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Izvlecek - 1zhodisca. Kronicna mieloicna levkemija (KML)
Jje znacilen primer klonske mieloproliferativne bolezni, pri
kateri se citogeneticna in molekularnogeneticna znanja in
na njih temeljece preiskave uporabljajo za natancno potrdi-
tev bolezni, za ucinkovito spremljanje zmanjSevanja bole-
zenskega klona celic med zdravljenjem, za spremljanje more-
bitne ponovitve bolezni in minimalnega preostanka bolezni.

Metode. Za potrditev bolezni dolocamo translokacijo t(9;22) s
standardno citogeneticno preiskavo, uspesnost zdravljenja pa
spremljamo z dvema molekularnogeneticnima preiskavama,
Sluorescencno in situ hibridizacijo (FISH) ter veriZno reakcijo
spolimerazo vrealnem casu (Q-RT-PCR). Pregledalismo izsledke
teh preiskauv, ki smo jih opravili pri 40 bolnikih na Klinicnem
oddelku za hematologijo v Liubljani in Laboratoriju za medi-
cinsko genetiko v Mariboru v zadnjih stirih letih.

Rezultati. Za spremljanje KML v prvem obdobju do stabilne
citogeneticne remisije smo prisotnost kromosoma Philadel-
phia potrjevali s preiskavo FISH. Po priblizno letu in pol je Ph
(+) celic praviloma manj kot 5-10%, zato smo bolezen zaceli
spremljati s preiskavo Q-RT-PCR, nadaljevali pa smo tudi s
preiskavo FISH. Ugotovili smo dobro ujemanje obeh metod
pred popolno citogenetsko remisijo. Izracunali smo tudi iz-
hodiscno vrednost razmerja prepisov BCR-ABL/ABL (0,94) in
na njeni osnovi dolocili delez bolnikouv, ki so dosegli dobro
molekularno remisijo.

Zakljucki. Temeljna preiskava pri diagnosticiranju hemato-
loskih novotvorb je standardna citogeneticna preiskava kost-
nega mozga. Za ciljno potrjevanje pricakovanih kromosom-
skih nepravilnosti ob odkritju bolezni lahko vzporedno izva-
Jamo tudi preiskavi FISH ter PCR. Pri bolnikih z akutno levke-
mijo je v obdobju remisije raven rakastih celic tako majhna,
da je vecinoma najustreznejsa preiskava PCR. Ce z njo ne
zaznamo prisotnosti rakastega klona, lahko zanesljivo napo-
vemo ugoden potek bolezni.

Keywords: standard cytogenetic analysis;, FISH; quantita-
tive PCR

Abstract - Background. Chronic myeloid leukemia serves as
a model for the disease where the knowledge as well as the
development of different new methods from molecular bio-
logy were successfully introduced into the clinical practice.

Methods. Standard cytogenetic analysis was primarily used
Jfor detecting the translocation between chromosomes 9 and
22: 1(9;22) while fluorescence in situ hybridization (FISH)
and real time PCR (Q-RT-PCR) were mainly employed for
monitoring of the disease. We evaluated the results of both
molecular diagnostic methods. During the past few years the
work has been done in the laboratory of the Department for
haematology in Ljubljana and Laboratory for Medical Gene-
tics in Maribor.

Results. A good correlation of results obtained by both
methods was confirmed for the period of time before the
complete cytogenetic remission. We also established an
initial BCR-ABL/ABL ratio of 0.94 which is a basis for later
determination of a major molecular remission which is
defined as 2 3 log reduction in BCR-ABL/ABL.

Conclusions. Standard cytogenetic analysis of bone marrow
cells is the basic diagnostic approach in haematologic
malignancies. At the same time FISH and PCR can also be
used for confirmation of recurrent chromosomal abnorma-
lities. FISH is the most appropriate method for CML moni-
toring during the first period of therapy. When cytogenetic
remission is achieved, Q-RT-PCR is a method of choice. In
acute leukaemia PCR is mainly used in remission for the
detection of malignant clone. If the clone can not be detected
even by nested RT-PCR, prognosis of the disease is rather
good.
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Uvod

Molekularna citogenetika in molekularna genetika je dozivela
v zadnjih desetletjih izjemen razvoj, ki je pripeljal do uvedbe
Stevilnih novih preiskav in nac¢inov zdravljenja v klini¢no hema-
tologijo. Sorazmerno dobra dostopnost in homogenost vzorca
krviin kostnega mozga prilevkemijah in malignih limfomih je
eden od razlogov, da so se prav na podroc¢ju hematologije te
preiskave uveljavile. Pri hematoloskih obolenjih to pomeni sin-
tezo vseh informacij, tako tradicionalnih citomorfoloskih in imu-
nofenotipskih kot tudi novejsih genomskih, proteomskih in
farmakogenomskih (1). Kroni¢na mieloi¢na levkemija (KML)
je primer klonske mieloproliferativne bolezni, pri kateri se
citogeneti¢na in molekularnogeneti¢na znanja in na njih teme-
ljece preiskave uporabljajo za potrditev bolezni, u¢inkovito
spremljanje zmanjSevanja bolezenskegaklona celic med zdrav-
ljenjem, spremljanje morebitne ponovitve bolezni in minimal-
nega preostanka bolezni (2). Kromosom Philadelphia (Ph) je
bil prvaugotovljena ponavljajoca se kromosomska nenormal-
nost, ki je bila povezanas pojavom maligne novotvorbe. S kla-
si¢no citogeneti¢no preiskavo so dokazali, da nastane zaradi
recipro¢ne translokacije t(9;22) (q34;q11.2). Molekularnoge-
neti¢ne preiskave so kasneje potrdile, da ta translokacija vodi
do fuzije protoonkogena ABL, ki lezi na kromosomu 9 in BCR
podrogdja na kromosomu 22 (3). Za opredelitev bolezni upo-
rabljamo standardno citogeneti¢no preiskavo, zdravljenje pa
spremljamo z molekularnocitogeneti¢nimi in molekularnoge-
neti¢nimi preiskavami. Te preiskave trenutno omogocajo spre-
mljanje odziva na zdravljenje pri priblizno polovici hematolo-
skih novotvorb (4).

Standardna citogeneti¢na preiskava

Standardna citogeneti¢na preiskava ostaja temeljno, preprosto
in u¢inkovito orodje za vpogled v genom (5). Pomembnaje v
vseh obdobjih bolezni: za opredelitev diagnoze, za dolocitev
velikosti malignega klona, posredno za napoved prognoze, za
potrditev remisije in ugotovitev ponovitve bolezni. Poleg teh
neposredno uporabnih rezultatov paje zelo pomembnatudina
podrocju osnovnih raziskav genov, ki so klju¢ni za nastanek
novotvorbe (6). Ugotavljanje specifi¢nih kromosomskih spre-
memb, s pomocjo fluorescenéne in situ hibridizacije (FISH) in
verizne reakcije s polimerazo (PCR), lahko povzroci, da spre-
gledamo dodatne kromosomske preureditve, ki so prisotne Ze
ob samem zacetku bolezni, ali pa nastanejo med ali po zdravlje-
nju. Toje najbolj raziskano pribolnikih s KML, prikaterih so med
zdravljenjem zimatinib mezilatom nastale klonske kromosom-
ske spremembe v celicah brez Ph kromosoma (1). Po smernicah
ameriskih medicinskih genetikovuporabimo preiskavo FISH po
prejopravljeni standardni citogeneti¢ni preiskavi (7). Sterilno
odvzetaspirat kostnega mozga za citogeneti¢no preiskavo pre-
nesemo v sterilno gojisce, ki omogoca ohranitev vitalnosti celic
med prenosom vzorcav citogenetskilaboratorij. Gojis¢u mora
biti dodan Na-heparin, ki v nasprotju z nekaterimi antikoagu-
lanti, npr. EDTA, ne deluje toksi¢no in ne vpliva na kasnejso
delitevin zorenje celicvkulturi. Prenos do laboratorija morabiti
hiter, na vsak nacin pa izveden prej kot v 24-ih urah. Poteka
lahko prisobni temperaturi, transport naledu ni priporocljiv (8).
Kariotip navadno razkrije ponavljajoce se in tudi preostale
kromosomske nepravilnosti.

Preiskave za potrjevanje specificnih kromosomskih
nepravilnosti

Prenos po Southernu, FISH z molekulskimi sondami ter razlic-
ne izvedbe PCR so osnovne preiskave, ki jih uporabljamo za
ugotavljanje pricakovanih specifi¢nih kromosomskih preure-
ditev pri hematoloskih novotvorbah. Tudi pri nas redno upo-
rabljamo FISH in PCR preiskavi. Ker ima vsaka od preiskav
dolocene prednosti in omejitve, razli¢na je njuna obcutljivost,

stabilnosti tar¢nih molekul ter zgradbi sond, je prav, daizbere-
mo metodo, ki bo pri posameznem bolniku in bolezni dala
najbolj zanesljiv in informativen podatek.

Preiskava FISH

V primerjavi s standardno citogeneti¢no preiskavo je pred-
nost preiskave FISH v tem, da obide najvecji problem klasi¢ne
citogenetike - zadostno Stevilo delecih se tumorskih celic (6).
Tar¢na molekula je navadno DNK v interfaznem ali metafa-
znem jedru celice, ta pa je pritrjena na predmetno mikro-
skopsko steklo. S tako pritrjeno DNK hibridizira enostranska
komplementarna sonda DNK. Nukleotidi sonde so oznaceni s
fluorescenc¢nim barvilom, kar omogoci kasnejso oceno ozna-
¢enih celic s pomocjo fluorescené¢nega mikroskopa (9).

Po zgradbi DNK sond lo¢imo razli¢ne vrste preiskav FISH. Pri
dolocanju kompleksnejsih kromosomskih preureditev lahko
uporabimo tudi t.i. veCbarvni FISH, pri katerem uporabimo 3
do 4 razli¢no obarvane sonde. Pri doloc¢anju stevil¢nih kromo-
somskih nepravilnosti (monosomije, diploidije, trisomije) upo-
rabljamo centromerne sonde. Molekulske sonde za FISH so
lahko vecje od sond in zacetnih oligonukleotidov, ki jih upo-
rabljamo pri preiskavi PCR, kar je v primerih, ko so tocke
preloma zelo oddaljene, velika prednost. Tako je npr. pri de-
lecijah kromosoma 13q, ki so prognosti¢cno pomembne pri
plazmocitomu, FISH najbolj razsirjena za ugotavljanje ome-
njene kromosomske nepravilnosti (10). Obenem FISH omo-
goca zaznavanje dolocenih preureditev, ki jih s klasi¢no kari-
otipizacijo ne opazimo (11). Zato se je delez bolnikov, pri
katerih odkrijemo kromosomske nepravilnosti, zuvedbo teh-
nike FISH zelo povecal (12). Za potrditev KML je preiskava
FISH posebno pomembna pri tistih bolnikih, pri katerih s stan-
dardno citogeneti¢no preiskavo kromosoma Ph ne ugotovi-
mo. Pri preureditvah, ki na molekulski ravni vodijo do enakih
posledic kot t(9;22), gre najbolj pogosto za vkljucitev 3" ABL
genav kromosom 22. Zato govorimo o zamaskiranem Ph kro-
mosomu. S preiskavo FISH dokazemo tudi dodatni kromosom
Ph, ki spada med najpogostejse dodatne kromosomske spre-
membe, ki jih ugotovimo predvsem v blastni preobrazbi KML.
Dodatni kromosom Ph nastane iz spremenjenega kromoso-
ma 22 in ne kot posledica $e ene translokacije. Je pomemben
za oceno poteka bolezni (8).

Preiskava FISH je klju¢na predvsem ob postavitvi diagnoze, v
zacetku zdravljenjaali ob ponovitvibolezni, ko je koli¢ina nenor-
malnih celic velikain je potrebnasorazmerno majhnaanalitska
obcutljivost. Zaugotavljanje minimalnega preostankabolezni
(MRD) po zdravljenju paje FISH premalo obcutljiv, saj pri naj-
boljsih molekulskih sondah obcutljivostseze pod 1% (13). De-
lezlazno pozitivnih izsledkov je zaradi naklju¢nega prekrivanja
signalovlahko sorazmerno velik. Na osnovi poskusov z zdravimi
osebamisougotovili,dajelahkolazno pozitivnih rezultatov celo
5% (14). Medtem ko je ujemanje med rezultati verizne reakcije
s polimerazovrealnem ¢asu (Q-RT-PCR) prikostnem mozgu in
krvizelo dobro, nekatere raziskave oporekajo zanesljivost FISH
navzorcih krvi brez razvrs¢anja celic bele vrste pred tem (15).
FISH lahko izvedemo neposredno na celicah krvi(odvzetaz do-
datkom Na-heparina) ali kostnega mozga, kijih izoliramo. Nava-
dno pajih predhodno kratkotrajno gojimo kot za standardno ci-
togeneticno preiskavo. FISH paje zlasti pomembna pritistih vzor-
cih, kjerklasi¢na citogeneti¢na preiskava zaradi odsotnosti me-
tafaz nimogoca (16).

Preiskava PCR

Ugotavljanje strukturnih kromosomskih nepravilnosti, trans-
lokacij, delecij in inverzij oziroma iz njih nastalih zdruZzenih ali
okvarjenih genov s PCR temelji na oligokonukleotidih (angl.
primer), ki so komplementarni zaporedju DNK ob prelomih
nakromosomih. Prelomna mesta se od bolnika do bolnika raz-
likujejo, vendar lezijo znotraj doloc¢enih regij kromosoma. Pri
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levkemijah so te regije lahko siroke tudi nekaj 100 kbp, tako
da PCR na osnovi genomske DNK ni mogoca. Zato uporabimo
himeri¢no informacijsko RNK (mRNK), ki jo prepisemo vkom-
plementarno DNK (cDNK) z uporabo naklju¢nih ali specific-
nih oligonukleotidov in encima reverzna transkriptaza (RT).
c¢DNK je osnova za PCR reakcijo, ki jo ozna¢imo kot RT-PCR
(17). Ker je razvoj, vrednotenje in vzdrzevanje velikega Stevi-
la razli¢nih PCR protokolov za prepoznavanje vse ve¢ kromo-
somskih nepravilnosti zamudno in drago, se ob pojavu, pono-
vitvi ter po zdravljenju bolezni s citotoksi¢nimi zdravili vse bolj
uporablja hkraten PCR (multiplex PCR) (1). Ta omogoci, da
lahko v eni reakciji z ve¢ pari oligonukleotidov ugotovimo ve¢
ciljnih segmentov ¢cDNK, ki so znacilni za posamezne kromo-
somske nepravilnosti (18). S tem zmanjsamo stroske in skraj-
$§amo cCas preiskav. Za vse PCR preiskave uporabimo perifer-
no kri ali kostni mozeg, ki ju odvzamemo z dodatkom EDTA.

Preiskave za dolocanje minimalnega preostanka
bolezni (MRD)

Ce pride do ponovitve bolezni, je to posledica preostalega
malignega klona celic, ki jih lahko ugotovimo le z najobcutlji-
vejsimi preiskavami. Ta majhen klon malignih celic imenuje-
mo tudi MRD. Cilj zdravljenja je, da doseZemo molekularno-
geneticno remisijo. Prisotnost klona malignih celic naceloma
napoveduje ponovitev bolezni, ¢eprav zveza med preostan-
kom malignih celic in ponovitvijo bolezni ni povsem jasna (7,
19). Obcutljivost, ki je potrebna pri preiskavah za doloc¢anje
MRD, je reda velikosti 10-5 do 10-°. Nadalje naj bi bilo mogoce
ovrednotenje Stevila celic, bile naj bi hitro izvedljive, cenene in
specifi¢ne (1). Merilu zadostne obcutljivosti ter velike speci-
fi¢nosti ustrezajo preiskave PCR (4). Med njimi ima posebno
mesto vgnezdena PCR (angl. nested). Pri njej povecamo spe-
cifi¢nost in ob¢utljivost tako, da pridelek PCR iz prve reakcije
v naslednji reakciji PCR pomnozimo z oligonukleotidi, ki se
prilegajo znotraj prvega pridelka PCR. Preiskava je zelo obcu-
tljiva, vendar ugotovimo samo odsotnost ali prisotnost znacil-
nega segmenta genomske ali cDNK. Ne omogoci pa koli¢in-
skega vrednotenja (17). Za spremljanje MRD je zato bolj pri-
meren t.i. kvantitativai PCR (Q-PCR). Najbolj uveljavljena je
preiskava PCR v realnem ¢asu (Q-RT-PCR). Zdruzuje pomno-
Zevanje in ugotavljanje iskanega zaporedja v enem koraku. Za
ugotavljanje pomnozenih DNK ali cDNK molekul lahko upo-
rabimo fluorescenc¢no barvilo, ki se po vsakem ciklusu reakci-
je PCR vgradi med verigi DNK, ali fluorescen¢no oznacen oli-
gonukleotid - sondo. Sonda se vezZe na ustrezno mesto znotraj
podro¢ja pomnozevanja PCR. Med izgradnjo verige DNK Taq
polimeraza s 5-nukleazno aktivnostjo razgradi vezano sondo.
Pri tem se sprosti obvesc¢evalno barvilo, ki po vzbujanju s sve-
tlobo dolocene valovne dolzine flourescira. Vsak ciklus reakci-
je merimo nara$c¢ajoco intenzivnost fluorescence, ki je sora-
zmerna koli¢ini pridelka PCR. Po reakciji racunalniski program
dolodi tisti ciklus PCR reakcije, ko se intenzivnost flourescence
lo¢i od ozadja (ang. threshold cycle, C). Stevilo kopij (ali kolici-
no) nukleotidnega zaporedja v vzorcu izracunamo iz umerit-
vene krivulje na osnovi C vrednosti. Umeritveno krivuljo pri-
pravimo s pomocjo znane zacetne koli¢ine RNK, cDNK, pose-
bej za to pripravljenega plazmida ali DNK (20).

Bolniki in metode
Bolniki

Med letoma 1999 in 2004 smo v Laboratoriju za medicinsko
genetiko v Mariboru ugotovili pri 40 bolnikih prisotnost trans-
lokacije t(9;22) s klasi¢no citogeneti¢no analizo. Pri vseh bolni-
kih smo zdravljenje spremljali s FISH, pri desetih (10/40) pa
smo translokacijo s FISH potrdili tudi ob postavitvi diagnoze.
PCR preiskave smo naredili vlaboratoriju Klini¢nega oddelka

za hematologijo v Ljubljani. 15 bolnikov (15/40) smo spremlja-
li z obema preiskavama tudi v ¢asu prehoda v citogeneti¢no
remisijo, 20 bolnikov (20/40) pa v obdobju popolne citogene-
ticne remisije.

Standardna in molekularna citogenetika

Celice kostnega mozga smo kratkotrajno (24 h) gojili pri 37 °C
v atmosferi s 5% CO,. Gojenje smo izvajali v dveh vzporednih
kulturah. Uporabili smo dve razli¢ni komercialno dostopni go-
chrom, Nemcija), ki smo jima dodali timidin do kon¢ne kon-
centracije 1 mM. Aspirat kostnega mozga, ki smo ga prej spra-
lis Hanksovo raztopino, smo vcepili v gojisce, zacetna koncen-
tracije celic je bila 1*10%/ml. Pol ure pred zakljuckom gojenja
smo kulturi dodali kolcemid, 0,1 pg/ml. Celice smo po obicaj-
nem postopku pripravili za citogeneti¢no preiskavo (8). FISH
preiskavo smo opravili s pomocjo molekulskih DNK sond BCR/
ABLES (Vysis, ZDA).

Molekularna genetika

Postopek osamitve mRNK molekule iz celic kostnega mozga
(5x10°¢levkocitov) smo izvedli na kolonah po protokolu High
Pure RNA Isolation reagenc¢nega kompleta (Roche, Nemcija).
Kolone so izdelane in oblikovane izklju¢no za osamitev celot-
ne RNK, po nacinu adsorpcije na steklenih vlaknih (21). Obrat-
no prepisovanje 1 ug RNK in Q-RT-PCR smo izvedli po usklaje-
nem postopku Q-RT-PCR evropske mreze za ugotavljanje
MRD pri levkemijah z uporabo nac¢ina TagMan (Applied Bio-
system, VB) (22). Za pripravo umeritvene krivulje smo za stan-
dard uporabili komercialno pripravljene plazmide s serijskimi
razredcitvami znanega $tevila kopij od 10°do 10" (Ipsogen,
Francija).

Rezultati z razpravljanjem

Preiskave za sledenje specifi¢nih kromosomskih nepravilno-
sti se pri nas sistemati¢no uporabljajo Sele zadnja Stiri leta.
Tako smo zbrali podatke z uporabo FISH in standardnega PCR,
medtem ko je bil PCR v realnem ¢asu uveden zadnje leto. Zato
je stevilo doslej zbranih podatkov sorazmerno majhno. Tako
kot v svetu imamo tudi mi najve¢ podatkov za bolnike s KML,
kjer so bile opisane preiskave uporabljene za ¢asovno slede-
nje poteka bolezni. To je postalo Se zlasti pomembno po uved-
bi zdravljenja z imatinib mezilatom. Znano je, da je ujemanje
med stevilom BCR-ABL prepisov v krvi in Stevilom Ph(+) meta-
faz v kostnem mozgu zelo dobro (23). Vecina objavljenih raz-
iskav temelji na primerjavi rezultatov standardne citogenetic-
ne preiskave ter Q-RT-PCR (1), mi pa predstavljamo izsledke
dobljene s FISH preiskavo na interfaznih jedrih in Q-RT-PCR.
Slika 1 prikazuje, kako se je v obdobiju treh let spreminjal de-
lez Ph(+) celic pri dveh bolnikih s KML, zdravljenih z imatinib
mezilatom. Popolno citogeneti¢no remisijo najbivletuin pol
doseglo 76% bolnikov, zdravljenih z imatinib mezilatom oziro-
ma 18% bolnikov, zdravljenih z interferonom a in hkrati cito-
zin-arabinozidom (24). Skladno z navedenimi podatki je tudi
prinasih bolnikih prislovletuin pol dot. i. citogeneti¢ne remi-
sije. Takrat je dosezena spodnja meja obcutljivosti tehnike FISH
(5-10% pozitivnih celic) in nastopi obdobje, ko za¢nemo z
zasledovanjem MRD. V zacetku zdravljenja vec¢inoma opaza-
mo enakomerno zmanjsevanje (bolnik 2), lahko pa tudi ciklic-
no spreminjanje (19) deleza Ph(+) celic, kot prikazuje slika
1. Delez Ph(+) celic v ¢asu zasledovanja MRD ni ve¢ dovolj
informativen, ker je Casovna odvisnost njegovega zmanjSeva-
nja eksponentna. Slika 1B, kjer je uporabljeno logaritemsko
merilo, pokaze, da se obe preiskavi, FISH in Q-RT-PCR, med-
sebojno zelo dobro dopolnjujeta. S Q-RT-PCR za¢nemo v ¢asu
med letom in letom in pol, ¢e je seveda pri bolniku dosezen
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bolnik 2, A ro,1

T

Za sledenje KML v c¢asu remisije upo-
rabljamo preiskavo Q-RT-PCR, ki naj bi
jo prvi dve leti izvajali na 3 do 6 mese-
cev, nato pa vsakega pol leta nadaljnji
dveleti (27). Pred tem smo citogenetic-
no remisijo KML spremljali s FISH. Od-
stopanja med rezultati obeh preiskav
so precej$nja. Po podatkih iz literature
imajo bolniki v popolni citogeneti¢ni re-
misiji vrednost BCR-ABL/ABL pod 1%, v

0,08

r 0,06

r 0,04

Razmerje BCR-ABL/ABL

0,02

bolnik 2, B

nasem primeru pa vrednosti dosegajo
tudi 6% (28). Tako veliko odstopanje
med metodama gre verjetno pripisati
dejstvu, da tehnika FISH za oceno MRD
ni primerna. Poleg tega smo Sele uvajali
preiskavo Q-RT-PCR. Bolniki, ki niso v
citogeneti¢ni remisiji, imajo le izjemo-
ma vrednost BCR-ABL/ABL pod 1% in
tudi mi smo doslej ugotovili le en tak
primer. Pri dveh bolnikih, ki sta bila po
zgoraj navedenih merilih v dobri mole-
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SL. 1. Dolocanje deleza Ph(+) celic s FISH (A) in Q-RT-PCR (M) pri dveh bolnikih s
KML, zdravijenih z imatinib mezilatom. (A) Prikaz zmanjSevanja deleza rakavega
klona celic v casu,; (B) odvisnost logaritma deleza vakavih celic od casa.

Figure 1. Proportion of Ph(+) cells as determined by FISH (A) and Q-RT-PCR (W) in
two CML patients on imatinib mesilate. (A) Decrease of malignant clone in time;

kularnogeneti¢ni remisiji, je FISH po-
kazal pozitiven rezultat. Vendar je bil ta
zelo majhen (0,5%). V nobenem pri-
meru pa s preiskavo FISH nismo dobili
pozitivnega rezultata pri bolnikih, kjer
s Q-RT-PCR nismo ugotovili malignega
klona, kar je zelo pomembno s stalis¢a
zanesljivosti preiskave.

30 40

(B) logarithmic dependence of proportion of Ph(+) cell in time.

pricakovan odgovor na zdravljenje. Meja zaznavanja Q-RT-PCR
je 107, ko z vgnezdeno PCR $e zaznamo maligni klon, ne mo-
remo pa ga ve¢ koli¢insko ovrednotiti. Pod vrednostjo razmer-
ja 10° malignega klona ne moremo ve¢ zaznati in z zdravlje-
njem naj bi dosegli to mejo, t. i. popolno molekularno remisi-
jo. Grafi¢ni prikaz podatkov je koristen, ker iz absolutnih vre-
dnosti tezje opazimo upocasnitev zmanjsanja deleza maligne-
gaklona ali ustavljanje pri dolo¢eni vrednosti, ki je sicer majh-
na (Sl. 1B, bolnik 1).

Ob postavitvi diagnoze KML praviloma doloc¢imo zelo velike de-
leze celics Ph(+) s FISH kot tudi s standardno citogeneti¢no pre-
iskavo (Razpr. 1). Q-RT-PCR ob postavitvi diagnoze niv funkciji
dolo¢itve translokacije same, pac¢ paimavlogo pri doloc¢itviizho-
dis¢ne srednje vrednosti deleza BCR-ABL/ABL prepisov. Ta je
bistvena za dolocitev obsega molekularnega odziva. Po nekate-
rih raziskavah je omenjena srednjavrednost ob postavitvi dia-
gnoze nad 1(100%), kar razlagajo z velikim delezem nezrelih
celic(23). Mismo tako visoko vrednost dolo¢ili le pri nekajbol-
nikih (3/10). Dober molekularen odziv je dosezen, ¢e je delez
BCR-ABL/ABL prepisov za trivelikostne razrede manjsi od sred-
nje vrednosti, ki smo jo dolo¢ili pred zacetkom zdravljenja na
vecjem Stevilu bolnikov (25). Srednja vrednost razmerja m-RNK
prepisov BCR-ABL/ABL ob postavitvi diagnoze je v nasem labo-
ratoriju 0,94 (Razpr. 1). Glede na tako dolo¢eno srednjo vrednost
lahko govorimo o dobri molekularni remisiji, ko je razmerje BCR-
ABL/ABL pod 0,00094. Po tem kriteriju (tri velikostne razrede
podosnovno ¢rto) smo doslej dolocili dober molekularen odziv
pribolnikih, kise zdravijoletoin pol ali manj, v55%(11/20). Med-
narodne raziskave navajajo nekoliko manjse (39%) vrednosti
(25).Po navedbah nekaterih avtorjev je molekulrni odziv dober,
¢e je vrednostjo razmerja m-RNK prepisov pod 0,00045 (26).
Tako majhne vrednosti smo dolo¢ili pri 30% bolnikov. Ker je Ste-
vilo razpolozljivih podatkov za dolocitev izhodis¢ne povpre¢ne
vrednosti zaenkrat majhno in zato velik standardni odklon, pred-
videvamo, dasebodo s povecevanjem Stevila podatkov rezulta-
tiv prihodnje nekoliko spremenili. Zaenkrat pa prinasveljajo te
navedene vrednosti.

Razpr. 1. Kljucni parametri za dolocitev citogeneticne in
molekularne remisije pri kronicni mieloicni levkemiji z
metodama FISH in Q-RT-PCR.

Table 1. Key parameters for determination of cytogenetic and
molecular genetic remission at chronic myeloid leukaemia
by FISH and Q-RT-PCR.

Postavitev Prehod v cito- Dobra moleku-

diagnoze geneti¢no remisijo  larna remisija
First Cytogenetic Major molecular
diagnosis remission remission
Stevilo analiz
Number of analysis 10 15 0
DelezPh(+) celic £90 .
Amountof Ph(+) cells 99,1+1,2 0-8 0
FISH (%)
Razmerje BCR-ABL/ABL s
BCR-ABL/ABL ratio 0,944+ 0,37 0,15-0,0012  <0,00094 <0,00045
Q-RT-PCR
Stevilo bolnikov 11/20 6/20
Number of patients (55%) (30%)

* povprecna vrednost / mean value

Zakljucki

Temeljna preiskava pri diagnostiki hematoloskih novotvorb je
standardna citogeneti¢na preiskava kostnega mozga. Za ciljno
potrjevanje pri¢akovanih kromosomskih nepravilnosti ob od-
kritju boleznilahko vzporedno izvajamo tudi preiskavo FISH
ter PCR. Ko spremljanje zdravljenje KML velja, da v prvem
obdobju do stabilne citogeneti¢ne remisije, prisotnost Ph kro-
mosoma ugotavljamo s FISH preiskavo. Privec¢ini bolnikov, ki
jih zdravimo z imatinib mezilatom, je to ¢as priblizno enega
leta, ko opravimo tri do Stiri preiskave FISH. Ko dolo¢imo vre-
dnost Ph(+) celic pod 5-10%, za¢nemo spremljati bolezen s
Q-RT-PCR, ki je bolj obcutljiva kot FISH. Standardno citogene-
ti¢no preiskavo ponovimo pri spremembi poteka bolezni za-
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radi relativno pogostega pojavljanja dodatnih kromosomskih
nepravilnosti, ki jih z molekularno geneti¢nimi preiskavami
ne zasledimo. Pri bolnikih z akutno levkemijo, pri katerih smo
ugotovili kromosomske spremembe, je v obdobju remisije ra-
ven malignega klona tako majhna, da je najprimernejsa pre-
iskava PCR. Zaradi velike obcutljivosti je kvantitativna ali vgne-
zdena PCR preiskava zaenkrat tako dobra, da pri bolnikih, kjer
z njo ne zaznamo prisotnosti malignega klona, lahko zaneslji-
vo napovemo ugoden potek bolezni.
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