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Johannes Friedrich Miescher

(1844- 1895) 

švicarski liječnik i biolog, koji je 

najpoznatiji po tome što je 
izolirao različite fosfatom bogate 

spojeve 

koje je nazvao "nuklein" (1869) iz 
staničnih jezgara leukocita

Sveučilište u Tuebingenu

(Laboratorij prof. Felix Hoppe-
Seyler-a) 

• Oswald Avery 

• (1877-1955) 

• kanadski bakteriolog

• 1944. godine pokazao je u 

eksperimentima na bakterijama 

da se geni sastoje od nukleinskih 

kiselina



• Za sudjelovanju u otkrivanju 

strukture molekule DNK iz 

1953. James Watson,  Francis 

Crick i Maurice Wilkins

zajedno su dobili 1962. 

Nobelovu nagradu za 

fiziologiju ili medicinu.

Biokemičar Kary Banks Mullis 
američki je dobitnik Nobelove 
nagrade 1993. godine za izum 
metode polimerazne lančane 
reakcije ( PCR) 



Slide 4.

Kronična mijeloična leukemija (KML)   „Philadelphia kromosom priča”

P.Nowell     i D. Hungerford

Institute for Cancer Research

Combinatorial FISH. Karyotype from a CML patient in chronic 
phase showing a complex Philadelphia Translocation between 

chromosomes 8, 9 and 22.
Click on image above for enlargement.

Kariogram i rad objavljen u Science-u 1960.



Doprinosi   J. Rowley

Janet Rowley (1925-2013)
Prva je opisala kromosomske 

translokacije u podlozi hematoloških 

neoplazija 

• 1. Translokacija t(8;21) u AML

• Ann Genet 1973: 16:109-112.

• 2. Translokacija t(9;22) u KML

• Nature 1973;243: 290-293.

• 3. Translokacija t(15;17) u APL

• Lancet 1977;1:549–550. 

Slide 6. The t(9;22) Translocation Produces the Philadelphia (Ph) Chromosome

Kronična mijeloična leukemija

1. Kronična mijeloična leukemija (KML) je klonalna bolest 

matičnih krvotvornih stanica

2.  Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) 

ubraja se u mijeloproliferativne zločudne tumore  

3.  KML je prva humana neoplazija za koju je dokazana specifična 

stečena genetska lezija – recipročna t(9;22)(q34;q11) 

translokacija koja se prepoznaje kao skraćeni 22. kromosom 

nazvan Philadephia (Ph) kromosom.



Kronična mijeloična leukemija

• U osnovi genetskog preuređenja je novonastali

fuzijski gen BCR-ABL1 koji kodira fuzijski onkoprotein s 

konstitutivno aktiviranom tirozin kinazom

• Aktivirana tirozin kinaza u citoplazmi fosforilira niz staničnih 

proteina uključenih u regulaciju

• proliferacije

• blokiranja apoptoze, 

• neučinkovitu adheziju 

• genomsku nestabilnost

• Posljedično, dolazi do značajne  proliferacije mijeloičnih  

leukemijskih stanica s promijenjenim funkcionalnim 

značajkama.

Dijagnostičke smjernice - obrada pri dijagnozi   

Dijagnostički testovi

• Koštana srž

• Citogenetika: dokaz bcr-abl (Ph) 

• G−pruganje

• FISH

• Imunofenotipizacija?

• Periferna krv

• Kvalitativni PCR, probir, podtip bcr-abl

• Kvantitativni PCR na bcr-abl/abl (IS)

•D. Sertić (KROHEM Trakošćan)

Liječenje KML 

• Liječenje kronične mijeloične leukemije bitno je napredovalo 

tijekom posljednjeg desetljeća, uvođenjem prve generacija 

inhibitora tirozin kinaze (TKI) - imatinib mezilata u kliničku 

praksu 1998/2000. godine.

• Imatinib selektivno inhibira ABL1 kinazu i inducira 

hematološku i citogenetsku remisiju.



Praćenje bolesnika − molekularna dijagnostika

VRSTE MOLEKULARNOG ODGOVORA:

MMR (major molecular response) ≤ 0.1% IS

CMR (complete molecular response): nedektektibilni BCR-ABL1 

transkript, dokazan pomoću qRT-PCR u 2 uzastopna uzorka, s 

osjetljivošću     > 104

Levels of molecular response in CML. MCyR, major cytogenetic response; MR, molecular 
response.

François-Xavier Mahon, and Gabriel Etienne Clin Cancer 
Res 2014;20:310-322

©2014 by American Association for Cancer Research



Kumulativni rezultat bcr-abl/abl omjera

K v a n t i t a t i v n i PCR,  KADA?

• svaka 3 mjeseca do postizanja MMR
(≤ 0,1% IS),  zatim  svakih   3-6 mjeseci

• po potrebi  češće u slučaju 

- porasta bcr-abl1/abl1 (kopija transkripta)
-prije promjene terapije

Molekularno praćenje leukemijskog klona - zaključci

• Molekularno testiranje je najosjetljivija metoda za  procjenu 

ostatne maligne mase kod  Ph+ KML 

• Dubina (jačina) molekularnog odgovora je udružena s povoljnijim 

dugoročnim ishodom bolesti

• Postignuće kompletnog  molekularnog odgovora je udruženo s 

manjim brojem mutacija

� Postignuće MMR je udruženo s višim stopama učestalosti  

preživljenja bez neželjenih  događanja i bez progresije bolesti.



Analiza BCR-ABL1 mutacija u funkciji optimalnog 

odgovora na terapiju s inhibitorima tirozin kinaze 

Rezistencija na terapiju imatinibom

• Već 2001. god. kod  prvih imatinib-rezistentnih slučajeva, 

pokazano je kako točkaste mutacije u domeni kinaze BCR-

ABL1 fuzijskog gena  mogu narušiti ili čak potpuno 

onemogučiti vezanje imatiniba.

• Ubrzo je postalo evidentno da oko 20-40% pacijenata koji su 

liječeni imatinibom u prvoj liniji, razvijaju rezistenciju na 

terapiju. 

• Studije su pokazale da je rezistencija na imatinib (gubitak  

hematološkog, citogenetskog  i molekularnog terapijskog 

odgovora)  uzrokovana

• mutacijama u ABL1 kinaznoj domeni  - oko 90% slučajeva 

• amplifikacijom BCR-ABL1 gena – oko  10% slučajeva 

Rezistencija na terapiju inhibitorima tirozin kinaza 

• Citogenetske aberacije u Philadelphia kromosomu

• Amplifikacija fuzijskog BCR-ABL1 gena

• Mutacije u  ABL1 kinaznoj domeni BCR-ABL 1 gena



BCR-ABL amplifikacija prikazana FISH analizom. Interfazna   jezgra  pokazuje klaster signala 

fuzijskog  gena BCR-ABL.

Cancer Genetics and Cytogenetics 159 (2005) 164–167

Preporuke Europske grupe za leukemije ( ELN-a)  :

Analiza mutacija u ABL1 kinaznoj domeni 

1.    Prilikom postavljanja dijagnoze

- u blastnoj krizi

2.    Tijekom 1. linije terapije 

- neuspjeh terapije

- povećanja omjera kopija bcr-abl/abl1 s naznakama  

gubljenja velikog molekularnog odgovora (MMR)

- suboptimalni terapijski odgovor

3.    Tijekom 2. linije terapije ( nilotinib/dasatinib)

- gubitak hematološkog/ citogenetskog odgovora.

Proporučeni mehanizam djelovanja imatinib-rezistentnih mutacija (kristalna 

struktura ABL kinazne domene  s prikazom interpolacije imatiniba)



Osjetljivost staničnih kultura s mutacijam   na dasatinib i nilotinib  u 

proliferacijskim testovima in vitro.

(crveno: izražena  rezistencija; naranđasto: rezistencija; žuto: umjerena rezistencija; zeleno: 

osjetljivost

SEKVENCIRANJE ABL1 :  Analiza mutacija po prilagođenom 

protokolu   Soverini S.  i Martinelli G. , University of Bologna





Evolucija mutacija tijekom TKI  terapije

Soverini S. Optimal patient monitoring in 2013- molecular and mutational 

analysis ( Helsinki 2013)

Klinički značajne ABL 1 mutacije

• T 315I                                            rezistencija na TKI

(imatinib, nilotinib, dasatinib)

• V299L, F317L/V/I/C                            rezistencija  dasatinib

• E255K/V, Y253H/F, F359V/C/I          rezistencija  nilotinib 



Analiza mutacija u periodu 09/2012. do 02/2015.

( Rijeka)

Broj pacijenata -

ukupno

15

Pacijenti  s 

mutacijama

6

Jedna mutacija 5

Više mutacija 1 - (ukupno 3 mutacije)

Tip mutacija 5 - poznatih G 250 E

M 244 V

T 315 I

F 359 V

Y 253 H

1 - bez podataka o 

kliničkom značaju

N 499 S

Analiza ABL1 mutacija

(Zavod za patologiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Rijeci)

Broj pacijenta ABL1 mutacija Tip transkripta

Pacijent 1 G250E B2a2 + b3a2

Pacijent 2 M244V B2a2 + b3a2

Pacijent 3 T315I B2a2

Pacijent 4 Nisu utvrđene mutacije B2a2 + B3a2

Pacijent 5 F359V 03. 04. 2012

Y253H 03. 04. 2012

F359V       26.09. 2012.

G250E       26.09. 2012.

Y253H 26. 09. 2012.

B2a2

B2a2 + B3a2

Pacijent 6 Nisu utvrđene mutacije B2a2 + b3a2

Pacijent 7 Nisu utvrđene mutacije B2a2 + b3a2

Pacijent 8 Nisu utvrđene mutacije B3a2

Pacijent 9 Nisu utvrđene mutacije B2a2

Pacijent 10 Nisu utvrđene mutacije B2a2 +b3a2

Pacijent 11 N499S – klinički nepoznate 

značajnosti

B3a2

Pacijent 12 Nisu utvrđene mutacije B3a2

Otkrića novih mutacija metodom NGS  u 

hematološkim neoplazijama



Thermo Fisher Life Technologies, 



Soverini S.  Optimal patient monitoring in 2013- molecular and mutational 

analysis  (Helsinki 2013)

Značaj dokazivanja mutacija u Abl1 KD kod 

imatinib rezistentnih pacijenata

1. Prisustvo ili odsustvo mutacija

• Prisustvo bilo koje mutacija je upozoravajući 

signal na nestabilnost leukemijskog klona

2.Tip mutacije

• Detekcija specifične mutacije utječe na izbor 

TKI  terapije ( 2. i 3. generacija TKI).



Soverini S.  Preporuke za optimalno praćenje pacijenata sa suboptimalnim 

terapijskim odgovorom na imatinib ( Helsinki 2013)

1. BCR-ABL/ABL1  > 10% 

(manje od parcijalnog 

citogenetskog odgovora) 

kroz 3  mjeseca TKI 

terapije

2. BCR-ABL/ABL1 > 1% -

manje od kompletnog 

citogenetskog odgovor ) 

kroz 6 mjeseci  TKI 

terapije
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