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PCR in spremljanje uspeha zdravljenja 
bolnikov s kronično mieloično levkemijo 



 
t(9;22)(q34;q11), Philadelphia kromosom 
(Ph): fuzijski gen BCR-ABL1 

 
 Kronična mieloična levkemija (KML),  
 BCR-ABL1 pozitivna, 

 
 akutna limfoblastna levkemija celic B (B-ALL):  

 3 % otrok z B-ALL, 
 25 % odraslih z B-ALL, 

 
 akutna mieloična levkemija (AML) < 1 %. 

Groffen et al.  Cell, 1984; 36(1):93-9; Konopka et al. ,Cell, 1984; 37(3):1035-42.; Shtivelman et al. Nature, 1985; 315(6020):550-4 

 

http://a0.vox.com/ 

levkemična preobrazba krvnih celic 

BCR-ABL1 mRNK 



Zdravljenje z zaviralcem 
tirozinske-kinaze (TKI) 

 zaviralec protein tirozin-kinaze  
 BCR-ABL1 

 
– Imatinib  
– Nilotinib 
– Dasatinib  

 
 
 

 

 Drugi TKI za BCR-ABL1 in druga zdravila ter drugi načini  
zdravljenja  (presaditev krvotvornih matičnih celic) 

Delovanje imatiniba 

 veže se v vezavno mesto za ATP, prepreči fosforilacijo AK 
tirozin  



Potrditev diagnoze KML, BCR-ABL1 
pozitivna 

Dokazati moramo prisotnost: 
 
- Philadelphia (Ph) kromosoma ali 

 
- zliti gen BCR-ABL1 ali  

 
- BCR-ABL1 mRNK (BCR-ABL1 prepis). 



Načini zaznave Ph1 ali produkta Ph1, 
zlitega gena BCR-ABL1: 

Metode Tarča/Rezultat Tkivo 
 

Občutljivost (%) 

Standardna 
citogenetska 
preiskava (kariotip) 
 

Ph – kromosom/ 
delež (%) Ph 
pozitivnih celic 

Kostni 
mozeg 

1-10 

Fluorescenčna in situ 
hibridizacija (FISH) 
 
 

Stik BCR in ABL1 
gena (DNK)/ 
delež (%) Ph 
pozitivnih celic 
 

Periferna 
kri/ kostni 
mozeg 

0,2-5 

Obratno prepisovanje 
in verižna reakcija s 
polimerazo (RT-PCR) 
 

BCR-ABL1 mRNK/ 
Pozitiven/Negativen 

Periferna kri 
/ kostni 
mozeg 

0,1 - 1  

Kvantitativni RT-PCR 
(RT-qPCR) 
 
 

BCR-ABL1 mRNK/ 
Delež (%) BCR-ABL1 
prepisov predstavljen 
na mednarodnem 
merilu 

Periferna kri 
/ kostni 
mozeg 

0,001-0,0001 

Linija fluorescentnega praga (threshold )

bazna linija

pozitiven

negativen

Cq vrednost = 26.38

Linija fluorescentnega praga (threshold )

bazna linija

pozitiven

negativen

Cq vrednost = 26.38

Ph 

URL : http://AtlasGeneticsOncology.org/Genes/t0922CML.html 



RT-PCR  in RT-qPCR 
PCR -  kratica pomeni verižna reakcija s polimerazo 
- t.j. reakcija, ki omogoča hitro in specifično pomnoževanje 

odseka genomske ali komplementarne DNK in vitro 

s termostabilno DNK-polimerazo.  

Pridelke PCR običajno identificiramo z agarozno gelsko 

elektroforezo.  
 
qPCR -  kratica pomeni kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
- je nadgradnja klasičnega PCR; omogoča nam zaznavo in merjenje količine odsekov 

DNK ali cDNK s pomočjo encima DNK-polimeraze in posebnih fluorescentnih barvil ali 

fluoresc. označenih nukleotidnih sond. 

RT - kratica pomeni obratno prepisovanje (angl. reverse transcription) 
- t.j. reakcija, kjer s pomočjo encima reverzna transkriptaza pretvorimo RNK v 

komplementarno DNK (cDNK). Ta je osnova za PCR, zato jo napravimo pred izvedbo 

reakcije PCR. 

http://www.wcpl.com/pcr.asp 

1. cikel 

2. cikel 

3. cikel 

4. cikel 
Itd. (30-50 cikl.)  



 
Kaj določimo s kvantitativnim PCR pri 

KML? 
 določimo raven izražanja gena BCR-ABL1 (pravimo, da merimo število prepisov 

BCR-ABL1 mRNK), ki se zelo dobro ujema s številom levkemičnih celic v 

periferni krvi. 

 
Raven izražanja gena BCR-ABL1 predstavlja razmerje med številom kopij 

prepisa BCR-ABL1 in številom kopij prepisa ABL1 določenih v qPCR. Razmerje 

izrazimo kot delež, odstotek (%) na mednarodnem merilu (International Scale, 

IS).  

V izvid navedemo še celokupno število kopij prepisa gena ABL1, ki je mera 

občutljivosti reakcije qPCR. 

 
 
 



Postopek  

Periferna kri  
(2 x 10 mL EDTA)  Izolacija levkocitov 

Izolacija RNK Priprava cDNK Izvedba qPCR 

Shranjevanje levkocitov 

http://openwetware.org/wiki/Image:Trizol_phases.png 

Določimo št. kopij prepisa 
BCR-ABL1 in ABL1 

http://openwetware.org/images/5/58/Trizol_phases.png
http://www.google.si/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=dIKM8CW8OTzl8M&tbnid=_g0KXrf1TskMbM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.simport.com%2Fproducts%2Fpcr%2Fpcr-tubes%2Ft325-1v-and-2v-amplitube.html&ei=OJU9UrCIAYfAtQaij4CoBg&bvm=bv.52434380,d.Yms&psig=AFQjCNERu8G4WeafzEUAJwSENIIqKJKb9A&ust=1379853974515858


 
 
 
 
Primer izračuna qPCR:  
 

BCR-ABL1: 2700 kopij,   

ABL1: 25 000 kopij; 

Razmerje = 2700 deljeno s 25 000 (=0,108) in pomnoženo s 100 (= 
10,8 %).  

Mednarodno merilo (IS): 

 10,8 % pomnožimo z validiranim konverzijskim faktorjem (npr. 
0,3371) = 3,64 % IS.  

V izvid se navede celokupno število kopij ABL1: npr. 25 000. 
 



Rezultat, pozitiven  
ali nedoločljiv 

Kvantitativni rezultat, kot % IS 

Celokupno število kopij ABL1, 
indikator občutljivosti reakcije 
RT-qPCR; ustrezno ≥ 10.000 
kopij  

Primer izvida 



Zakaj je RT-qPCR pomemben pri 
zdravljenju KML? 

  ker je to najobčutljivejši način za oceno odgovora na zdravljenje 

KML, 

  z njim zaznamo ponovitev bolezni prej kot z drugimi načini. 

 

Pomemben je zato, 

 ker je stopnja zmanjšanja ravni bolezni pomemben prognostični 

dejavnik in  

 ker z njim lahko ocenimo slab začetni odgovor ali ponovitev bolezni 

po začetnem odgovoru na zdravljenje, kar lahko vodi, oz. omogoči 

izbiro najustreznejšega nadaljnjega zdravljenja.   



Odgovori na zdravljenje z zaviralcem tirozinske kinaze 

Ni prepisa BCR-ABL1 

100% 
 
 
10% 
 
 
1%  
 
 
0,1% 
 
 
0,01% 
 
0,0032 % 
 
0,001% 

MolO 4.0 ( ≥ 4 log zmanjšanja; BCR-ABL1 ≤ 0,01% IS) 

MolO 4.5 ( ≥ 4.5 log zmanjšanja; BCR-ABL1 ≤ 0,0032 % IS) 

MolO 5.0 ( ≥ 5 log zmanjšanja; BCR-ABL1 ≤ 0,001 % IS) 

Cross NCP et al. Leukemia, 15 May 2012; doi:10.1038/leu.2012.104 
Baccarani, M. et al.; Blood, 2013; doi:10.1182/blood-2013-05-501569 Prepublished online June 26, 2013; 
  

Glavni ali veliki MolO (MMR)(- 3 log; BCR-ABL1 ≤ 0,1% IS) 
Po 12 mesecih 

Vrednost qPCR za BCR-ABL1 
Mednarodno merilo (IS) 

1012 

 
 
 
1011 

 
 
1010 

 
 
109 

 
 
108 

 
3,2 x 107 
 
107 
 

Št. levk. celic  

Približno 100 % Ph + celic ob diagnozi  

Popolni citogenetski odgovor (CCR) (-2 log; Ph 0%; 
BCR-ABL1 < 1 % IS) 
Po 6 mesecih  
  

Hematološki odgovor (-1 log, Ph+ ≤ 35 %,  
BCR-ABL1 ≤ 10 % IS ) 
Po 3 mesecih 



 vsake 3 m iz vzorca PK (oz. dokler ni dosežen in potrjen glavni MolO, nato 
vsakih 3 do 6 m), 

 čimprej, takrat ko zaznamo pomembno povečanje ravni izražanja BCR-ABL1 
(npr. povečanje ravni za 0,5 do 1,0 logaritem; > 5 X) 

 

Pomembno: povečanje ne pomeni nujno neuspeha zdravljenja, ampak je 
razlog potrebno raziskati: 

     - npr. prekinitev ali opustitev jemanja zdravila;  

     - pridobljene mutacije v BCR-ABL1;  

     - klonska evolucija, to so dodatne kromosomske spremembe v klonu Ph 
(citogenetika) + genska amplifikacija BCR-ABL1 (FISH) in podobno 

 

Kdaj izvedemo RT-qPCR? 



Molekularni odgovori in pomen 
 Glavni ali veliki MolO (Major Molecular response, MMR), če bolezen lahko zaznamo v  

 ≤ 0,1 % BCR-ABL1 IS; trenutni cilj je, da vsi bolniki dosežejo vsaj 
 stabilen glavni MolO –  ZAKAJ? 

Zato, ker je doseganje glavnega MolO povezano s 

 povečano verjetnostjo, da se bolezen ne bo ponovila, 

 povečano verjetnostjo dolgotrajnejšega odgovora na zdravljenje, 

 z večjo verjetnostjo doseganja globljega MolO, če se glavni MolO doseže prej. 

 Molekularni odgovor 4.0, 4.5 in 5.0 

Pri novejših zdravilih (nilotinib, dasatinib) je 

- delež bolnikov, ki doseže glavni MolO v krajšem času večji in  

- delež bolnikov z globljim MolO odgovorom kot je glavni MolO je večji. 

Najverjetneje bo doseganje teh odgovorov povezan z možnostjo, da bi bolniki nekoč lahko 
prenehali z zdravljenjem.  

POZOR! 

 Izbira zdravljenja ni odvisna samo od učinkovitosti, ampak tudi od bolnikovega 
kliničnega stanja, prenašanja zdravila, stranskih učinkov ipd.  

- Baccarani M, Cortes J, Pane F, et  al. J Clin Oncol. 2009;27:6041- 6051. 
- O’Brien SG, Guilhot F, Larson RA, et al. N Engl J Med. 2003;348:994-1004. 
- Hehlmann R, Lauseker M, Jung-Munkwitz S, et al. J Clin Oncol. 2011;29:1634-1642. 
- Branford et al. Blood. 2008:112. Abstract 2113. 



Zaključek 
 Kvantitativni PCR je zelo občutljiva in pomembna preiskava za določitev 

ravni izražanja gena BCR-ABL1 pri KML.  

 Doseganje stabilnega glavnega molekularnega odgovora (MMR) 

(vrednost manj ali enako 0,1 % BCR-ABL1 IS) je trenutno cilj zdravljenja 

KML s TKI. 

 Najverjetneje bo doseganje stabilnih molekularnih odgovorov  npr. 

4.5 ali 5.0 povezan z možnostjo, da bi bolniki nekoč lahko prenehali z 

zdravljenjem.  

 POZOR!  

Izbira zdravljenja ni odvisna samo od učinkovitosti, ampak tudi od 

bolnikovega kliničnega stanja, prenašanja zdravila, stranskih učinkov 

ipd.  
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