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1. BEVEZETES

A kronikus myeloid leukémia (CML) a csontvel6i éssejtek daganatos megbetegedése, amely a
fehérvérsejtek tulzott képzéséhez vezet. A betegség oka egy reciprok transzlokécié okozta
fuzids gén, a BCR-ABL1. A 9-es és 22-es kromoszoma kozotti reciprok transzlokacié a
Philadelphia kromoszoma kialakulasaért felelds, amely kromoszéman az egymas mellé kertilt
BCR és ABL1 génekbdl keletkezik a BCR-ABLI fuziés gén. Ez a gén termeli a BCR-ABL1
fehérjét, egy tirozinkindznak nevezett fehérjetipust, amely felelds a CML sejtek novekedéséért
¢és osztodasaért. A felnodtt leukémias esetek mintegy 15-20%-at teszi a CML. Ez volt az elsd
olyan emberi daganattipus, amelynél kimutattak és bebizonyitottak, hogy egy n. visszatérd

genetikai rendellenesség okozza.

A kronikus myeloid leukémia kordbban haldlos betegségnek szamitott, azonban mara mar
konnyen kezelhetd daganatos betegségnek konyvelhetd el; a betegek nagy része az egészséges
populacidéval megegyezd tilélésre szamithat. A megismert genetikai hattér, a tirozinkinaz-
gatld (tovabbiakban: TKI: tirozinkindz inhibitor) kezelés a diagn6zisban, monitorozasban és
kezelésben is hatalmas fejlodést hozott az elmult 1-2 évtizedben, ami az onkologian beliil a
személyre szabott célzott kezelés sikerének kiemelkedd példaja. A betegség monitorozasa soran
a valos idejii PCR-vizsgalat eredménye kdzvetlen hatassal van a kezelési stratégiara. Ezéltal a
BCR-ABL1 mennyiségi meghatarozasa onkohematologiai diagnosztikai laboratoriumban
torténik un. real-time PCR-rel, amit periférias vérbol vagy csontveldbdl torténd RNS izolalas,

majd reverz transzkripcidval cDNS atiras el6z meg.



2. A MUNKA CELJA (CELKITUZES)

Szakdolgozatom célkitlizése a kronikus myeloid leukémiaban szenved6 betegek BCR-ABL1
fzids transzkriptum diagnosztikdja, nyomon kovetése és eredményeinek kiértékelése a betegek
harom havi kontroll méréseinek alapjan. Osszesen 132 beteg mintajat fogom vizsgilni. A
laboratoriumi munka elsé 1épéseként a beérkezd vér és csontveld mintakbol RNS izolalas,
aminek meg kell hatarozni NanoDrop miiszer segitségével a koncentraciojat €s tisztasagat. Ezt
kovetden reverz transzkripcidval a mar izolalt és kvantifikalt RNS-r6l ¢cDNS atirasa fog
torténni. Végiil valos ideji PCR-rel az ABL1 és BCR-ABLI1 fuzidos gén mennyiségének
meghatdrozasa a célom, majd ezeknek az értékeknek a segitségével az expresszios szintjének
meghatarozasa, amit az adatok statisztikai kiértékelésével fogok végezni. Tovabba, 5 beteg
visszamendleges mért adatain a betegség nyomon kovetése is @ munka egyik céljat képezi. A
visszamendlegesen elkért adatokbol latni lehetet, hogy a diagnoziskor felallitott leletet
mennyire befolyasolja az esetleges gyogyszerszedés, illetve hogyan valtozik a beteg mért BCR-
ABL1 szintje.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Kronikus myeloid leukémia (CML)

Egy egészséges, vérképzdszervi megbetegedéssel nem szenvedd emberben a csontveld
Ossejteket képez, amik késébb myleoid vagy lymphoid sejtekké érnek. A myleoid Ossejt az érés
utdn vagy vorosvértestekké alakul, vagy vérlemezkékké, vagy fehérvérsejtekké. A voros
vértestek az oxigénszallitasért feleldsek, a vérlemezkék a véralvadék képzéséért, mig a

fehérvérsejt a fert6z6 megbetegedésektdl, illetve az idegen anyagoktol védi a szervezetet.

A kronikus myeloid leukémia (tovabbiakban: CML) a csontveld egyes vérképzd sejtjeibol
kiindulé dagantos megbetegedés (The American Cancer Society medical and editorial content
team/a, 2018).

A CML-ben szenvedd betegek esetén til sok granulocyta (a leggyakoribb fehérvérsejt)
képzodik, amelyeknek az érése sem megfeleld, igy az eredeti, egészséges allapotaban 1évo
feladatanak ellatdsara sem alkalmas. Ezek a sejtek a leukémias sejtek (1.4bra), amelyek gyors
osztodasuk kovetkeztében felhalmozodnak a csontveldben és vérben, igy szoritva ki onnan az
egészséges sejteket.

A CML elnevezés a betegség legfontosabb tulajdonsagait emeli ki: Chronic (kronikus), mivel
a betegség kezdetén lassan halado, elhizodo betegség. Myeloid, mivel a myeloid sejteket érinti
ez a betegség. Végezetiil Leukemia (leukémia), mert a fehérvérsejtek felszaporodasaval jar ez

a betegség (MTA-SE Lendiilet Kutatocsoport, 2019).

1.4bra: Kronikus Myeloid Leukémia morfologiai képe. Internet 1



3.1.1. A CML kialakulasa és tiinetei

A betegség kialakulasaért egy genetikai eltérés (lasd késobb) felel, aminek az okéat nem tudni.
Az viszont ismert, hogy nagy dozist radioaktiv sugarzas esetén megné a CML kialakulasanak
az esélye. Legtobbszor rutin vérvétel soran ismerik fel a betegséget, azonban vannak bizonyos
tiinetei:  gyengeség, faradtsdg, ¢jszakai izzadas, fogyas, laz, csontfajdalom,
Iépmegnagyobbodas, hasi telitettség érzet (kis mennyiségii élelmiszer elfogyasztasa utan is).
A vorosvértestek hianya, illetve a nem megfeleld mikodésii fehérvérsejtek és vérlemezkék
miatt a CML-nek szamos egyéb tiinete is van, példaul vérszegénység a vorosvértestek hianya
miatt, ami okozhatja a gyengeséget, faradtsdgot és légszomjat is. A normal fehérvérsejtek
hianyanak kovetkeztében a fertézések kockazata megnd. A vérlemezkék hianya vérzékenységet
okoz, aminek gyakori és/vagy sulyos orr- és inyvérzés a kovetkezménye. Ezen kiviil az atlagnal
tobbszor (kdnnyebben) szerezhet egy CML-es beteg véralafutast.

Mindezek mellett a kronikus myeloid leukémia leggyakoribb jele az atlagnal magasabb

fehérvérsejtszam (The American Cancer Society medical and editorial content team/b, 2018).

1960-ban Nowell ¢és Hungerford, amerikai kutatok CML-es betegek vérmintajanak
vizsgalatakor észrevették, hogy a 22-es kromoszéma kisebb a megszokottnal. Ezt az abnormalis
kromoszémat Philadelphia-kromoszémanak nevezték el.

1960-ban Peter C. Nowell bebizonyitotta, hogy genetikai oka lehet a CML kialakulasanak.
Peter Nowell, a Pennszilvdniai Egyetem Orvostudoméanyi Karanak oktatdja David
Hungerforddal, egy doktorandusz hallgatoval leirtak egy szokatlan kromoszomat, amely jelen
van a CML-es betegek fehérvérsejtjeiben. Ezt Philadelphia-kromoszomanak nevezték el, a
varosrol, ahol felfedezték.

Ez a rendellenesség nem taldlhatd meg a normal leukocitdkban (fehérvérsejtekben), de jelen
van a CML-es betegek rosszindulatl sejtjeiben. Bar korabbi tanulmanyokban mar kimutattak
kromoszoma rendellenességeket emberi daganatokban, az els6 dokumentalt, betegséget
definialo patognomikus (korjelzd) eltérés a Philadelphia-kromoszdma volt. Ez a felfedezés arra
késztette Nowellt, hogy egy tedriat fogalmazzon meg arrdl, hogy ez a genetikai valtozas
valamely modon novekedési elényt nyujt az abnormalis sejteknek.

Nowell altal leirt Philadelphia-kromoszoma uj fejezetet kezdett a rakkutatdsban és az alapjat
jelentette a késébb kidolgozott személyre szabott medicina koncepcidjanak (Koretzky, 2007).
A Philadelphia-kromoszoma kezdeti kapcsolata a rakkal tobb kérdést vetett fel. A legfontosabb
kérdések; A Philadelphia-kromoszoma a CML oka vagy kovetkezménye? Mi volt a

kromoszoma rendellenesség, ami a betegséghez vezetett? Ha az abnormalis géntermék okozoja
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volt, akkor ennek tudatdban lehetséges-e 01 terapias beavatkozas? A CML-hez tartoz6 genetikai
valtozékonysag altalanosithatdé masfajta daganatokra is?

1972-ben a Philadelphia-kromoszoma kialakulasat Janet Rowley amerikai kutatoorvos tarta fel.
A 22-es kromoszodmarol hianyzo rész athelyezodott a 9-es kromoszomara (ezzel leirta az elsé
kromoszoma-atrendezddés jelenségét, a transzlokaciot).

Késdbb, a genetika fejlodésével kideriilt, hogy a 9;22-es transzlokacid bioldgiai jelentdségét az
adja, hogy az atrendezO0dés hatasara az eredetileg a 9-es kromoszoman talalhatd ABL1-gén és
a 22-es kromoszoman talalhato BCR-gén egymas mellé rendezddik, igy a két génbdl egy f1zi0s,

ugynevezett kiméra gén keletkezik. (Sherbenou és Druker, 2007).

Az elmult években a tudomany fejlodésének koszonhetden valaszt kaptunk a fent emlitett
kérdések tobbségére. A citogenetikai technikak fejlddésével vizualizalni tudtak a Nowell és
Hungerford altal felfedezett kromoszomat, amit a 9 és 22-es karjai kozotti reciprok
transzlokacio okozott (2.abra). Kideriilt az is, hogy a BCR-ABLL1 fuzids fehérje valoban felelds
a betegség kialakulasaért, és a koros fehérje tervezett célzott gyogyszerrel lehetséges a betegség
sikeres kezelésére (Koretzky, 2007). Az ABL1 gén egy tirozinkinaz-fehérjét kodol, amely az
egészséges sejtekben a sejtosztddast és a sejtek ndvekedését serkenti. A BCR-ABL1 fizios gén

terméke egy olyan kiméra fehérje, amely hatasara korlatlanul szaporodnak a sejtek.

Médosult 9-es kromoszoma

Normalis
9-es kromoszoma Kromoszoma-atrendezddés
Maédosult
| 22-es kromoszoma
Normalis (Philadelphia
22-es kromoszoma kromoszéma)
g (
>ber-abl

2.abra: A BCR-ABLI fuziés gén kialakulasa. Internet 2



3.1.2. A CML lefolyasa

A CML korlefolyasa harom fazisba sorolhatd, amely szerepet jatszik a kezelésben és
meghatarozza az életkilatasokat. A fazisok a vérben vagy csontvelében 1évé éretlen
fehérvérsejtek (blasztok) mennyiségétdl fiiggenek.

1) Kronikus fazis (CML-CP)

Az els6 fazisban a blasztok szdma altaldban nem éri el a 10%-ot a CML-es betegek vérében
vagy csontveldjében. Ebben a fazisban a tlinetek enyhék, vagy egyaltalan nem jelentkeznek.
Akar évekig is elhtizodhat a kronikus fazis, mely id6 alatt a betegség lassan el6rehalad.

2) Akceleralt fazis (CML-AP)

Ebben a fazisban a betegség felgyorsul, a leukémias sejtek gyors szaporodasnak kezdenek ¢és
megjelennek nagy szamban a periférias vérben, igy mar kiszoritjdk a csontvel6bdl a normalis
vérképzd sejteket. Ennek kovetkeztében megjelennek a klinikai tiinetek: vérzékenység,
véralvadasi zavarok és esetleges fertdzések, illetve rossz étvagy és fogyés.

3) Blasztos fazis/krizis (CML-BP)

Megjelennek az akut leukémia tiinetei (a véraramba keriilve a koros sejtek mas szoveteket is
elérnek, pl. tiidét, majat, 1épet, nyirokszoveteket-és sejteket, izmokat, foginyt, esetleg agyat,
illetve herét), nagyon sok éretlen sejt lepi el a csontveldt és a periférias vért. A csontveldi
elégtelenség miatt kialakuld vérszegénység, illetve vérzékenység életveszélyes allapotba hozza
a beteget (MTA-SE Lendiilet Kutatocsoport, 2019). Az alabb ismertetésre keriil6 0j terapias
lehetdségeknek koszonhetden azonban ma mar nagyon ritka az akceleralt és blasztos fazis

kialakulasa.

3.1.3. A CML Kkezelése: egy korabban halilos betegségbdl egy kivaloan kontrollalhaté
betegségig

Korabban a CML egy sulyos betegség volt korlatozott kezelési lehetdségekkel, amelyek
legtobbszor sikertelenek voltak. A betegséget csupan kemoterapiaval, citotoxikus
gyogyszerekkel és interferon (ami az immunrendszer sejtjei altal termelt természetes fehérje,
amely termelddését virusok, parazitak, illetve daganatsejtek is kivalthatjak) kezeléssel lehetett
visszaszoritani ideig-oraig. Azonban ezek a kezelések nem jartak nagy sikerrel, az igazi
gy6gymad a csontveld atiiltetés volt (amit manapsag is alkalmaznak nagyon stlyos esetekben,
igaz nagyon ritkan), ami viszont igen nagy kockézattal jart, és nem is alkalmazhat6 minden

beteg esetében.



2001-ben, tobb mint 20 éve jelent meg az attorést hozd gydgyszer, az imatinib, amely egy
ugynevezett tirozinkinaz-gatl6é (TKI: tyrosine kinase inhibitor). Ahogy mar fentebb emlitettem,
a betegség okozoja egy kromoszoma-atrendez6dés soran kialakulo fuzios gén, a BCR-ABL1,
amely létrehoz egy abnormalisan miikddo, allanddan aktiv fehérjét, a BCR-ABLI1 fuzios
tirozinkinazt, mely a sejtek folyamatos gyarapodasaért és osztodasaért felelés. A TKI
gyogyszerek ezekre az enzimekre fejtik ki hatdsukat. Mivel a tirozinkindz-gétlok elveszik a
leukémias sejtek elényét a normalis sejtekkel szemben, igy azok -ugyan kis szamban-, de jelen
vannak. Ezért a TKI kezelést a paciens életének végéig folytatnia kell (Xin An és munkatarsai,
2010).

Legtobbszor alkalmazott gyogyszerek: imatinib, nilotinib, dasatinib, bosutinib, ponatinib.

A terdpia sikerességét tobb kiilonbozd szinten is lehet vizsgalni. Ha a kezelés hatdsara a CML
tiinetei eltlinnek, az hematologiai valasznak mindsiil. Citogenetikai valasznak nevezziik, ha a
paciens vérében a Philadelphia-kromoszéma mar nem kimutathat6. A harmadik és
legérzékenyebb vizsgalati modszer a molekularis monitorozas, amely soran a BCR-ABL1
fuzios gén mennyiségét hatirozzdk meg a vérben, viszonyitva egy egészséges génhez. A
vizsgalat megadja, hogy milyen ardnyban taldlhatok meg a leukémias sejtek az egészséges

sejtekhez képest (MTA-SE Lendiilet Kutatocsoport, 2019).

Elengedhetetlen a CML-es betegek esetében a preciz, sokszori monitorozas: a tirozinkinaz
inhibitor kezelés kezdetleges, korai fazisaban torténd terapias valaszok alapjan a kezelési

stratégia megvalasztasa.

Abban az esetben, ha a beteg stabil mély molekuldris vélaszban van a TKI terapia
kovetkeztében, abbahagyhatja a gyogyszerek szedését, és megkezdheti a kezelésmentes
remissziot (TFR). Abban az esetben, ha sikertelen a TFR és a BCR-ABL1 fazi6s gén
expresszios szintje megemelkedik a terapia leallta utan, Gjra el lehet (ajanlott) kezdeni a
gyogyszerek szedését.

A mai gyogyszerekkel, illetve kezelésekkel a kronikus myeloid leukémiaban szenvedd betegek

¢lettartama megegyezik az atlag populacidéval.

3.2. Molekularis monitorozas
A CML-re jellemz6é BCR-ABLI fzio6 (9-es és 22-es kromoszomanak reciprok transzlokacidja)
altal kialakult Philadelphia-kromoszoéma csontveldi mintabol torténd kimutatasnak

kromoszdma-vizsgalattal csak a diagnozis felallitdsakor van jelentdsége.



A 22-es kromoszéman 1évé BCR gén toréspontjanak helye szerint a reciprok transzlokacio
tobbféle lehet, vagyis tobbféle BCR-ABLI1 fuzids gén kialakulasat jelenti.

A leggyakoribb, amikor a BCR gén 13-as vagy 14-es exonja ¢s az ABL1 gén a2-es exonja
kozott torténik meg a fuzio. Az igy kialakult gének az ,,e13a2” és az ,,e14a2”, ezek a major
toréspontok. Ritkabban fordul eld (az esetek mintegy 5%-aban) az ugynevezett minor téréspont,
ami az ,,e19a2” fuzid, amely egy nagyobb BCR-ABL1 fuziés transzkriptum kialakuldsdhoz
vezet. Ennél is ritkabb az ,,ela2” fuzi6, a mikro téréspont.

A major toréspontok kialakulasanal kedvezdbbek a kilatasok, mind az ,,e13a2” és ,,ec14a2”
gének esetében. Sajnos a minor és mikro toréspontok nehézséget okozhatnak a betegség
monitorozasaban (Semmelweis Kiadd, Kiss és munkatarsai 2021).

A BCR-ABLI gének termékét valos idejiit PCR-rel lehet szamszeriisiteni és vizsgalni. A fizios
transzkriptumok mennyiségét egy kontroll génhez, illetve annak mennyiségéhez viszonyitjuk.
Ehhez a kontroll génhez viszonyitva a BCR-ABLI szint a kezelés elején altalaban 100% kortili
értéket vesz fel. Harom nagysagrendnyi csokkenést (0,1%) major molekuldris valasznak
(MMR), négy nagysagrendnyi csokkenést (0,01%) MR4.0-nak, mig 4,5 nagysagrendnyi
csokkenést (0,0032%) MR4.5-nek, végezetill az 5 nagysdgrendnyi csokkenést (0,001%)
MR5.0-nak neveziink (3.abra) (Kiss és munkatarsai, 2017).

BCA-ABLI) requction in | Reduction in BCR-ABL1

(%) | gcr-aBL1
100
10 1 1:10 > Approximates
MCyR
. Approximates
1 2 [1:100 =3 / pagh \

0.1 3 1:1,000 MMR

2
0.01 4 1:10,000 > / ¢y \- ______
0.0032 45 [1:32000 > / T \

Deep

0.001 5 1:100,000 > / MRS molecular

response
0.0001 6  [1:1,000,000) MRS (with currently available technology,
this level of response cannot be assessed)

!I

Level of response

© 2013 American Association for Cancer Research
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3.abra: Molekularis valaszok a BCR-ABLI1 fziés gén mennyiségének. Internet 3



Ha a PCR vizsgalat eredménye egy minta esetében negativ, akkor még csak a PCR vizsgalat
érzékenysége melletti negativitasrol beszélhetlink. Ezért a negativ vizsgalati eredmények
esetében a kontroll gén kdpiaszama alapjan tudunk tajékozdodni és informaciot szerezni az adott
mérés érzékenységérol. Emiatt az eltérd szintli molekularis valaszok (MR4.0, MR4.5, MR5.0)
pontos meghatidrozdsahoz sziikség van az adott mintaban meghatarozott kontroll gén
kopiaszamara.

Ilyenkor sziikség van tovabbi szamitasok elvégzésére, amelyhez a kovetkezd képletet

mennyiségi BCR—ABL1 "

alkalmazzuk: 100 .

koépiaszam

Erre a képletre akkor is sziikségiink lehet, mikor a PCR eredményeket értékeljiik ki.

3.2.1. Citogenetika

A citogenetikai vizsgalatok célja a sejtek kromoszoma készletének a vizsgalata annak
érdekében, hogy kromoszoma rendellenességeket és szerkezeti eltéréseket hatarozzunk meg.
Valamennyi CML-es beteg leukémias sejtjei tartalmazzak a Philadelphia-kromoszomat, és
ennek megtalalasa a vizsgalat célja.

A citogenetikai tesztelést sok esetben alkalmazzak; szolid tumor, hematologiai daganatok és
velesziiletett betegségek feltarasara. Hasznos lehet a daganatok diagnosztizalasaban, a
megfeleld terapia kivalasztasaban és prognosztikai besorolasban.

A Kkariotipizalas (a kromoszomak alaki és szambeli eltéréseit mutatja meg, 4.abra) az egyik
leggyakrabban alkalmazott modszer a strukturalis és numerikus rendellenességek kimutatasara

(Ozkan és Lacerda, 2022).
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4.4abra: Kariotipizalas. Internet 4

3.2.2. FISH

Ezzel a moddszerrel az RNS vagy DNS specifikus szakaszait fluoreszcens festékkel jelolt
probakkal lehet vizsgéalni. Ha egyes kromoszoémakra specifikus probakat kiilonbozd szinli
festékekkel jeloljiik, akkor a fénymikroszkopban meg lehet kiillonboztetni egymastdl az eltérd
szerkezetii kromoszomakat (The American Cancer Society medical and editorial content team,
2018).

A FISH (Fluoreszcens In Situ Hibridizacio) a szovetek/sejtek elemzésére alkalmas modszer.
A CML esetében a FISH-t a BCR-ABLI1 gén specifikus darabjainak keresésére alkalmazzak.
Eldnye, hogy nem sziikséges hozza DNS izoléalas, mert kozvetlen a szovetekben, sejtekben
mutatja ki az esetleges genetikai eltéréseket. Formalinban fixalt paraffinba agyazott mintak
metszetén IS elvégezhetd a FISH vizsgélat.

Elsé lépéskeént fixalas €s permeabilizalas sziikséges a sejt atjarhatdosaga érdekében. A
targylemezen valo rogziilést kovetden hozzaadjuk a prébat, ami fluoreszcensen van jeldlve,
majd a nem kotott probak eltavolitdsa, mosasa kovetkezik. Végiil a hibridizacié kimutatsa

fluoreszcens mikroszkdppal, amit az 5.4bra mutat.
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5.abra: A BCR-ABL1 Fluoreszcens In Situ Hibridizacioja, nagyitott kép. Internet 5

3.3.Real-time PCR

A real-time PCR a gének azonositasara és kvantifikalasara szolgal (ebben az esetben a BCR-
ABL1 gén azonositisara ¢és a fuzios transzkriptum kvantifikaldsara). Elénye, hogy
kismennyiségli gént (BCR-ABL1-et) is képes kimutatni abban az esetben is, ha a citogenetikai
vizsgalat nem volt eredményes (The American Cancer Society medical and editorial content
team, 2018).

A PCR a DNS egy meghatarozott részletét megsokszorozza, amplifikalja (felerdsiti), igy

detektalhatova teszi.

A PCR reakciohoz tobb komponensre is sziikség van (Racz és munkatarsai, 2019).

. Primerek a sikeres amplifikalandé DNS szakasz kivalasztasahoz sziikségesek. Altalidban
18-25 bazisparnyi hosszlsaguak, és a primer par tapadasi helye jeloli ki a terméket. A primer
komplementer az amplifikdlandé DNS szakasz elejével és végével.

. Sziikség van egy templat DNS-re, amit a reakcié kimenetele szerint valasztunk ki
genomi DNS, illetve ¢cDNS (komplementer DNS, ami az amplifikalandd6 DNS-szekvenciat
tartalmazza) koziill. A genomi DNS mutaciok ¢és kiilonféle mikroorganizmusok jelenlétének

kimutatasara, valamint igazsagiigyi vizsgalatokhoz (pl. DNS ujjlenyomat) alkalmazhat6. A
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cDNS adott gén kifejezddésének vizsgalatanal a génrdl atirddott mRNS mennyiségének
meghatarozasat teszi lehetdvé.

o Sziikségesek a ANTP-k (dezoxi-ribonukleotid-trifoszfat) hasznalata, mivel ezeket fogja
a polimeraz épitdkdvekként felhasznalni, és ezek beépitésével meghosszabbitja a
bekapcsolddott primerek utan kovetkezd szekvenciat, amit szintetizal (->monomerek a DNS
szintézishez).

J DNS-polimeraz enzim hasznalata is elengedhetetlen az 0j szal szintéziséhez, azonban a
PCR reakcio egyik 1épésénél 95 °C-on kell denaturdlni, ezért a Taq polimerdz enzimet
hasznaljak legtobbszor, mivel ez az enzim képes akar a 100 °C-ot is tulélni.

J Kiilonb6z6 pufferek, amely pl. a DNS-polimeraz mikddéséhez sziikséges megfeleld
pH-t és ionerdsséget biztositja.

o Mg?* ion elengedhetetlen kofaktora az enzimnek

A PCR reakcid PCR késziilékben torténik, egy programozhat6 termosztatban.

Elddenaturacio:

1. 95 °C-on, 10 percig tart6 szakasz, ahol minden duplaszala DNS legalabb egyszer
egyszalusitva lesz.

Denaturacio: A duplaszala templat DNS szalait hddenaturdcioval elvalasztjuk egymastol.

2. 95 °C-ra felmelegitjiik az elegyet, ami elegendd ahhoz, hogy a DNS két szalat 6sszek6td
hidrogén-hidak felszakadjanak, és igy kialakuljon az egyszalit DNS (ssSDNS). Ez a
szakasz 15 masodpercig tart.

Anelléaldas: A homeérseéklet csokkenés lehetové teszi a primerek templat DNS-hez vald
kapcsolodasat.

3. (60 °C): A ,sense” és ,antisense” primerek baziskomplementaritas elve alapjan
kapcsolodnak az egyszali DNS-molekula megfeleld szakaszaihoz. 1 percig tart ez a
1épés.

Extenzio/Amplifikacié (Lénchosszabbitas): A polimerdz enzim az egyszaluva denaturdlt
templathoz kapcsolodo primerek végeit meghosszabbitja, és ekdzben elkésziti a templat DNS
kiegészito szalat.

4. (72 °C): A DNS-polimeraz enzim a templat DNS-nek megfelelden, a primer templat
kettds szakaszatdl kiindulva, 5°-3” irdnyban elvégzi a lanchosszabbitast, tehat ij DNS

szakaszt szintetizal.

12



Végso lanchosszabbitas:

5. (72 °C): Ez a 1épés biztositja, hogy minden megkezdett lancszintézis befejez6djon,
altalaban 5 percig tart ez a szakasz.
Hiutés:

6. 10 °C-on tartja a keletkezett amplikonokat.

A 2-4 szakasz 25-40 ciklusokban ismétlodik, ami a vizsgalni kivant DNS-szakasz exponencialis

crer

A TagMan-alapu valés idejii mennyiségi polimeraz lancreakci6 (Q-PCR) alapja:

A TagMan-proba egy olyan specialis oligonukleotid, amely az altalunk vizsgalt génszakasz két
primer-felismeré helye kozotti szakaszon beliili régioval komplementer (amely kb. 25-30
bazisparnyi hosszisagl). A proba 5° vége fluoreszcens festékkel (reporter, R), a 3° vége a
fluoreszcens jel elnyelésére képes, igynevezett quencher (Q) molekulaval jelolt, amit a 6. abra
mutat. A préba inakt allapotdban a Q molekula kioltja az R molekula &ltal kibocsatott
fluoreszcens jelet. A reakci6 elérehaladtaval a komplementer DNS szalakat a DNS-polimeraz
felépiti, mikdzben a 5°-3” exonukleaz aktivitasaval elhasitja a TagMan probat. Ezaltal a kotott
allapotbol az R molekula eltavolodik a Q molekulatol, tovabba felszabadul az altala kibocsatott
fluoreszcens jel a Q molekula gatlasa alol (Kirdly és munkatarsai, 2015).

A folyamatosan emelkedd fluoreszcens jel intenzitisa aranyos a vizsgalt génszakasz kiindulési
mennyiségével, végsdsoron az adott génexpresszidé mértékével. A valos idejii mennyiségi
polimeraz lancreakcid (Q-PCR) vizsgalatok esetében a PCR termék ciklusonkénti, valos idében
tortend detektalasa torténik. A vizsgalt gén expresszidjat egy kontroll génexpressziohoz

viszonyitjuk (Kiraly és munkatarsai, 2016).
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4., ANYAGOK ES MODSZEREK

132 beteg mintajan végeztem reverz transzkripciot és real-time PCR-t a Molekularis
Onkohematologia Laboratoriumban (Semmelweis Egyetem, Patologiai és Kisérleti Rakkutatod
Intézet). A beérkezd mintdk periférids vér vagy csontveldi mintdk voltak, amelyekbdl a
munkafolyamatot az alabbi (4.1., 4.2., 4.3. alfejezetek) részletes protokollok alapjan végeztem

el

4.1. RNS Izolalas vérbol, csontvel6bol

A vér- és csontveld mintdk EDTA csovekben érkeznek. Ezeket regisztralni kell az ugynevezett
PatFlow-ban, ami egy bels6é informatikai rendszer a patologiai dolgozok részére. Itt tartjak
nyilvan a pacienseket, a hozzajuk tartoz6 adatokat, ezen keresztiil allitjak ki a leleteket és itt
kell regisztralni a beérkezé mintat, hogy milyen fajta vizsgalatot végeznek beldle.

A mintakat RNS vagy DNS szammal lattuk el a PatFlow segitségével, és innent6l kezdve az
RNS szdm az adott minta azonositéja, mivel RNS izolalas a munkafolyamat elsd 1épése. A
mintakat RNS szammal lattuk el, és beirtuk az RNS fiizetbe. Maximum 15 ml periférias vért
(vagy csontvel6t) egy RNS szammal ellatott, 50 ml-s Falcon cs6be ontiink. Hemolizaloval 45-
50 ml-ig felontjiik, 6sszekeverjik. Minimum 10, maximum 120 percig a hiitében inkubaljuk,
tobbszori forgatas mellett. A centrifugat a centrifugalas el6tt bekapcsoljuk és beallitjuk 4 °C-
ra. Ha lehilt, 1800 rpm-en 10 percig (4 °C-on) centrifugaljuk. A centrifuga lejarta utan a
feliiluszot leontjiik, a sejtilledékre autoklavozott 1x PBS-t ontiink (kb. 5 ml-t), 6sszeforgatjuk
Ovatosan, hogy a pellett ne j6jjon fel, majd ledntjik a PBS-t. 15 ml-ig felontjik PBS-el,
Osszerazzuk, hogy az aljarol feljojjon a pellet, majd centrifugaljuk 1800 rpm-en, 5 percig, 4 °C-
on. A centrifuga utan leontjiik a feliiluszot, leszivjuk a maradékot pipettaval. 1ml Trizol
reagenssel felszuszpendaljuk a pelletet, legalabb 25-szor fel-le pipettazzuk, mig egy teljesen
viszkozus elegyet nem kapunk. A homogenizatumot 1,5 ml-es Eppendorf csében taroljuk a
feldolgozasig -20 °C-on. A mintakat 10 percig szobahémérsékleten felolvasztjuk
(nukleoproteinek bomlasa céljabol). Termomixerbe helyezziik a mintakat 37 °C-ra 10 percig,
1400 rpm-en. Ezalatt 2-4 alkalommal vortexeljik a mintakat. Hozzajuk adunk 200 pl
kloroformot, majd vortexeliink 15 masodpercig. Centrifugalunk 10 percig 8 °C-on, 10.600 rpm-
en. A centrifuga lejarta utan leszivjuk a felsd vizes fazist (amely az RNS-t tartalmazza), és egy

uj, steril, 1,5 ml-es Eppendorf-csébe transzferaljuk oket.

Az RNS kicsapasahoz 500 ul hideg, 100%-os etanolt hasznalunk. Ezt kovetéen roviden
vortexeliink, majd inkubaljuk a mintakat -20 °C-on 30-60 percig, majd centrifugaljuk 10 percig,
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10.600 rpm-en. Az RNS fehér pellett forméjaban valik lathatova a csd aljan. Ledntjik a
feliiluszot. Egyszer atmossuk a pelletet 1ml 75%-os etanollal. Vortexeljiik a mintdkat, majd
centrifugdljuk 8400 rpm-en. Leontjiik a feliiluszot, a csé aljan marado folyadékot pipettaval
tavolitjuk el (iigyelve arra, hogy a pelletet ne szivjuk fel). Az izoldlas végén rdviden
megszaritjuk a pelletet termomixerben 37 °C-on 2-5 percig. (Fontos, hogy a pellet ne szadradjon
meg teljesen, mert az csokkenti az oldhatosagat.) Azonnal feloldjuk az RNS-t 10-20-30-40-50

ul (a pellet méretétdl fiiggden) autoklavozott, membransziirt vizben.
Az izolalashoz sziikséges oldatok elkészitése/tartalma:

a) 1x PBS oldat: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPOg4, 0,24 g KH2PO4 > feloldjuk 800
ml MilliPore vizben, HCI segitségével beallitjuk a pH-t 7,4-re. 1000 ml-ig felontjik vizzel,
majd sterilizaljuk.

b) 10x Hemolizal6 oldat: 82,91 g NH4Cl, 7,91 g NHsHCO3, 2 ml 0,5M EDTA, pH=7,4.
Magneses keverdvel elkészitjikk az oldatot, majd 1000 ml-ig felontjiik Milli-Q vizzel, igy lesz
10x toménységii. 1x hemolizalé oldathoz kimériink 100 ml 10x-es oldatot, és felontjiik 1000

ml-ig.

4.2. Reverz transzKkripcio

A reverz transzkripci6 soran RNS-r6l irunk at cDNS-t, ami a PCR-reakciohoz sziikséges.

A reakciohoz sziikséges komponensek 0sszemérése az 1. tablazat alapjan torténik:

1. tablazat: Reverz Transzkripcio osszeméro tablazat

Komponens Mennyiség/cso [ul]
Reverz Transzkriptaz Puffer (10x) (50U/ul) 5
dNTP mix (25x) (100uM) 2
Random primerek (10x) 5
MultiScribe Reverz Transzkriptaz 2,5
RNaz mentes viz 10,5
Végtérfogat 25

A reverz transzkripcidhoz a kivalasztott mintdk RNS szdmat felvissziik a reverz transzkripcios

sablonban 1év6 Excel tablazatba.
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Eldszor a tablazatban meg kell adni a mintak RNS szamat, a mérés tipusat (Biopsz. cimszo
alatt) > BCR_ABL, illetve a lemért RNS koncentraciot ug/ul-ben. Kiszamoljuk a megadott
koncentraci6 alapjan az RNS és RNaz mentes viz mennyiségét. Az atirds végtérfogata 50 pl.
25 ul RNS és viz, 25 pl Reverz Transzkriptaz mix. A bemérendé RNS-t tgy szamoljuk Ki,
hogy az RNS izoléalas utan mért (RNS) koncentracio a kiindulési értékiink. Ezeket kell egy
egységes koncentraciora higitani, hogy mindegyik mintaba ugyanannyi RNS keriiljon. Ez lesz
1000-¢el kell elosztani. Ezzel az RNS koncentracioval dolgozunk tovabb. Az 5-6t elosztjuk az
RNS koncentréacioval, igy kapjuk meg a bemérendé RNS mennyiségét. Ezt a mennyiséget ki
kell vonni 25-bél, és a maradékot vizzel potolni. Egy példan bemutatva: ha a lemért RNS
koncentracio 320 ng/ul, akkor atvaltjuk pg/ul-re: 320/1000=0,320 ug/ul. 5/0,320=15,63 ul. Ha
tehat 15,63 ul RNS kell, akkor 25-15,63=9,37 ul vizet kell bemérni. Ezzel a higitassal egységes
koncentracioban lesznek (5 pg/pl). Ha tl hig az RNS, és tobbet kéne bemérni, mint 25 pl,
akkor is csak a maximum térfogatot, 25 pl-t kell bemérni az RNS-bél, és ekkor nem adunk

hozza vizet.

Bemérés (5 pg RNS): a megadott koncentraciot (ug/ul) 5-el elosztjuk. Bemérés (RNaz mentes
viz): 25-(5 ug RNS), mivel a reakciotérfogat 50 ul, amibdl 25 ul a Reverz Transzkriptaz mix,
¢s 25 ul az RNS illetve RNaz mentes viz egylittese. A tablazatot kitoltjliik az 6sszes mintakra,
majd megadjuk a mintaszamot. A mintaszam alapjan felszorozzuk, hogy a Reverz
Transzkriptaz mixhez 6sszesen mennyi kell a kiilonb6z6 komponensekbdl, illetve 2,5-szeres
rahagyast szamolunk. Az igy kapott ,,plate-térkép” alapjan a pre-PCR fiilkében 6sszemérjiik a
Revezr Transzkriptaz mixet és a vizeket. A pre-PCR fiilkét a munka megkezdése elott 5 percig
UV-fénnyel sterilizaljuk, benne az RNaz-mentes vizzel. Az UV-s sterilezés ideje alatt a -20 °C-
on tarolt RNS mintakat kivessziik a mélyh{itébdl, és mintaszam alapjan kivalogatjuk azokat,
amelyek kellenek nekiink. Egy hiithetd taroloba helyezziik az Eppendorf csovekben 1évo RNS
mintakat. Az 5 perc UV-fényes sterilizalas utan a fagyasztoban tarolt, Reverz Transzkriptaz
mixhez sziikséges komponenseket kivessziik, szobahdmérsékleten hagyjuk felolvadni Oket,
majd vortexelés utdn a megfeleld mennyiségeket egy Eppendorf csdbe mérjiik, majd

vortexeljiik és centrifugaljuk.

A mintdkhoz PCR-csoveket hasznalunk, amit el6szor feliratozunk a mintaszdmnak megfeleld,
5 szamjegyli RNS szadm utolsé 3 szamjegyével. A tablazat (,,plate-térkép”) alapjan kimérjiik a
megfeleld6 mennyiségli vizeket az adott mintdkhoz, majd az Gsszes csébe 25 upl Reverz

Transzkriptdz mixet mériink. Egy hordozoba (ami nem a pre-PCR fiilkébe vald) tessziik a
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kimért mixet és RNaz mentes vizet tartalmazé PCR-csoveket, majd a post-PCR fiilkében
dolgozunk tovabb (amit a munka megkezdése eldtt szintén 5 percig UV fénnyel sterilizalunk).
A ,plate-térkép” alapjan a megfeleld sorszdmu PCR-csovekbe mérjiik a megfeleld sorszamu és
megfeleld mennyiségli RNS mintdkat. (Az RNS mintakat a konnyli roncsolhatosdga miatt nem
vortexeljiik, csak ,,felpockoljik™, amit szobahdmérsékleten hagyunk kiolvadni, majd az RNS

bemérését kdvetden visszatessziik a hiithetd taroloba.)

Az 6sszemérést kovetden egy PCR késziiléken (Applied Biosystems cég késziiléke) beallitjuk

a reverz transzkripciohoz sziikséges paramétereket: 25 °C-on 10 perc, 37 °C-on 120 perc.
Az ABI lejarta utan a tovabbi felhasznalasig a cDNS-eket -20 °C-on taroljuk.

4.3. Real-Time PCR

A Real-Time PCR reakciot egy 96 lyuka plate segitségével végezziik el, amiben van egy
mintabol négy darab; két parhuzamos BCR-ABL major és két parhuzamos ABL bels6 kontroll
minta. Kell egy k562+ kontrollbol is ugyan gy 4 minta, két parhuzamos BCR-ABL major és
két parhuzamos ABL1 bels6 kontroll. Ezen kiviil még két ntc, azaz NoTemplateControll is kell,

egy BCR-ABL1 major-ra, egy pedig az ABL bels6 kontrollhoz.

A mintakhoz el6szor el kell késziteni a BCR-ABL1 major, illetve ABL1 bels6 kontroll oldatot.

Az oldatok Osszemérése a 2. tablazat alapjan torténik.

2. tablazat: BCR-ABL major dsszemérdo tablazat

BCR-ABL major komponensek Mennyiség/csé (ul)
2x TagMan puffer 12,5
Major-BCR (3uM) 2,5

ABL (3uM) 2,5
TagMan BCR-ABL (5uM) 1

Steril viz (RNaz mentes) 1,5
cDNS 5
Végtérfogat 25
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3.tablazat: ABL1 belso kontroll 6sszeméro tablazat

ABL1 bels6 kontroll komponensek Mennyiség/cs6 (ul)
2x TagMan puffer 12,5
ABL-Forward (3uM) 2,5
ABL-Reverz (3uM) 2,5
TagMan ABL (5uM) 1
Steril viz (RNaz mentes) 1,5
cDNS 5
Végtérfogat 25

A Real-Time PCR-hez kivalasztott mintak szamat bevissziik a PCR 6sszemérd sablonba. A
mintaszam alapjan kiszamoljuk a BCR-ABL major, illetve ABL belsé kontrollhoz sziikséges
komponensek mennyiségét, plusz 1-2 mintanyi rahagyast. Ha megvan a ,,plate-térkép”, a pre-
PCR fiilkében elinditunk egy 5 perces UV fénnyel torténd sterilizalast. Mig az UV megy, egy
fagyaszthatd taroloba kivalogatjuk a ¢cDNS mintakat. Az UV lejarta utan a fagyasztobol
eldvessziik a PCR reakcidhoz sziikséges komponenseket (kivéve a TagMan puffert, azt 4
°C-os hiitdben taroljak) és szobahémérsékleten hagyjuk felolvadni. Felolvadas utan vortexeljiik
6ket. A BCR-ABL major és ABL bels6 kontroll mixeket 6sszemérjiik, majd vortexeliink és

centrifugalunk.

20 pl-t bemériink a plate-térképnek megfeleléen a mixekbdl. A post-PCR fiilkében a cDNS-
eket mérjilk a plate-re a plate-térkép szerint. A felmért, kész plate-et atvisszik a PCR

késziilékhez, és beallitjuk a megfelelé paramétereket az inditashoz (7. abra).
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al6s-idejii PCR paraméterei
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A laboratériumi munkam soran 7 db reverz transzkripcio és 6 db PCR reakcid vizsgalatot
végeztem el. Osszesen 132 kiilonbozd beteg mintajan keresztiil mértem a BCR-ABLI1 fuzios

transzkriptum szintet.

5.1. Eredmények kiértékelése

5.1.1. Intercept és Slope értékek

Az Intercept és Slope értéket egy mért BCR-ABL1 és ABL1 plazmidsor alapjan hatarozzak
meg. Az Intercept érték a nem detektalt gének meghatarozasaban segit. Megadja, hogy
hanyadik ciklus utan kell nem detektalhatova nyilvanitani az adott mintat. A Slope érték a
lefutasi meredekséget adja meg. Idonként meg kell ismételni ezeket a méréseket, és az igy
Osszegytlt értékekbodl szamolnak atlagot, ami alapjan megadjak ezt a két értéket, amelyek a 8,
9, 10 és 11-es abrakon lathatoak.

BCR-ABL1 Slope

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43

«u/\v/\v/\ \//\/—\V/\\JA A _\V/\-/\
Ay

Darabszdam

oo
LW www

Mért adat

ww ww
G R R R Nl N N N N R VR TR ISR VR o
POARNUVOORNBROORNOW

Vo Ca
LWL . W

8.abra: BCR-ABL1 Slope mért eredmények (kék), és az atlag érték (narancssarga)

A narancssarga vonal a BCR-ABLL1 Slope atlag értékét jelzi, ami (-3,41).
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BCR-ABL1 Intercept

41
40,5
40
39,5

A A Ay
: VL/ V\/_/\/\/J

37,5
37

36,5
1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43

Darabszam

BCR-ABL Intersept értékek

9.abra: BCR-ABL1 Intercept mért eredmények (kék), és az atlag érték (narancssarga)

A narancssarga vonal itt is a BCR-ABL1 Intercept atlag értékét jelzi, ami 39,29.

ABL1 Slope
-3,2
325 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43
-3,3
-3,35
3,4

-3,45

ABL Slope értékek

-3,5
-3,55

-3,6
Darabszam

10.abra: ABL1 Slope mért eredmények (kék), és az atlag érték (narancssarga)

Az ABL1 Slope atlag értéke: (-3,43)
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ABL1 Intercept
42
41
40
39
38

37

ABL Intersept értékek

36

35
1 3 5 7 9 11 13 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43

Darabszam
11.abra: ABL1 Intercept mért eredmények (kék), és az atlag érték (narancssarga)
Az ABL1 Intercept atlagértéke: 39,26

5.1.2. A real-time PCR eredmények kiértékelése
A PCR reakcié végezte utan a PCR gép (Quant Studio3) egy Excel file-ban adja ki az

eredményeket, amelyet a 12.4bra mutat.

_sample Name [Target Name [ENNGNGHERIN
29727 BCR-ABL 28,410
29727 BCR-ABL 27,838
29727 ABL 23,665
29727 ABL 23835
29656 BCR-ABL 25177
29656 BCR-ABL 25,244
29656 ABL 24,062
29656 ABL 24 333
29738 BCR-ABL 34,453
29738 BCR-ABL 35.142
29738 ABL 30,461
29738 ABL

ABL 23.272
ABL 23.089

ABL 23.742

25,482
25574

12.abra: PCR reakci6 eredményei
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A ,,Sample Name” oszlopban a mintak neve (sorszama) talalhat6, a ,,Target Name” oszlopban

a vizsgalat fajtaja, a ,,CT” oszlopban pedig a mért eredmény.

Az eredmények (pl. 28,410) azt mutatjak, hogy az adott minta hanyadik ciklusban futott fel.
Minél kisebb ez az eredmény, annal aktivabb a fuzids gén a betegben. Ha kései szakaszban fut
fel a minta (pl. 39-40), akkor kevés a keresett BCR-ABL1 fizios transzkriptum, tehat nincs sok
betegséget okozé6 BCR-ABLI1 fuzids gén. Ha a mintaszam mellett ,,Undetermined” olvashat6

(pirossal jelolve), akkor abban a mérésben, a mintaban nem fejezédott ki a BCR-ABL1.

Ezekbdl az adatokbol szamoljuk az eredményeket (13.abra).

¢ Els6 oszlop: mintadk sorszama

e Masodik oszlop: ,,Ct érték BCR-ABL1” a PCR késziilék altal kiadott BCR-ABL1
eredményei (hanyadik ciklusban futott fel a minta)

e Harmadik oszlop: A ,,Mennyiségi BCR-ABL1” oszlopban a BCR-ABL1 mennyiségét

Ct érték BCR—ABL1-BCR—-ABL1Intersept

adja meg a kovetkez6 képlettel: 10 ( % WL 1siope )

Szamszertien a 29643-as minta példajan:
(20,976518309814—39,29775)/(~3,41796))

10 =229 235,8603

(A mestertablaban harom tizedesig vannak feltiintetve az eredmények, de az egyenlet a

pontos érték alapjan szamol)

e Negyedik oszlop: ,,Osszmennyiség BCR-ABL1”: az egy mintédhoz tartoz6 parhuzamos
Mennyiség BCR-ABL1 értékeket adjuk ossze, és szorozzuk meg kettovel.

A 29643-as minta példajan: (229 235,86+270 478,08) * 2 = 999 427,88

e Hetedik oszlop: Az Osszmennyiség ABL1 az egy mintdhoz tartozd parhuzamos
Mennyiségi ABL1 értékeket adjuk dssze, és szorozzuk meg kettovel.

e Nyolcadik oszlop: ,,BCR-ABL1/ABL1 % (Abszoltt kvant.)” az Osszmennyiség BCR-
ABL1-et osztjuk el az Osszmennyiség ABL1 értékkel, igy egy szazalékos értéket kapunk.

A 29643-as minta példajan: 999 427,88/2 079 558,26=0,480596 = 48,0596%
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. L Mennyiség BCR-| Osszmennyiség | . | . Osszmennyiség |BCR-ABL1/ABL1%| BCR-ABL1/ABL1 % (ddCt | BCR-ABL1/ABL1 %-IS
Minta Ct érték BCR-ABL1 Ctérték ABL1| Mennyiség ABL1 % 5 »
ABL1| BCR-ABL1 ABL1 (Abszolut kvant.) modszer) (Abszolut kvant.)

20,977 229 235,86 19,590 535361,17

29643 999 427,88 2079 558,26 48,0596% 42,9634% 27,9226%
20,731 270478,08 19,679 504 417,96
25,087 14 374,95 23,842 30970,55

29646 63 694,73 120071,89 53,0472% 48,1939% 30,8204%
24,798 17472,41 23,937 29 065,40
22,251 97 161,88 22,991 54 788,00

29650 390 337,99 204 047,38 191,2977% 181,1720% 111,1440%
22,238 98 007,12 23,212 47 235,70
24,313 24 219,56 21,794 122 185,67

29694 101 364,56 485 668,06 20,8712% 18,3876% 12,1261%
24,181 26 462,72 21,813 120 648,36
27,662 2536,44 25,874 7930,76

29693 10466,17 15 866,94 65,9621% 1851,6042% 38,3240%
27,571 2696,65 37,781 2,71 R

0,69 22,853 60 094,00

29708 6,96 218 740,89 0,0032% 0,0017% 0,0018%
37,775 2,79 23,149 49 276,44
33,425 52,27 22,665 68 163,21

29717 247,33 273 278,98 0,0905% 0,0676% 0,0526%
32,962 71,40 22,658 68 476,28
35,608 12,01 23,031 53 334,20

29716 64,97 152 428,07 0,0426% 0,0334% 0,0248%
34,816 20,47 24,294 22 879,83
0,65 22,257 89 641,73

29715 4,84 284 020,24 0,0017% 0,0011% 0,0010%
38,448 1,77 23,058 52 368,39
33,474 50,55 24,282 23 062,28

29714 229,92 99 686,05 0,2306% 0,1792% 0,1340%
33,115 64,41 24,059 26 780,74

13.abra: Mester tablazat a BCR-ABLI fuziés gén mennyiségének meghatarozasahoz
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e Kilencedik oszlop: ,,BCR-ABL1/ABL1% (ddCt médszer)” a kovetkezd képlet alapjan

szamolunk:

2"(—(BCR — ABL1 parhuzamos Ct érték atlaga egy mintahoz)
— (ABL1 parhuzamos Ct érték atlaga egy mintahoz)

A 29643-as minta példé_]éﬂ 2/\(_(((20,977+20,731)) i (19,590+19,679

2 2

))) = 0,429, azaz
42,96%.

e Tizedik oszlop: ,,BCR-ABL1/ABL1%-IS (Abszolut kvant.)” egy adott minta BCR-
ABL1/ABL1% (Abszolut kvant.) értékét szorozzuk meg a konverziés faktorral, ami

0,5810. Ez a szazalékos érték a beteg vizsgalatanak a végeredménye.

5.2. Kiilonleges esetek kiértékelése

Amennyiben a BCR-ABL1-nél a Ct érték mindkét parhuzamosnal ,,Undetermined” (nem
detektalt), a vizsgalati eredményt negativnak tekinthetjiik. Negativ az eredmény akkor is, ha a
parhuzamosok koziil az egyik ,,Undetermined”, de a masik az Intercept érték (39,29775) folott

van. Azonban, ha az ,,Undetermined” mellett a masik érték az Intercept érték alatt van,

, . ” Mennyiségi BCR—ABL1
szdmolnunk kell a kdvetkezd egyenlettel: — YT * 100 .
Osszmennyiségi ABL1

Ha az egyik parhuzamos meghaladja az Intercept értéket, de a masik nem, akkor is ugyan ezt a

képletet kell alkalmazni.

5.2.1. Kiilonbozé eredmények Kkiértékelésének (leletezésének) menete, eredmények

kategorizalasa

Ha kiszamoltuk ¢és megkaptuk a mintdkhoz tartoz6 BCR-ABL1 fuzids génhez tartozo

expresszios szintet, akkor ezt az értéket viszonytani kell a korabbi vizsgalati eredményekhez.

fgy az ilyen vizsgalati eredményeket, ha leletbe adjuk ki a kezeldorvosnak/patologusnak, meg

kell allapitani, hogy az el6z6 mérésekhez képest milyen tendenciat mutat a beteg (4.tablazat).
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4. tablazat: Paciensek eredményeinek bekategorizalasa

Optimalis Nem idealis Rossz

diagnoziskori NA NA
3 hénap <10% >10% >10%
6 honap <1% >1-10% >10%
12 honap <0.1% >0.1-1% >1%
<0.1% >0.1-1% >1%

,»INA”: not applicable, vagyis nem alkalmazhato, mivel nincsen és rossz kiindulo érték.

Ennek alapjan 6t nagy kategoriaba sorolhatjuk a mért eredményeket a korabbi vizsgalatokhoz

képest:

- diagnoziskori
- csokkend

- novekvo

- negativ

- valasz nélkili

5.2.2. Diagnoziskori eredmény

A diagnoziskori eredmény az els§ mért eredmény, amely a betegség feltardsa érdekében

torténik. Lehet egy betegnek két diagnoziskori lelete, ha mas a minta (példaul csontveld €s

periférias vér).

5.2.3. Csokkené eredmény

Ha tobb mért eredménye van a betegnek, akinek a mintait vizsgaljuk, megfigyelhetiink

csokkené tendenciat, amelyet a 14. abran lathatunk. Ez az eredmény azonban nem idealis,

ahogy azt a fenti tablazat abrdzolja, mivel egy év utan sincsen major molekularis valasz

(<0.1%).
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Eredmény:
A vizsgalt mintaban a BCR-ABL1 fuzids gén expresszids szintje: 0,5%.

BCR-ABL1
El6z5 vizsgalatok eredményei: 1000
Vizsgalat ideje BCR-ABL1 %
100F—————
2021, 10. 151,000 % 10
2022. 03. 103,000 % 1
2022 04. 248,000 % £ n
2022, 09. 25900 % 0.1
2023. 02. 0,500 % 0.01
A tablazat a legutbbi vizsgélatok '
eredményét tartalmazza. 0,001
0,000
e 3 2 3 g
- o a o %]
& & & & &
Vélemény :

Krénikus Myeloid Leukémia. Csokkend BCR-ABL1 faziés transzkriptum szint.

14.abra: Csokkend tendenciat mutatdo mért eredmények egy beteg esetén

5.2.4. Novekvo eredmény

A 15. abran latszik, hogy a beteg eredményei nem egyenletesek, nincs major molekularis valasz
egyaltalan, és a mért értékek fluktudlnak, azonban 2022 augusztus és 2023 februar kozti
idészakban drasztikusan emelkedett, tobb, mint 10%-kal. llyen esetben, ha nincsen major
molekuléris valasz érdemes egy szekvenaldst végezni, ami esetlegesen ki tudja mutatni, ha a
betegnél gyogyszerrezisztencia all fenn. Ilyenkor (ha rezisztens az alkalmazott gyogyszerre) a

kezeldorvos terapiavaltast eszkozol.

El6z6 vizsgalatok eredményei: BCR-ABL1
Vizsgélat ideje BCR-ABL1 %
1000
2020. 08. 0,008 % 100 H
2021. 01. 0,006 % I
2021. 04. 0,008 % 10 Pmaa™s ol | IJ-'""
2021. 07. 0,020 % . 1
2021. 10 0,050 % =01
2022. 02. 0,060 % ' \
2022. 05, 0,200 % 0,01 utg,
2022. 08. 0,100 % 0.001
2022. 11. 0,400 % ’
2023. 02. 12,000 % 0,000
A téblézat a lequiébbi 10 vizsgélat A P M Gl G It U R MG (I Gl ) Gl B )
erdnénya ramezza.  B583ccicaNiiceisiciasessiines
88858585853 5858558858585880588588¢88¢

15.abra: Novekvo tendenciat mutatdé mért eredmények egy beteg esetén
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5.2.5. Negativ eredmény

Ennél a betegnél MR5.0 nagysagrend mélységli a molekularis valasz (BCR-ABL1 < 0,001%,
vagy a BCR-ABLI1 expresszids szint nem ¢éri el a kimutathatosagi hatart). Ez egy idealis
lefolyéasnak és valasznak szamit, a beteg értéke ugyan néha emelkedik, de az betudhat6 a TFR-

nek (Terapia mentes id0szak) is. Ha ilyen esetben (TFR mellett/utan) emelkedik az érték, akkor

érdemes kis idore visszadllni a gydgyszerszedésre.

A negativ a vizsgalati eredmény grafikus értékelését a 16. abra mutatja.

El6z6 vizsgalatok eredményei: BCR-ABL1
Vizsgélat ideje BCR-ABL1 %
1000
2020. 07. 0,001 % 100
2020. 10 0,000 % 10
2021. 01. 0,000 %
2021. 04. 0,000 % . 1
2021. 07. 0,000 % £ 0y
2021. 11. 0,003 % '
2022. 02. 0,000 % 0,01
2022 05 0,000 % 0001 N
2022. 08. 0,000 % 8 "\ /" n/ H/
2023. 02 0,000 % 0,000 sud| bun
A tablazat a lequtobbi 10 vizsgalat A L AN R A R A A R R A A LR LA RS LA RS R
S &858 &55&88&8&8&8&c8 88 8g8zg 8

16.4abra: Negativ eredmények egy beteg esetén

5.2.6. Valasz nélkiili eredmény
Az utols6 kategoria, amikor a terapiara nem valaszol a beteg szervezete és nem valtozik
jelentdsen a BCR-ABLI1 fuzids gén expresszios szintje. Ebben az esetben nincs major

molekularis valasz, és az értékek is a kiindulési érték koriil mozog, ahogy azt a 17. dbran is

lathatjuk.

Eredmény:
A vizsgalt mintaban a BCR-ABL1 flzios gén expresszios szintje: 2%.

BCR-ABL1
Eléz6 vizsgalatok eredményei: 1000
Vizsgalat ideje BCR-ABL1 %
100
202112, 165,000 % 10
2022 04. 18,500 % S
2022. 06. 24,100 % o 1
2022 07. 27,000 % S 01
2022.10. 3,300 % !
2023. 01. 2,000 % 0,01
A tabldzat a legutdbbi vizsgélatok 0.001
eredményél fartalmazza. '
0,000
o 8 5 e 5
- o R‘ od el
8 g 8 g § §

17.abra: Vilasz nélkiili eredmény egy beteg esetén
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5.3. Mérések grafikus leképezése

A 132 beteg mintabol kigyiijtottem a betegek ¢letkorat, amit a 18.-as abra mutat. Ebbol
altalanosan kovetkeztethetd, hogy a betegek nagyrésze 41 év folotti. Az altalam vizsgalt

betegek alig tobb, mint 12%-a van 40 év alatt, ¢s mindossze 3,7%-a 26 évnél fiatalabb.

132 CML-es beteg életkor szerinti eloszlasa

= 0-18

= 19-25

= 26-40
41-60

= 61-100

18.abra: A vizsgalt beteg életkor szerinti csoportositasa

A laboratériumi munkam soran hat PCR vizsgalatot inditottam, amelybdl egyet emelek ki a 19.

abran.

Az ,,Amplification plot” (amplifikacios gorbe) akkor jon létre, amikor az egyes mintdk
fluoreszcens jele a ciklus szaménak fliggvényében kertil abrazolasra. Tehat az erdsitési gorbén

a termék felhalmozodasa lathato valos idejii PCR kisérlet soran.

Az abrak jobb oldalan, a tablazatban latszik a ,,plate térkép”, vagyis, hogy melyik minta milyen

szinnel és hol szerepel.
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19.4bra: 2022.11.03. PCR vizsgalat eredménye
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A 132 CML-es beteg koziil 104-nek lett mély molekularis valasza. 46 db MRS5S (BCR-
ABL1<0,001%), 10 db MR4.5(BCR-ABL1<0,0032%), 28 db MR4(BCR-ABL1<0,01%) és 20
db MMR (BCR-ABL1<0,1%) (20.abra).

104 CML-es beteg mély molekularis valaszanak
eloszlasa

20

= MR5 = MR4.5 MR4 MMR

20.4abra:104 db mély molekularis valasz eloszlasa

Ot ember adatait visszamenélegesen is elkértem annak érdekében, hogy grafikonon tudjam

bemutatni, hogy egy leletben egy ember Osszes mért adatai hogyan néznek ki.

A 21. és 22. abran, a 29650-es sorszammal ellatott betegnek nincsen idealis terapias valasza,
ahogy az latszik is az els6 3 évnyi mért adatain, illetve 2016.-ban és 2022 februarjaban kiugro
értekeket mértek nala. 2016.01.-t6] Tasignat szedett 2016. augusztusig, ami latszélagosan nem
hatott. 2016. 09.-6ta Sprycel-t szedett 2019.11.-ig, ami szép csokkentd tendenciat adott a mért
értékeinek. Az utolso fél évben (2022.09.-t61) sokfajta gydgyszert probaltak nala valosziniileg
a 2022. februari 210%-os értéke utan: Bosulif, Imatinib, Dasatinib, Asciminib. Ezeknek a
gyogyszereknek koészonhetéen 2023.02.01.-re 2%-ra csokkent le a BCR-ABLI1 fuzidés gén

szintje, azonban ez az eredmény még nem esik bele a mély molekularis valaszba.
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21.abra: A 29650-es beteg 6sszes eddigi mért eredménye
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22.abra: A 29650-es beteg mért eredm

74

lisatol csokkend tendencidt mutat, jol reagélt a kivalasztott

4

apri

A 30078-as betegnél 2011.

kon van 2021

6sza
tol). A kezdeti értéke 237% volt. Ez a 23-as és 24-es abran lathatd. Az utolso (altalam)

apia mentes 1d6

, €s ter

1
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mért BCR-ABL1 fuzios transzkriptum szintje 0% lett, vagyis negativ.
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30078

240
220 T
200
180
160
140
120
100
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Mért eredmény %-ban

|
#

2008.02.22
2009.07.06
2010.11.18
2012.04.01
2013.08.14
2014.12.27
2016.05.10
2017.09.22
2019.02.04
2020.06.18
2021.10.31
2023.03.15
2024.07.27

23.abra: A 30078-as beteg 6sszes eddigi mért eredménye

30078

Mért eredmény %-ban
[95]

%

2009.07.06
2012.04.01
2013.08.14
2017.09.22
2019.02.04

2008.02.22
2010.11.18
2014.12.27
2016.05.10
2020.06.18
2021.10.31
2023.03.15
2024.07.27

24.abra: A 30078-as beteg mért eredményei nagyitasban

A 30207-es beteg esetében, a 25-0S és 26-0S abran abrazolt adatok alapjan szabalyos, csokkend
tendenciat lathatunk, csak 2019. augusztusaban volt egy kiugro érteke, ami 2% volt (a

diagnoziskori  értéke 138%). Elérte a major molekularis valaszt (0,03%). A
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A 29714-es betegnél ugyan nem szabalyos, de csokkend tendenciat lathatunk a 27-es és 28-as
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A 30147 sorszammal ellatott beteg az elsé alkalomtol kezdve mostandig Dasatinib
gyogyszerkezelést kap, ami lathatélag haszndlt ndla. A diagndziskori értéke sem volt
kiemelkedden magas, csupan 0,4%-ot mértek nala, ami a 29. dbran lathato. Az utols6 BCR-

ABLI1 fuziés gén mérési eredménye negativ lett.

30147

Mért eredmény %-ban
o
(03]

2022.02.08I
2022.08.27I

2019.12.01
2020.06.18
2021.07.23
2023.03.15
2023.10.01

o
2021.01.04 I
®

29.abra: A 30147-es beteg Osszes eddigi mért eredménye

A fent emlitett 6t beteg esetén kettdnek (30078 és 30147) negativ az altalam mért utolso
vizsgalati eredménye. A 30207-es beteg MR4-es kategoriaba sorolhatd, ugyanis a mért BCR-
ABLI1 fuzids gén szintje 0,03%. A 29714 és 29650 sorszamu betegek esetében nincsen mély

molekularis valasz.
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6. OSSZEFOGLALAS

A dolgozatom készitése soran a kronikus myeloid leukémia kapcsan végeztem méréseket. A
CML a legjobban kontrollalhatdé leukémia tipus. Ezt a tipusu leukémiat a Philadelphia
kromoszéman 1évé BCR-ABLI fuzidés gén okozza. A Philadelphia kromoszoma egy reciprok
transzlokacié eredménye, amelyen koéros miikodése sordn kialakul a BCR-ABL1 fuzios
transzkriptum. A BCR-ABL1 megndveli a tirozinkinaz aktivitast, igy kontrollalatlanul
szaporodnak el a leukémids sejtek. A TKI, vagyis tirozinkinaz-inhibitoroknak (pl. imatinib,
dasatinib) kdszonhetden kordaban tarthatd a betegség azéltal, hogy a BCR-ABL1 kiméra gén
expresszios szintje lecsokken a mély molekularis fazisba (MR4, MR4.5 és MRYS), vagyis 0,1%
alatti értéke lesz az expresszionak. A BCR-ABL1 fuziés transzkriptum mennyisége
meghatarozhatd valos idejli polimeraz lancreakcidval, amit mértem a laboratériumi munkam
soran.

Ennek elso 1épése periférias vérbol vagy csontveldbdl torténd RNS izolalasa, majd az izolalt
RNS mennyiségi meghatarozasa, tisztasiganak mérése. Masodik 1épésként reverz
transzkripcioval végeztem RNS-r6l cDNS atirast. Az igy kapott cDNS-bdl lehetett elvégezni a
real-time PCR-t. Az eredmények kiértékelése utan kaptuk meg BCR-ABLI1 abszolut
mennyiségét. Mar egy PCR mérés eredménye is be tudja folyasolni a klinikai dontéshozatalt az
adott beteg tovabbi terapiaja kapcsan. Emiatt harom havi monitorozas sziikséges a betegnek,
ezaltal pontosan nyomon kovethetd egy esetlegesen ujfajta gyogyszer hatasa az adott betegre,
és lehetdvé teszi a célzott terapia meghatarozasat és értékelését.

Munkdm soran 6sszesen 132 CML-es beteg mintajan végeztem el BCR-ABLI1 fzids gén
expresszids szintjének meghatirozasat. Ot beteg esetében visszamendlegesen elkértem az
eddigi mérési eredményeket, amelyekbdl harman elérték a mély molekularis vélaszt, ketten

nem.

38



7. IRODALMI HIVATKOZASOK

1: Czakd M. (2005): DNS hibridizacios modszerek alkalmazasa a klinikai cytogenetikaban.
PTE Orvosi Genetikai és Gyermekfejlodéstani Intézet, PhD értekezés

2: Demeter, J., Poros, A., Bodor, C., Horvath, L., és Masszi, T. (2016). A kronikus myeloid
leukaemia korszerii Diagnosztikaja és kezelése. Orvosi Hetilap, 157(37), 1459-1468.
https://doi.org/10.1556/650.2016.30521

3: Dobozi Palma: A célzott daganatterdpia sikertorténete a kronikus myeloid leukémiaba

kezelése (2017)

4: Sherbenou, D. W., és Druker, B. J. (2007). Applying the discovery of the Philadelphia
chromosome. Journal of Clinical Investigation, 117(8), 2067-2074.
https://doi.org/10.1172/jci31988

5: Ozkan E, Lacerda MP. Genetics, Cytogenetic Testing And Conventional Karyotype. (2022).
In: StatPearls. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan-. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK563293/

6: Gaal-Weisinger J., Mucsi O., Kérésmezey G., Szili B., H. Eid, Kiss R., Bodor Cs., Tarkanyi
I, Nagy Zs. és Demeter J. (2017): Ujdonsagok és tapasztalatok a kronikus mieloid leukémia
tirozinkinaz-gatlo kezelésében. Magyar Onkologia 61:67—74, 2017

7: H. Ayatollahi, M. R. Keramati, A. Shirdel, M. M. Kooshary, M. Raiszadeh, S. Shakeri ¢s M.
H. Sadeghian (2018): BCR-ABL fusion genes and laboratory findings in patients with chronic
myeloid leukemia in northeast Iran, Caspian J Intern Med 2018; 9(1):65-70

8: Zhou, H., és Xu, R. (2015). Leukemia Stem Cells: The root of chronic myeloid leukemia.
Protein és Cell, 6(6), 403-412. https://doi.org/10.1007/s13238-015-0143-7

9: Kiraly P. A., Alpar D., Fésiis V., Marosvari D., Matolcsy A. és Bodor Cs. (2015): Az
onkohematoldgia molekularis diagnosztika vizsgalatmodszereinek alapja. Magyar Onkologia
60:88-98, 2016

10: Kirschner, G., Balla, B., Kosa, J., Horvath, P., Kovesdi, A., Lakatos, G., Takacs, 1., Nagy,
Z., Tobias, B., Arvai, K., és Lakatos, P. (2016). Az Onkohematologiai Betegségek Kezelésében
Hasznalt tirozinkindz-gatl6 imatinib és nilotinib csonthatdsainak Irodalmi attekintése és a sajat
Kutatasi Eredmények BEMUTATASA. Orvosi Hetilap, 157(36), 1429-1437.
https://doi.org/10.1556/650.2016.30525

39



11: Kiss R., Kiraly P. A., Gaal-Weisinger J., Marosvari D., Gangd A. P., Demeter J. és Bodor
Cs. (2017): A kronikus mieloid leukémia molekularis monitorozasanak aktualis kérdései.

Magyar Onkologia 61:57-66, 2017
12: MTA-SE Lendiilet Kutatocsoport, CML tamogat6i oldal: http://www.cmlinformacio.com/

13: Racz G., Molnar P. és Nagy N. (2019): Quantitative real-time PCR. Eotvos Lorand
Tudomanyegyetem Természettudomanyi Kar, Biologiai Intézet ¢és Kémiai Intézet,

laborgyakorlat

14: Semmelwis Kiado (2021): Molekuléris genetikai vizsgalatok jelentésége kronikus myeloid
leukaemiaban, Orvos képzés, Molekularis onkologia 2021; 3:301-620, (Kiss R., Jenei A.,
Fatima A. K., Demeter J. és Bodor Cs.)

15: The American Cancer Society medical and editorial content team (2018) a): About Chronic
Myeloid Leukemia, cancer.org | 1.800.227.2345

16: The American Cancer Society medical and editorial content team (2018) b): Chronic

Myeloid Leukemia Early Detection, Diagnosis, and Staging, cancer.org | 1.800.227.2345

17: An, X,, Tiwari, A. K., Sun, Y., Ding, P.-R., Ashby, C. R., and Chen, Z.-S. (2010). BCR-
ABL tyrosine kinase inhibitors in the treatment of philadelphia chromosome positive chronic
myeloid  leukemia: A  Review. Leukemia  Research, 34(10), 1255-1268.
https://doi.org/10.1016/j.leukres.2010.04.016

18: Kang, Z.-J., Liu, Y.-F., Xu, L.-Z., Long, Z.-J., Huang, D., Yang, Y., Liu, B., Feng, J.-X.,
Pan, Y.-J., Yan, J.-S., and Liu, Q. (2016). The Philadelphia Chromosome in leukemogenesis.
Chinese Journal of Cancer, 35(1). https://doi.org/10.1186/s40880-016-0108-0

19: Kirdly P. A., Alpar D., Fésiis V., Marosvari D., Matolcsy A. és Bodor Cs. (2016): Az
onkohematoloégia molekuldris diagnosztikai vizsgadlomodszereinek alapjai, MAGYAR

ONKOLOGIA 60:88-98, 2016

20: Koretzky, G. A. (2007). The legacy of the Philadelphia chromosome. Journal of Clinical
Investigation, 117(8), 2030-2032. https://doi.org/10.1172/jci33032

40



Képek, abrak:

Internet 1: Krénikus Mieloid Leukémia morfologiai képe

https://www.schoolandyouth.org/research/chronic-myeloid-leukemia-cml

Internet 2: A BCR-ABL1 fazios gén kialakulasa.

https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/bcr-abl-fusion-gene

Internet  3: Molekularis valaszok a BCR-ABL1 fuziés gén mennyiségének.
https://www.semanticscholar.org/paper/Deep-Molecular-Response-in-Chronic-Myeloid-The-
New-Mahon-%C3%89tienne/bb56fa2d7871abfec958a41d931b38a8e289c42f

Internet 4: Kariotipizalas

https://itc-old.semmelweis.hu/moodle/mod/page/view.php?id=137557

Internet 5: A BCR-ABL1 Fluoreszcens In Situ Hibridizacioja, nagyitott kép.
https://imagebank.hematology.org/image/63554/zoom-picture-fluorescence-in-situ-

hybridisation-fish-of-bcrabl1-fusion

Internet 6: TagMan alapu PCR sematikus abrgja.
http://www.huon.hu/2016/60/2/0088/0088a.pdf

41


https://www.schoolandyouth.org/research/chronic-myeloid-leukemia-cml
https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/bcr-abl-fusion-gene
https://www.semanticscholar.org/paper/Deep-Molecular-Response-in-Chronic-Myeloid-The-New-Mahon-%C3%89tienne/bb56fa2d7871abfec958a41d931b38a8e289c42f
https://www.semanticscholar.org/paper/Deep-Molecular-Response-in-Chronic-Myeloid-The-New-Mahon-%C3%89tienne/bb56fa2d7871abfec958a41d931b38a8e289c42f
https://itc-old.semmelweis.hu/moodle/mod/page/view.php?id=137557
https://imagebank.hematology.org/image/63554/zoom-picture-fluorescence-in-situ-hybridisation-fish-of-bcrabl1-fusion
https://imagebank.hematology.org/image/63554/zoom-picture-fluorescence-in-situ-hybridisation-fish-of-bcrabl1-fusion
http://www.huon.hu/2016/60/2/0088/0088a.pdf

8. MELLEKLET

Excel Mester tablazat:

3=

mestertablazat.xlsx

42



9. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom Dr. Bodor Csabanak a lehetdségért, a rengeteg tanacsért €s segitségért,

amit a szakdolgozatomhoz nyujtott.

Koszonom Dr. Kovacs Monikanak a munkamhoz nyujtott segitséget, irdnymutatast ¢és

rendszeres konzultaciokat.

Koszondm Sandorné Vangor Monikanak, aki a laboratériumi munkamat segitette, hogy
barmikor fordulhattam hozza a kérdéseimmel é€s minden mérés alkalmaval kedvesen, nyitottan

¢s tiirelmesen segitett nekem.

Koszonettel tartozom a Molekularis Onkohematoldgia Laboratorium minden munkatarsanak az

Osszes segitségért, amit kaptam t6liik, a nyitottsagért és kedvességért, amivel fogadtak.

43



10. NYILATKOZAT

NYILATKOZAT

A hallgaté neve: Boross Sarolta
A Hallgato Neptun kodja:  HSXEFY
A dolgozat cime: A BCR-ABL1 f0zi6s transzkriptum vizsgalata real-time PCR-rel

kronikus myleoid leukémiaban
A megjelenés éve: 2023

A konzulens tanszék neve:  Elelmiszer-mikrobioldgia, -higiénia és -biztonsag Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benytjtott zarédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfolio*
egyéni, eredeti jellegli, sajat szellemi alkotdsom. Azon részeket, melyeket mas szerzok
munkajabol vettem at, egyértelmiien megjeldltem, s az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valotlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a Zarovizsga-bizottsag a
zardvizsgabol kizar és a zarovizsgat csak 1j dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotés felhasznalasara,
hasznositasara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-
kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltoltésre keriil a Magyar Agrar-

és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe.

Kelt: 2023 év 04 ho 28 nap

o OC

Hallgato alairasa

44



KONZULTACIOS

NYILATKOZAT
A Boross_Sarolta (név) (hallgatd Neptun azonositéja: _ HSXEFY_ )
konzulenseként nyilatkozom arrol, hogy a

zarédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfolio’  attekintettem, a hallgatét az
irodalmi forrdsok korrckt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl
tajékoztattam.

A zarodolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfoliot a zarévizsgan torténd védésre
javaslom / nem javaslom®.

A s A 1 $1 . 1 %3
A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*

Kelt: 2023 év_04 hé 28 nap p

S /
AT /é/:/,h ;

i /

Bels6 konzulens

45



