zlom Transfuze 3

12.9.2005 13:44 Stranka 110

437

Detekce minimalni rezidualni nemoci u akutnich
lymfoblastickych leukemii pomoci kvantifikace prestaveb
genu pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory:

jak se vyhnout Spatné interpretaci vysledku

Fronkova E., Trka J.
CLIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague,
Laboratorni centrum Kliniky détské hematologie a onkologie, UK 2. LF Praha

Souhrn

Hodnoceni minimalni rezidualni nemoci u akutnich lymfoblastickych leukemii pomoci kvantifikace klonalné speci-
fickych prestaveb genti pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory je v soucasné dobé povazovano za standardni
laboratorni postup. Vysledky této metody jsou stale astéji vyuzivany v lécebnych protokolech pro stratifikaci paci-
entd do rizikovych skupin s razné intenzivni terapii nebo primo pro volbu konkrétnich lé¢ebnych postupi.
Vzhledem k narocnosti metodiky je tieba dodrzovat technicka a interpretacni kritéria, ktera umoziuji plnou repro-
dukovatelnost metody a zarucuji klinickou validitu vysledki. Autori shrnuji sou¢asny pohled na provadéni a inter-
pretaci této moderni laboratorni metody a upozoriuji na mozna rizika plynouci z nedodrzeni téchto kritérii.
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Summary
Fronkova E., Trka J.: Detection of minimal residual disease in acute lymphoblastic leukemia using quantifica-
tion of immunoglobulin and T-cell receptor genes rearrangements. How to avoid misinterpretation of the results

Currently, qualification of clonal immunoglobulin and T-cell receptor rearrangements is considered to be a standard
laboratory investigation to evaluate minimal residual disease in acute lymphoblastic leukemia. Benefit of this met-
hod contributes more often to therapeutic protocols that stratify patients into the groups according to the need of
differently intensive therapy or particular therapeutic regimen. Regarding complexity of the method, it is necessa-
ry to follow technical and interpretative criteria that enable reproducibility and clinical validity of the method. The
authors summarize current view on design and interpretation of this modern laboratory method. They also notice
possible risks when these criteria were broken.
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Uvod

Zajem o fenomén minimélni rezidudlni nemoci
(MRN) u akutnich leukemii pochazi uz ze sedmdesatych
let (1). Pionyrské prace z devadesatych let prokazaly
pfimy klinicky vyznam hodnoceni MRN (2-4) a diky
tomu se postupné tato metoda (ptivodné pouze vyzkum-
nd) zacala upravovat pro klinické uziti.

V pfipadé akutnich lymfoblastickych leukemii
(ALL) je zatim uzndvana jako nejspolehlivéjsi metoda
kvantifikace ptestaveb genll pro imunoglobuliny a T-
bunécné receptory specifickych pro dany leukemicky
klon pomoci PCR v redlném case. Jeji vyhodou proti
pritokové cytometrii (jediné dalSi metodé s témér uni-
verzalnim uplatnénim) ziistava stabilita prestaveb na
DNA trovni i v pfipadé méniciho se fenotypu leuke-
mické buiiky v pribehu terapie a celkové vyssi senziti-
vita. Na rozdil od kvantifikace fuznich transkripth
(napt. TEL/AML1, BCR/ABL, MLL/AF4) je pouzitel-
na pro naprostou vétSinu pacientll (pfiblizné 95 %),

navic neni ovlivnéna viabilitou analyzovanych bunék.
Z téchto dtivodu se tato metoda v poslednich letech stava
ve stale vétSi mife soucdsti 1écebnych protokold, a to
i pfes svou znac¢nou Casovou, finan¢ni i laboratorni
naro¢nost. Némecky protokol ALL-BFM 2000 a italsky
protokol ATEOP LLA 2000 pro 1é¢bu détské ALL vycha-
zi mimo jiné z retrospektivni analyzy, ktera ukézala, Ze
hladiny MRN na konci induk¢ni 1é¢by (tyden 5) a pred
zaCatkem konsolidacni 1é¢by (tyden 12) dobte oddé€luje
pacienty s nizkym a s vysokym rizikem relapsu (3). Tyto
dva protokoly definuji rizikové skupiny pro 1écbu pravé
podle prospektivné méfenych hladin MRN. Dal§im vyu-
Zitim této metody je 1é¢ba relapst détské ALL. Némecky
protokol ALL-REZ BFM 2002 pfi stratifikaci pacientt
v nejvétsi skupiné S2 vychazi z prace, kterd ukdzala na
negativni prognosticky vyznam vysoké hladiny MRN po
induk¢ni fazi 16€by relapsu (5). Pacienti s hladinou MRN
v tomto ¢asovém bod€ vyssi nez 10-3 jsou indikovéni
k nepribuzenské transplantaci hemopoetickych progeni-
tord (HSCT). Evropska skupina Pre-BMT-MRD-Study-
Group, jejimZ ¢lenem je i naSe laboratof, prokazala, Ze
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jakékoli hladina MRN pfied transplantaci vyznamné zvy-
Suje pravdépodobnost relapsu po transplantaci (6).
Monitorovani hladin MRN po transplantaci umoZiiuje
v€asné lécebné zdsahy, napiiklad v podobé adoptivni
imunoterapie (infuze darcovskych lymfocyt - DLI,
vysazeni imunosuprese) (7).

V nasi laboratofi se zabyvame metodou kvantifikace
prestaveb imunoreceptorovych genti od roku 2001, v sou-
casné dobé ji rutinné pouzivime u pacientdl s relapsem
lécenych podle protokolu ALL-REZ BFM 2002 a dale
u vSech pacienti podstupujicich HSCT. Pacienti se zachy-
tem ALL jsou v Ceské Republice 1é¢eni podle protokolu
ALL IC-BFM 2002, ktery pro stratifikaci pacientt do rizi-
kovych skupin nepouZivd kvantitativni detekci MRN. Tu
provadime pouze jako vyzkumnou soucast protokolu, aby-
chom zjistili, zda jina kritéria pro stratifikaci (vék, odpo-
véd na prednison, leukocytéza, pokles blasti ve dieni
podle morfologickych kritérii ve dnech 15 a 33 1écby)
mohou korespondovat s poklesem MRN (8).

Z vyse uvedeného vyuziti v klinickych protokolech se
muze zdat, Ze se jedna o metodu rutinni a spolehlivé defi-
novanou. To vSak plati jen pro laboratore s nejvetsi zku-
Senosti, ale i mezi nimi dochazi dosud v nékterych pii-
padech k neshoddm v interpretaci vysledkd. Z téchto
divodia byla zalozena skupina ESG-MRD-ALL
(European Study Group on Minimal Residual Disease in
Acute Lymphoblastic Leukemia), kterd sdruzuje 23
evropskych a nyni i mimoevropskych laboratofi, zabyva-
jicich se touto problematikou. Jeji ¢lenové se pravidelné
setkavaji na spoleénych schlizkach, dvakrat rocné je
poradana i kontrola kvality. Na zakladé spole¢nych zku-
Senosti jsou pak zpracovavana metodickd doporuceni
a jsou dale upravovana pravidla pro interpretaci vysled-
kd. Otevienymi tématy stale zlistava vybér vhodnych
Ig/TCR cili a jejich stabilita, postup v piipadée oligoklo-
nalnich prestaveb a predevsSim interpretace vysledku
s vyloucenim moznosti fale$né pozitivity a negativity.

Vybér cilii

V roce 1999 publikovala skupina laboratofi sdruze-
nych v programu BIOMED-1 standardizovany postup
pro detekci nejCastéjsich prestaveb imunoreceptorovych
genl vyskytujicich se u ALL. Jednd se o kompletni V-
(D)-J prestavby tézkych fetézci imunoglobulind (IgH)
(9), klonalné specifické delece lehkého fetézce kapa
(Igk) a prestavby T bunécného receptoru gama (TCRy)
a delta (TCRO) (10). V roce 2003 byl tento soubor rozsi-
fen skupinou BIOMED-2 na celkem 107 primert v 18
multiplexnich reakcich, jejichZ kombinaci je jiZ moZno
teoreticky detekovat v§echny klonalni B lymfoprolifera-
ce, a to i u malignit s vysokym zastoupenim somatickych
hypermutaci. Totéz plati diky zahrnuti prestaveb TCRf3
i pro klonalni T buné¢né populace (11).

Urceni klonality

Po ziskani PCR produkt je tfeba odlisit klony s iden-
tickymi pfechodovymi oblastmi od polyklonélnich lym-
foidnich bunék. Pfi malych rozdilech v délce téchto
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oblasti nelze na klasickém agar6zovém gelu urcit, zda
jde o smés rizné dlouhych produktti nebo o jediny pro-
dukt. Na zéklad€ zkuSenosti zi¢astnénych laboratofi jsou
doporucovany dvé techniky: analyza heteroduplext
a GeneScanning (analyza pomoci kapilarni elektroforé-
zy). Analyza heteroduplexid se provadi na 6-8% polyak-
rylamidovém gelu po denaturaci produkti PCR (5 minut
pfi 95 °C) nasledované rychlou renaturaci (1 hodina pri
4 °C). Homoduplexy formované z monoklonélnich pro-
duktd diky stejné rychlosti migrace vytvoii jediny prou-
Zek, heteroduplexy vzniklé ndhodnym spojenim polyklo-
nalnich produkti migruji v gelu pomaleji a vytvofi neos-
tfe ohrani¢eny Siroky pruh (,,smear®). Lze také dobie
odlisit produkty bi- a oligoklonélni. GeneScanning odli-
§i denaturované produkty PCR s velkym rozliSenim
pouze podle délky. Jde o metodu relativné rychlou a jed-
noduchou, nevyhodou zlstava potieba znaceni PCR pri-
mert fluorochromem a nemoZznost odlisit stejné dlouhé,
ale sekvencné odlisné produkty PCR (napf. biklonalni).
V nasi laboratofi pouzivime k uréeni klonality analyzu
heteroduplext. Vhodné monoklonalni prouzky sterilné
vyfizneme, eluujeme ve vodé€, reamplifikujeme pomoci
stejné sady primertt a ziskané produkty precistime
a sekvenujeme (12).

NavrZeni klondlné specifickych primeru a optimalizace
RQ-PCR

Ziskané sekvence prechodovych V-(D)-J oblasti 1ze
vyhodnotit pomoci databazi volné piistupnych na inter-
netu napiiklad:

http://imgt.cines.fr/textes/IMGTrepertoire,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast,
http://www.dnaplot.de.

K popisu sekvenci a navrZeni klonalné specifickych
primerti pouzivame software VECTOR NTI 8 Suite
(INFORMAX, Bethesda, MD, USA). Primery navrhu-
jeme tak, aby je bylo mozZno pouZzit v RQ-PCR s hyd-
rolyzacni sondou a reverznim primerem umisténymi
v konsensus oblasti dané prestavby (13-17).

Pro tvorbu specifickych primerti sice kromé obec-
nych doporuceni existuji ur¢itd pravidla, v zasadé ale
pfi jejich navrhovani zéalezi predev§im na zkuSenosti.
Je vyhodné vyzkouSet pro kazdy systém minimélné
dva, protoze rozdily v dosaZené senzitivité i specifité
RQ-PCR byvaji velké. Pro kvantifikaci pouZivame
v na$i laboratofi pfistroje PCR ABI PRISM 7700
(APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA)
a iCycler iQ™ (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). Pro
tvorbu standardni kfivky je doporuceno fedit DNA
z diagnostického vzorku pacienta do ,,negativni“ DNA
ziskané od zdravych darcd (,,buffy coat®). Pfi méfeni
pouzivime standardné€ fedéni 10-1-10-5. Aby bylo
pozdé€ji mozné presné stanovit hladinu MRN, je tfeba
stanovit koncentraci DNA diagnostického i vSech sle-
dovacich vzorkd pomoci kvantifikace kontrolniho
genu. VEtSina laboratofi pouzivad k tomuto tcelu gen
pro albumin (18). Pfi optimalizaci RQ-PCR se pomoci
zmén annealingové teploty, poméru koncentrace pri-
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mert a zmén koncentrace Mg2+ snazime dosahnout co
nejvetsi senzitivity a specifity systému. Podle pravidel
ESG-MRD-ALL je pozadovan pro kazdého pacienta
nejméné jeden systém s minimdlni citlivosti 10-4.
Definice pojmi senzitivita a specifita je pomérné slo-
Zita:

Slovnicek

Ct = hodnota Ct stoupd s klesajici koncentraci templa-
tu ve vzorku

Redéni = se zvysujicim se fedénim klesa koncentrace
templatu ve vzorku

Kritéria pro senzitivitu RQ-PCR (19)

(upraveno na posledni schiizce skupiny ESG-MRD-ALL
v Cervnu 2004)
Senzitivitou PCR rozumime nejvyssi fedéni, které:
¢ se specificky amplifikuje (dobré amplifikacni kiivky),
* ma nejméné jeden vzorek z replikdtu pozitivni; rozdil
Ct (,,threshold cycle®) replikati nerozhoduje,
* ma nejvyssi Ct replikatd v rozmezi 20 cykld od Ct
nefedéného vzorku nebo
* md nejvyssi Ct replikatd v rozmezi 20 cykld od
interceptu standardni kiivky.
Pro potfeby presné interpretace vysledka byl nové defi-
novan pojem rozmezi kvantifikovatelnosti (,,quantitative
range”, QR). VSechny pozitivni hodnoty pod touto hod-
notou by mély byt uvadény pouze jako ,,pozitivni®, bez
uvedeni ¢iselné hodnoty vysledku.

Kritéria pro rozmezi kvantifikovatelnosti RQ-PCR

Rozmezim kvantifikovatelnosti nazyvame nejnizsi fedé-
ni, které:
* se specificky amplifikuje (dobré amplifika¢ni kfivky)
¢ rozdil Ct replikata < 1,5
¢ jeho primeérna hodnota Ct je o 3,0-4,0 cykly vétsi nez
predchozi 10x nizsi fedéni (nebo o 0,5-1,5 cyklu vyssi
neZ predchozi 5x niZsi fedéni)
¢ standardni kiivka se zahrnutim tohoto fedéni ma
sklon (,,slope*) mezi -3,1 a —3,9 a korela¢ni koeficient
= 0,98.

Kritéria pro specifitu RQ-PCR

Velkym problémem v pripadé genti pro imunorecepto-
ry je pozadi zdravych lymfocytt, coZ plati zvlasté pro
systémy s menSim mnozstvim rekombinovatelnych
genovych segmentl a tedy s menSim poctem pravdépo-
dobné vzniklych kombinaci. Jednd se tedy zejména
o TCRy, TCRS a delece Igk. V pripadé kratkych N-seg-
mentll nebo nevhodné navrzenych primeri muze ale
k nespecifickému nasedani primerd na DNA ,,zdravych*
lymfocyt dojit v kterémkoli systému. Aby se v co nej-
vétsi mife zabranilo moZnosti vzniku fale$né pozitivniho
vysledku, pouZivd se jako negativni kontrola DNA
z ,,buffy coatu* smichana od co nejvétSiho poctu zdra-
vych darct (minimalni doporuceny pocet je 5, vétSina
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laboratori vcetné nasi pouziva 10), a to podle doporuce-
ni nejméné v Sesti replikdtech. Tim pfibyvaji k vyse uve-
denym pravidliim pro interpretaci dalsi.
Rozmezi kvantifikovatelnosti tedy musi spliiovat vSech-
ny predeslé podminky a zaroven:
® jeho primérna hodnota Ct musi byt nejméné o 3
cykly niZsi neZ nejniz§i Ct hodnota pozadi.
Senzitivitou pak nazyvame takovou hodnotu fedéni,
kterd spliiuje vSechny predeslé podminky a zaroven:
® nejméné jedna hodnota Ct je o nejméné jeden cyklus
niZsi nez nejnizsi Ct hodnota pozadi.

Analyza MRN v daném vzorku

Kritéria pro interpretaci vysledki se lisi v zavislosti na
protokolu, spolecnd zlistavaji tato zédkladni pravidla:
Hodnotu MRN ve vzorku lze vyjadfit numericky pomo-
ci standardni kfivky s korekci podle kontrolniho genu,
jestlize:

* primérna Ct hodnota replikati < nejvyssi Ct rozmezi

kvantifikovatelnosti a A Ct replikati vzorku je < 1,5.
Pokud je primérna Ct hodnota replikatd = nejvyssi Ct
rozmezi kvantifikovatelnosti, hodnoti se vzorek pouze
jako ,,pozitivni®.

Vzorek je ddle poklddan za pozitivni, pokud:

* Ct hodnota nejméné jednoho z replikati je v rozmezi

4 cyklid od senzitivity systému a

* Ct hodnota nejméné jednoho z replikati je o = 1,0

nizsi nez nejnizsi Ct pozadi.

Toto posledni pravidlo patii vzhledem k moZnosti vzni-
ku fale$né pozitivity k nejspornéj§im a nejdiskutovanéj-
$im, proto bylo na schiizce ESG-MRD-ALL v roce 2004
dale rozsifeno s ohledem na to, pro jaké klinické aplika-
ce bude vysledek pouZit.

P1i pouZziti pro aplikace, kde je tfeba se vyhnout fales-
né negativité, napiiklad z divodd redukce 1écby MRN
negativnich pacientd, je vzorek pokladan za pozitivni,
pokud:

* Ct hodnota nejméné jednoho z replikati je o = 1,0

nizsi nez nejnizsi Ct pozadi.

® Pii pouziti pro aplikace, kde je tfeba se vyhnout

fale$né pozitivité, napiiklad z divodu nasazeni DLI

po HSCT, je vzorek poklddan za pozitivni, pokud:

* Ct hodnota nejméné jednoho z replikati je o = 3,0

nizsi nez nejnizsi Ct pozadi.

Diskuse

Detekce MRN u akutnich leukemii uz v tuto chvili
prokazuje svou klinickou hodnotu. Zejména v 1écebnych
protokolech pro terapii détskych ALL jsou kriteria MRN
pouZzita jako stratifikaéni (napf. ALL-BFM 2000
a AIEOP LLA 2000) nebo jako pfimo rozhodujici pro
Iécebnou strategii (protokol ALL-REZ BFM 2002 pro
1é¢bu relapsi détské ALL). Dilezitou dlohu hraje stano-
veni MRN také v regulaci potransplantacni péce.

Rozhodnuti o vyznamném zasahu do dalSiho pribéhu,
jakym je naptiklad indikace HSCT v 1é¢bé relapsu détské
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Obr. 1. Amplifikace klondlng specifické delece Igk u pacienta s ALL. Senzitivita systému je 10-5 (posledni fedéni, které se amplifikuje), rozmezi
kvantifikovatelnosti je 104, protoZe A Ct replikati u fedéni 10- je v&tsi nez 1,5.
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Obr. 2. Amplifikace klonélng specifické piestavby IGH u pacienta s ALL. Senzitivita systému je 10-4, protoZe jeden vzorek z duplikatu mé Ct o vice

nez 1 cyklus niZsi neZ je nejnizsi Ct ,buffy coatu* (zelené k¥ivky). Rozmezi kvantifikovatelnosti je ale pouze 10-3. V piipad& tohoto systému je
vhodné pridat fedéni 5x10-4. Pokud by jeho primérné Ct vySlo o vice nez 3 cykly pred ,,buffy coatem®, zvysi se QR na 5x10-4.
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Obr. 3. Amplifikace klonaln& specifické piestavby TCRS u pacienta s ALL. Senzitivita i rozmezi kvantifikovatelnosti systému je 10-4. Mé&feny byly
dva vzorky pacienta v triplikdtu (modré kiivky). Hodnotu MRN ve vzorku ¢. 1. Ize po upravé podle kontrolniho genu vyjadrit ¢iselné jako pomér
k poctu blastl v diagnéze. Vzorek ¢. 2 by byl oznacen jako ,,pozitivni*, pokud by byl pouzit pfi rozhodovani o zafazeni do rizikové skupiny (napii-
klad v protokolu ALL BEM 2000). Na zakladé jeho vysledku by se ale nemélo terapeuticky zasdhnout, pokud by se rozhodovalo napf. o aplikaci
DLI po transplantaci: nejnizsi Ct pozadi (zelené kiivky) neni o vice neZ 3 cykly vySsi neZ nejnizsi Ct vzorku).

ALL, vyZaduje spolehlivou metodiku méfeni hladin
MRN a zejména spravnou interpretaci téchto vysledkd.
Pravé v posledné zminéném protokolu je rozhodujici
urovni MRN (stanovenou arbitrazné na zakladé retro-
spektivni analyzy rozsidhlého souboru pacientt) (5) hla-
dina 10-3. Teoreticky tak pacient s typem relapsu S2

a s hladinou MRN v daném Casovém bodu protokolu
rovnou 1,1x10-3 podstoupi HSCT, zatimco pacient s hla-
dinou rovnou 9,9x10-4 bude pokracovat pouze v chemo-
terapii. Presnd kvantifikace je tedy naprostou nutnosti.
V pripadé protokolii ALL-BFM 2000 a AIEOP LLA
2000, kde o pfefazeni z nizko rizikové do stfedné riziko-
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vé vétve protokolu miZe rozhodnout jakakoli detekova-
na pozitivita, je tfeba ji zase presné oddélit od falesné
pozitivity pozadi.

Presné a detailni pokyny, pfijaté skupinou ESG-
MRD-ALL, pfesné definuji jak senzitivitu, tak specifi-
tu daného systému RQ-PCR. NemiiZe se tedy stat, Ze
se hladina MRN urc¢i podle technicky nedokonalého,
Spatné€ optimalizovaného systému - pravidla pro sklon
a chybu standardni kfivky to vylucuji. Pouziti hexapli-
katu negativni kontroly, kterou je vzdy polyklonalni
DNA z normélnich lymfocyti a nikoli pouze voda,
zase oddéli faleSné pozitivni vysledky v rezidudlnich
vzorcich. ProtoZe pouhy mechanisticky pohled na tato
kritéria nemusi vZzdy vyhovovat realité, byla kritéria
upravena pro situace, kdy je tfeba se vyhnout faleSné
negativité nebo falesné pozitivité (viz vyse).

Opatrné a koncizné je tfeba pfistupovat i k hodnoce-
ni dynamiky MRN. Je tfeba mit na paméti technické
limity metody PCR: je-li rozdil Ct mezi duplikaty
vzorku pacienta = 1,0, vyslednd hodnota koncetrace
templatu ve vzorku bude kolisat o 100 % a vice.
Hodnotit tedy dynamiku MRN mezi dvéma vzorky
v tomto rozmezi hladin MRN je zavadéjici.

Obtizné€ji definovatelnym, ale dileZitym prvkem
hodnoceni hladin MRN, je komunikace mezi pracovni-
ky laboratore a lékafi/kliniky. V idedlnim pfipad€ by
vySetieni az do faze stanoveni hladiny MRN ve vzorku
mélo probihat bez znalosti soucasného klinického
stavu pacienta. Toto pravidlo neni ¢asto mozno dodr-
Zet, protoZe se na laboratorni praci 1ékafi prfimo podi-
leji. To je naopak vyhodou pfi interpretaci vysledkl
sledovéni. Intenzivni kontakt laboratof-klinika a pfes-
né pochopeni termint, které se objevuji na pisemné
vydavanych protokolech o vySetfeni, jsou nezbytné.
Jen tak je mozno spolehlivé interpretovat napt. fakt, Ze
za urcitych okolnosti nemusi ,,pokles* hladiny MRN
z kvantifikovatelnych hodnot do oblasti ,,pozitivita®
znamenat skute¢nou zménu v dynamice MRN, ale
pouze horsi technickou kvalitu konkrétniho RQ-PCR
experimentu.

Pracovisté, které hodla vyuZzivat tuto metodiku pro
klinicky relevantni stanoveni hladin MRN (tedy k indi-
kaci 1écebnych zdsahi), by mélo mit jistotu, Ze zave-
dené postupy bezchybné funguji. Mezinarodni kontro-
la kvality skupiny ESG-MRD-ALL, kterd vyzaduje
analyzu klonality, detailni rozbor zadanych sekvenci
prestaveb a urceni hladiny MRN slepych vzorkt a pro-
biha dvakrat ro¢n€ od roku 2001, tuto zaruku poskytu-
je.

Kvantitativni detekce klonalné specifickych presta-
veb Ig/TCR je tedy velmi vyznamny a G¢inny nastroj
v hodnoceni odpovédi na 1é¢bu u pacienti s ALL. Pfi
dodrZeni vSech technickych a interpretacnich pravidel
muiZe pomoci pacientim sniZit jak riziko relapsu, tak
i rizika spojend s prelécenim (,,over-treatment®) jejich
nemoci.
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