szétvalas objektiv vizsgalata

A fénymikroszkép és egy szamitdgépes képelemzdé program segitségével létrehozott egyszeri
képelemzé rendszert ismertetem, mellyel a centromérak szétvalasanak mértékét pontosan és
objektiven meg lehet hatarozni.

Gyakorlati kovetkezmények

A modszer egyszeri, gyors és relative olcsod, feltéve, hogy a képelemz0 rendszer rendelkezésre 4ll.
Segitségével pontosan és objektiven tudjuk vizsgélni a centromérak szétvalasat. Korabbi mintak
retrospektiv vizsgalatat is lehetové teszi, pl. csaladvizsgalatoknal, amikor a centromérak anomaliait,

mint a kromoszoma instabilitas egyik jelét keressiik.

4. Kromoszoma torékenység és a korai centroméra-szétvalas coeliakiaban

A kromoszoma torékenységet vizsgalva az alkalmazott modszertdl fliggetleniil nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a coeliakids és a kontroll csoportban. A torékenység nem mutatott
Osszefliggést a diétaval, a betegség fennallasanak idétartamadval, az életkorral vagy a nemmel. A
torékenységi tesztek nem igazoltak kromoszéma instabilitast coeliakidban. A néhany betegnél
¢észlelt szokatlanul magas aranyG PCD (8-23%) oka nem tisztazott, de a jelenség tovabbi
vizsgalatokat igényel, kiilondsképpen a glutén enteropathia és a malignitas kapcsolata miatt.

Gyakorlati kovetkezmények

Vizsgalataink Kolacek és mtsai megfigyelését tamasztjak ala, azonban a diéta ideje és a torékenység
kozott 6sszefiiggést mi nem talaltunk. Hasonld 0sszefliggés a diéta és a PCD ko6zott nem zarhato ki,
ugyanakkor adataink evvel kapcsolatosan nem egyértelmiiek. Lehetséges, hogy az instabilitas
kiilonb6z6 jelei eltéréen manifesztaldédnak ugyanazon betegségben, amint ezt Fundia korabban
felvetette.

Az ellentmondasok ellenére nagyon valdszinii, hogy a klasszikus coeliakidhoz nem sziikségszertien
tarsul kromoszéma torékenység. Két évvel késébb az el6bbi feltevésiinket igazoltak Kolacek és
mtsai. Vizsgalatuk szerint coeliakias betegek peripherias vérébdl izolalt lypmhocytaiban a
kromoszéma aberraciok gyakorisaga szignifikansan csokkent gluténmentes étrenden. Allaspontjuk
szerint a genom szintl instabilitds masodlagos jelenség, melyet valosziniileg a kronikus intestinalis

gyulladas idéz eld.



Coeliakias gyermekek tovabbi vizsgdlata sordn 2 lednyt talaltunk, akiknek karyotipusa
45,X/47,XXX volt (Méhes et al. 2007). A coeliakia és a nemi kromoszoémak aberracidjanak
tarsulasa — f6ként az Ullrich-Turner szindroma — korabbi kozleményekbdl jo ismert, azonban ezt a
fajta mozaikossagot még nem publikaltdk korabban coeliakids betegben.

Ezen megfigyeléseknek legalabb két gyakorlati kovetkezménye van:

A. Turner szindromas betegekben a coeliakiat sziirni kell €s a pozitiv esetekben vékonybélbiopszia
javasolt. A fel nem ismert, illetve nem kezelt coeliakidban a malignus lymphomék és egyéb
rosszindulati daganatok kockazata joval magasabb, mint a jol diétazé coeliakiasokban. Ezen
feliil a nem kezelt coeliakia akadalyozza a ndvekedési hormon kezelést Turner szindromaban.

B. Coeliakias betegekben klinikai gyanu esetén cytogenetikai vizsgalat elvégzése javasolt,

kiilonosen alacsony termetii leanyokban.

5. Gastrointestinalis malformatiok, tarsulo rendellenességek és az intrauterin novekedés

vizsgalata ajsziilottekben

A vizsgélataink sordn észlelt gastrointestindlis (GI) fejlédési hibdk megoszldsa megfelelt az
irodalmi adatoknak. Az intrauterin novekedési elmaradds ardnya az éatlag populdci6hoz mérten
jelentGsen magasabb volt GI malformatidk estén. A tarsuld fejlédési hibdk vizsgdlatakor feltiing
volt, hogy a csontrendszeri malformatiok gyakoribbak (45,4%) voltak a sziv (41,2%) és az
urogenitalis (31,9%) rendellenességekhez képest.

Gyakorlati kovetkezmények

A GI malformatiok gyakran tarsulnak dysmaturitassal és a leggyakoribb tarsuld rendellenesség a
csontrendszert érinti. Ez a tarsulds, — melyet korabban nem publikéaltak — tovabbi vizsgdlatokat
igényel. Végezetiil hangstlyozzuk, hogy a GI fejlddési rendellenességek kivizsgalasa soran a sziv
¢€s az urogenitalis traktus vizsgalatat célszeri kiegésziteni a csontok vizsgalataval, hiszen a betegek

csaknem felében ilyen eltéréseket igazoltunk.



OSSZEFOGLALAS

Kordbbi megfigyelések alapjan kijelenthet§, hogy a kromoszéma aberriciok, az
immundeficiencia, a fejlédési rendellenességek, a malignitds, a spontdn vetélés és a novekedési,
érési zavar nemcsak 6ndlloan fordulnak el6, hanem bizonyos esetekben atfedés lehet kozottiik.

Nagy valosziniiséggel nem specifikus genetikai instabilitas allhat a hattérben és annak
kiilonb6z6 klinikai megnyilvanulasai a korabban emlitettek. Ezt a hypothesist nemcsak a korabbi
hivatkozasokban emlitett kozlemények, hanem jelen tézis megfigyelései és eredményei is
tamogatjak.

Az alabbi témakorok atfedéseinek vizsgalatdhoz jarult hozza jelen értekezés:

A. Kromoszoma aberraciok és immundeficiencia,

B. Kromoszéma aberraciok és coeliakia (autoimmun betegség),

C. Fejlodési rendellenességek €s az intrauterin novekedési elmaradas.

A malignitds és a malformatidk atfedésének vizsgélataval kapcsolatosan egy, a tézisben nem
részletezett munkankra hivatkozunk (Hadzsiev et al. 2006). Prospektiv, szisztematikus vizsgalatunk
soran a fejlédési rendellenességben szenvedd gyermekekben és csalddtagjaikban a malignus
megbetegedések gyakorisagat vizsgalva szignifikansabb tobb malignus betegségre deriilt fény a
fejlédési rendellenességben szenvedd gyermekek nagysziileiben a kontroll csoporthoz képest, ami a
malignus megbetegedések magasabb rizikdjat veti fel idGsebb életkorban.

A centromérak sejtosztddasban betoltott szerepének széleskori vizsgalata ellenére nagyon
keveset tudunk a centroméra-szétvalas szabalyozasarol. A szétvalasi sorrendet iranyitd folyamatok
szinte teljesen ismeretlenek szamunkra. Ennek tovabbi vizsgdlata kozelebb vihet ahhoz, hogy
megértsiik ezt a folyamatot.

Végezetiil fontosnak tartom megjegyezni, hogy a tézisben érintett kisérletes és klinikai
vizsgalatok azt mutatjak, hogy nehéz és izgalmas kérdések is vizsgalhatdak egyszerd modszerekkel,

melyek eredménye tovabbi kutatidsok alapjaul szolgélhat.

Irodalomjegyz€k és kdszonetnyilvéanitas az angol nyelvi részben.



